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H

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

I

Fecha: 2011-12-23 12:00.23  Dep. 2020 DIRNUEVASCR . .,
. - , Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONAL) 1Cacion
Industria vy Comercio

Act. 411 PRESENTACION  Falios: 563
SUPERINTENDENCIA Adt 411 PRESENTACION  Folios: 562
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE :

Patente de Invencion || Patente de Modelo de Utilidad

©)
]

Capitulo 1. Capitulo Il.
@ Nombhre:  SOLAZYME, INC.
SOLICITANTE IDENTIFICACION
{71) Direccién: 225 Gateway Boulevard, South San Francisco, ~
California 94080, Estados Unidos
cc. [ ] it [ ]
Nacionalidad o Domicilio;:  Estados Unidos de América '
Lugar de Constitucién: Estados Unidos de América CE I:l Otro l:]
Teléfono: Fax: Cual
E-Mail Numero
) Nombre:  ALVARO CORREA ORDONEZ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | pireccion: Avenida 82 No, 1062 Piso 6 Ce. Nt [
A
O APODERADO CE. l:] Otro D
Teléfono: 6341500 Fax: 3762211 Cual
E-Mail: office.bogota@bakermckenzie.com Nimero  79.143.366 Usaquén TP 20281
@ Nombre:  DILLON, Harrison F.; ELEFANT, Dan; DAY, Anthony G.; FRANKLIN, Scott; WITTENBERG, Jon
INVENTOR (ES) Direccion: 225 Gateway Boulevard South San Francisco, Califomia 94080 (US); 225 Gateway Boulevard South San
Francisco, California 94080 (US); 225 Galeway Boulevard South San Francisco, California 94080 {US); 225
Gateway Boulevard South San Francisco, California 94080 (US), 225 Gateway Boulevard South San
Francisco, California 94080 (US).
® =
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América (Respeclivamente)

(5) pcT (85)

Solicitud Internacional No.

Publicacién Internacional No.

PCTUS2010/036238
WO02010/138620

Fecha 26-05-2010
Fecha, 02-12-2010

Q Titulo (54)

FRACCIONAMIENTO DE LA BIOMASA MICROBIANA QUE CONTIENE ACEITE

@ Clasificacion Internacional (51)

C12N 13/00; BO1D 3/00

. Prioridad
s

no( |

(33) Pais de Origen
us

(32) Fecha
26-05-2009

(31) Numero de Solicitud
611181252

11111720 - 11-111647 - 11-0064238 - 11-

9 Comprobante de pago No.

0079905 ~ 11-0098063 - 11-111594 — 11-
111626 - 11-104001 - 110098012 - 11-
1721 -

16-11-11 - 01-07-11 - 18-08-11 - 05-10-

Fecha 41 _24.10-2011




~ ANEXOS | )

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacién fegal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes, si fuere el caso

D Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

D Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccitn de la solicitud internacional af castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

D Copia del examen prefiminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen preiiminar {[PEA)
D Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

D De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
indigenas

De ser el caso, cerificado de depdsito del material bioldgico

Arte final 12 x 12

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular o su
causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemnacional.

' Otros:  Extractos , Listado de Secuencias y (CD), Madificacion efectuada en Fase Nacionat Art. 34.

@ FIGURA CARATERISTICA

@ * Solicito ia concesién de ja patente,

NOMBRE: ALVARO@REAORDONEZ

FIRMA'__A —_— e >

Cﬁ/ 79.143.366 de Usaquén T.P. 20.281

Instrucciones para la presentacidn de los aneés. ver reverso de esta pagina ]

HSR/BOGIMS-917969.V1-P20] I_DOOO46-PF:'I'[’]‘DRi0.DOC



2011/018

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

e RECIBO DE CAJA

.y No. 11 - 111720
Industria y Comercm
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Noviembre 16 de 2011 - 17:33:43
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE NI 900.034.906

*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA Na. PAGO EECHA PAGO -v& PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325105933 16/11/2011 113.6 ‘“.600.00

*** Conceptos Pagados *** :
CANT. RENTISTICO CONCEPTO VL UNDITARIO — Vr CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES wg) P”I‘g ésr«?sp .|| EXAMEN DE PATENTIBILIDAD 485.000.00 485.000.00
$485.000.00

T@Tﬁﬁiﬂiﬁiﬁﬁm\mwmm i

R.NU
11 12-23 12:00:23 EDeEﬂg FASENActONAL\\

ra. 11 PATENTE.FQ(E,'ON Falios: 563 )
e T

hol, 414 PRESEN = —
jos: &
. e ) pRESENTAC"ON Folios )

Fecha.

Socle Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pises 3.4,5 y 10 Bogets, D.C.- Colombia
Wob: www.slc.gov.co e-mai: info@sle.gov.co Conmutador: {574) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) §513240
. Hoviembre 16 de 2011 - 17:34:01




2011/018 Vv

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-f-
C »
e RECIBO DE CAJA No. 11 - 111647
Industria y Comercio
SUPER'NTENDENGCIA Bogota 0.C., Noviembre 16 de 2011 - 17:33:43
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE NI 900.034.906
*** Soporte del Pago ***
PO PAGO BANCQO CUENTA _No. PAGO EECHA PAGO
CONSIGNACION BANCOQO DE BOGOTA 062754387 325105033 16/11/2011
“** Conceptos Pagados ***
CANT RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO  VrCONCFPTO
. 1 50005-01-08 PRORROGA DE TERMINGS 1%09 &%SEAJ%(I:E(‘JBIN?}_ORROGA DE TERMINOS 86.000.00 86.000.00
$86.000.00

SON: *™OCHENTA Y SEIS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

N

'a—ﬂvﬁhcéo al Expediente No.

Responsable:

- . \
Recibo da

Fecha; 2011-12-23 12:00:23 _ Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 379 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 563

. AT MRESENTACTOTN T roms gz — — -~ 7 T T

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colambia

Wals: www.sic.gov.co  g-mai: info@sic.gov.ca Conmutader; (571) 5870000 Fax: (571) $670284 Linea: 018000.910165 Call Conter: (571) 6513240
. Moviembre 16 do 2014 - 17:34:08




201(/011

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

‘
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0064238

Begotad D.C., Julio 09 de 2011 - 14:27:42

RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE

NI 900.034.906

*** Soporte del Pago ***

o

CANT,__RENTISTICO

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR P
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325065742 01/G7/2011 95.266.080.00

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

VEUNDITARIOQ Ve CONCEPTO

TRIAL

Responsable:

1 50005-01-09 (lJTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD

99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

. SON: *CUATRO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

———

. Jullo 1 de 2011 - 14:47:45

. Recibo de Caja Aplicado afxpediente No.

SUPERINTENDE NCIA DE |,

Fech No. 11-17
c 8:2011-12.23 12
11 PATENTEIYHOOQS

1 PRESENTACION

1< i O iy o = R Rty
Act. 411 PRESENTACION

Sede Centro: Carrera 13 No. 2T - 00 flsos 3,4,5 v 10 Bogots, D,C.- Colambia
Wab: www.slc.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5876000 Fax; (571) 5870284 Linea: 018000-914165 Call Ganlar: {571) 6513240

DUSTRIA Y COMERC)

IWHHH?HWW!M@EI&W Lo LT

Dep 2020 DIR NUEVA

—_—
Folios; 662

4.000.00 4.000.00
$4.000.00

1379 F6A38ENACIONASL%R




2011/013 ¢

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-l -

_fﬁ _ RECIBO DE CAJA No. 11 - 0079905
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Agosto 18 de 2041 - 16:59:22
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE NI 900.034.906

*** Soporte del Pago ***
PG PAGO BANCO CLENTA No PAGO _FECHA PAGQO 7_J£/R PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 082754387 411692035 17/08/2011 83.279.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICO CONCEPTO Me DNRDITARIO - VrCONCEPTO
1 50005-01-69 OTROS SERVICIOS DE PROPEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 5.000.00 5.000.00
INDUSTRIAL $5.000.00

SON: *CINCO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable

Recnwwxpedlente No.

5
UPERINTENDE NCIA DE (N NDUSTRIA ¥ COMERCIO

ﬂll!llﬁ!é?ﬂiﬂiﬂﬂﬂﬂ%ﬂilfﬂlﬁ@&ﬂ%ﬂ L

Fech No. 11. 177580
ha: 2011-12.93 1o
Tra 11 par 23 Dep 2020
Act 411 RE%",‘;L?X{{,DN Eve ve: 379 ;:Ag&’zgﬁmw
L= P Re'ss P 0s: 563

Act. 411 PRESENTACION msz““

Sede Cantro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogoti, D.C.- Colombia

Wob: www.gic.gov.co o-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (574) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea:; 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Agosic 18 de 2011 - 16:5%:47




POTI/NIRY

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0098063

Bogota 0.C., Octubre 05 de 2011 - 17:08:26

RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE

NI 900.034.906

TIPO PAGQO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CLUENTA No. PAGO

FECHA PAGO 6/.8..8&(3.0_

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 412134424

04/10/2011 79.B21.000.00

CANT.  RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***

CONCEPTO

VLUNDITARIO Ve CONCEPTO

1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS OE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

SON: *DIEZ Mil. PESOS MONEDA CORRIENTE***

Sede Centre: Carrera 13 No, 27 - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogotd, D,C.- Colombia
Wab: www .sic.gov.co o-mal: Infof@sic.gov.co  Cenmutader: [571) 5670000 Fax: (571) 5870284 Linen: (18000-810165 Cail Center: {571) 6513240

. Detubre 5 de 2011 - 17:08:47

i€ado al Expediente No.

10.000.00 10.000.00
$10.000.00

SUPERl‘NTENDENCIA

o No. 11-1778g0
echa: 2011-12.23 12.0p:
Tra, 11 F'ATENTEIYIIOO.
Act. 411 PRESENTACION

Act. 411 PRESENTACION —

DE INDUSTRIA Y COMERC

!Wlfﬁflﬂlﬁiﬂfﬂﬂlfﬁﬂfﬂkﬁﬁﬂiﬂlﬁ

i

!

{
~0000
Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Eve: 379 FAS
Fonag FASENACIONALI

FoliosTe67 " — - - -




2011/018

NIT : 800.176.089-2
-

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

-~
. *

VT RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio

No. 11 - 111594

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Noviembre 16 de 2011 - 17:33:43

RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE

NI 900.034.908

*** Soporte del Pago *™*

TIRQ PAGO BANCO CUENTA

No. PAGO

FECHA PAGO "P{R PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325105933

16/11/2011 #05.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO

Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO

1 50005-01-08 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS
INDUSTRIAL

10.000.00 10.000.00

SON: Z'DIEZ MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

SUPER[NTE
B ﬂﬂfﬂﬂmﬂﬁmﬁmﬂiﬁﬁ%ﬁ?ﬁ?@éc e
e
M °e SR
. P pRESEch,ON Fol—fsaf .

f

Sede Centro: Carrera 13 Mo, 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia

. Noviembre 16 de 2011 - 17:33:59

Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutader: ($71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-81¢165 Call Canter: (571) 6513240

$10.000.00

&



. | 2011/018

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-

PR

..i . ‘ RECIBO DE CAJA No. 11 - 111626
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bagola D.C., Noviembre 16 de 2011 - 17:33:43
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE _ N1 900.034.906

*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CLENTA No. PAGO EECHA PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325105933 16/11/2011
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFPTO Vr HNDITARIQ  Wr CONCEPTO
1 50005-01-09 cl"r)vTr?uossT SERVICIOS OE PROPIEDAD sgr m@m@ow DETALLADA DE UN 27.000.00 27.000.00

$27.000.00

SON: "VEINTISIETE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

e
Recillp de Caja Apliédo al Expediente No.

Seds Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 1,4,5 y 10 Bogota, D.C.. Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: [574) SB70000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-810165 Call Contor: (571) 6513240

. Noviembre 16 e 2011 - 17:34:00

9



. 2011/017 o

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

of-
£ RECIBO DE CAJA
AR _ No. 11 - 104001
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Octubre 24 de 2011 - 16:26:54
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE NI 900.034.906
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGO ‘u‘EﬁoE’AGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 410784006 24/1012011 109.5 00.00
*** Conceptos Pagados *** ,
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Vi CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 83 INVOCACION DE UNA PRIORIDAD 160.000.00 160.000.00

EN SIGNOS DISTINTIVOS

$160.000.00

SON: “*CIENTO SESENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Recibo de Caj A,r»céo al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA CE INDUSTRIA ¥ COMERC

® T e

|
No. 11.177585- -00000-0000
;echa: 2011-12-23 12.00:23  Dep. 2020 DIR.NU
ra. 11 PATENTEIYII AR

Act. 441 PRESENTAGION Evg; i"igse gé\aSENACIONALH
AT T T A TN T ———,
Act. 411 PRESENTAGION  Foiigs. 5 == -

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pises 3,4,5 y 10 Bagots, D.C.- Colembia
Waob: www.sic.gov.co  8-mai; infof@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-910185 Call Center: {571) 6513240
. Detubre 24 da 2011 - 16:27:10




9011/0816

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERC!O

NIT : 800.176.089-2
-l

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0098012

Industria y Comercio

. Recibe de Caja Aglieado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Oclubrs 05 de 2011 - 17:08:26
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE NI 900.034.906
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA _No. PAGO FECHA PAGO g/R PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 412134424 04/10/2011 ?Ey .000.00
*** Conceptos Pagados *** )

CANT.  RENTISTICO CONCEPTO VeEUNDITARIQ Vi CONCEPTO
1 50005-01-09 Icgﬁ?ssraleﬁwmos DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 1.000.00 $1 ggggg

SON: *MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

SUPER W
M/%EN /Yc/4DE
W Y/ il S
Gk, TG

Sedo Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.. Colombia

Wab: www.slc.gov.ca e.mal: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5570000 Fax: (574) 5870264 Linoa: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Octubre 3 de 2011 - 17:08:45




: 2011/08

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

L

o RECIBO DE CAJA No. 11 - 111721
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Noviembre 16 de 2041 - 17:33:43
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE N1 900.034.906

*** Soporte del Pago *** '
TIPQ PAGO BANCO CUFNTA Na PAGO FECHA PAGO VJPAGOH____,
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA (062754387 325105933 16/11/2011 113.69%,A00.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT._RENTISTICO CONCERPTO VrUNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 E: 4 ‘Tﬁ% CAP.I) EXAMEN DE PATENTIBILIDAD 485.000.00 485.000.00
$485.000.00

SUPERJNT

/WlffIMWMWNJEEMEHIIFMIWR °

ra, 14 T‘ 2-23 12:00:23
Act, 411 PR TEwu P. 20 o
) Eve: 379 NUEYA
. N ry-ao ., e ENTAC[ON FO” ENA NA?.%R
Act. 411 PRESENTACION‘“FolrurW.___

Sede Centro: Carrara 13 No. 27 - 00 Pisos 3.4.5 y 10 Bogots, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e:mai: info@sic.gov.co  Coenmutador: (571) SB70000 Fax: (571} 5870284 Linea: 018000-310165 Call Genter: {571} §513240
» Noviembre 15 de 2011 - 17:34:03




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS

SUPERINTENDENCTA PATENTE DE INVENCION PCT X MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL _

Y N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud:

21
51) Clasificacion Internacional: ~ C12N 13/00; 801D 3/00
71)Solicitante(s): SOLAZYME, INC.

72) Inventor{es).  DILLON, Harrison F.; ELEFANT, Dan; DAY, Anthony G.; FRANKLIN, Scott; WITTENBERG, Jon

{30} Prioridad {31)  No. Prioridad 32) Fecha {(33) Pais

61/181,252 26-06-200% us
(85) Fecha inicio fase nacional: 26-12-2011 (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 02-12-2010
Fecha de presentacion de la solicitud: 26-05-2010 N°® publicacidn: WO02010/138620

No. de solicitud: PCT/US2010/036238

(54) Titulo: FRACCIONAMIENTO DE LA BIOMASA MICROBIANA QUE CONTIENE ACEITE

I3



b
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO
. ) DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO i
SUPERINTENDENCIA PATENTEDEINVENCION __ PCT X MODELO DE UTILIDAD ___ DISERQ INDUSTRIAL ___
(21) N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud;

(51) Clasificacién Internacional: ~ C12N 13/00; B01D 3/00

(71)Solicitante(s) SOLAZYME, INC.

(72) Inventor(es): DILLON, Harrison F.; ELEFANT, Dan; DAY, Anthony G.; FRANKLIN, Scoft;
WITTENBERG, Jon

(74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ

(30) Prioridad (31)  No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
61/181,252 26-05-2009 us
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 26-12-2011 (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relalivos a [a presentacidn de la solic, PCT Fecha: 02-12-2010
Fecha de presentacién de la salicitud: 26-05-2010 No. Publicacion: W02010/138620
No. de solicitud: PCT/US2010/036238

{54) Titulo: FRACCIONAMIENTO DE LA BIOMASA MICROBIANA QUE CONTIENE ACEITE

{57) Resumen: La invencién se refiere generalmente a la produccion de composiciones de hidrocarburo, tafes como un lipido, en microorganismos.
En particular, la invencién proporciona métodos para la extraccion, recuperacion, aislamiento y obtencion de un lipido a partir de un microorganismo y
composiciones que comprenden el lipido. La invencidn describe, ademas, métedos para producir composiciones de hidrocarburo para usar como
biodiesel, diesel renovable, combustible de reactor, y otros maleriales.

CONTINUA AL RESPALDO ...




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUFERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N* de solatua: (57) nt.Ct:_ C12N 13/00; BO1D 3100

22) Fecha de solicitud: {71)Solicitante(s) SOLAZYME, INC.

{30) Prioridad (31 No. Prioridad (32) Fecha  (33) Pals | {72) Inventor(es) DILLON, Harrison F.; ELEFANT, Dan;
DAY, Anthony G.; FRANKLIN, Scott;

61/181,252 26-05-2009 us WITTENBERG, Jon i
{74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ
{85) Fecha limite inicio fase nacional:  26-12-2011 (87)  Publicacién internacional
(86)  Datos relativos ala presentacion de la solicitud PCT Fecha: 02-12-2010
Fecha de presentacién de la solicitud: ~ 26-05-2010 N°® publicacidn: WG02010/138620

No,de  PCT/US2010/036238
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FRACTIONATION OF OIL-BEARING MICROBIAL BIOMASS

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

[0001} This application claims the benefit under 35 U.S.C. 119(e) of US Provisional
Application No. 61/181,252, filed May 26, 2009, which is incorporated herein by reference in

its entirety for all purposes.
REFERENCE TO A SEQUENCE LISTING
[0002] This application includes a Sequence Listing, appended hereto as pages 1-45.
FIELD OF THE INVENTION

[0003] The invention generally relates to the production of oil compositions, such as a
lipid, in microorganisms. In particular, the invention provides methods for extracting,
recovering, isolating and obtaining a lipid from a microorganism and compositions
comprising the lipid. The invention also discloses methods for producing hydrocarbon or
lipid compositions for production of biodiesel, renewable diesel, jet fuel, and lipid surfactants

having various carbon chain lengths, including C8, C10, C12 and C14.
BACKGROUND OF THE INVENTION

[0004] Fossil fuel is a general term for buried combustible geologic deposits of organic
materials, formed from decayed plants and animals that have been converted to crude oil,

coal, natural gas, or heavy oils by exposure to heat and pressure in the earth’s crust over

hundreds of millions of years.

[0005] Fossil fuels are a finite, non-renewable resource. With global modernization in the
20th and 21st centuries, the thirst for energy from fossil fuels, especially gasoline derived
from oil, is one of the causes of major regional and global conflicts. Increased demand for
energy by the global economy has also placed increasing pressure on the cost of
hydrocarbons. Aside from energy, many industries, including plastics and chemical
manufacturers, rely heavily on the availability of hydrocarbons as a feedstock for their
manufacturing processes. Alternatives to current sources of supply could help mitigate the

upward pressure on these raw material costs.
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[0006] Lipids for use in biofuels can be produced in microorganisms, such as algae, fungi,
and bacteria. Typically, manufacturing a lipid in a microorganism involves growing
microorganisms, such as aigae, fungi, or bacteria, which are capable of producing a desired
lipid in a fermentor or bioreactor, isolating the microbial biomass, drying it, and extracting

the intracellular lipids.

[0007)  There is a need for a process for extracting lipids from microorganism which solves
the above problems of low efficiency and high cost of lipid extraction from microorganism.

The present invention provides a solution to these prior art problems.
BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

[0008] In one aspect, the present invention is directed to a method of extracting a lipid from
a microorganism. In one embodiment, the method comprises lysing a cultured
microorganism that has not been subjected to a drying step between culturing and Iysing, and
which contains a lipid, to produce a lysate, treating the lysate with an organic solvent for a
period of time sufficient to allow the lipid from the microorganism to become solubilized in
the organic solvent, and separating the lysate into layers comprising a lipid:organic solvent

layer and an aqueous layer, whereby the lipid is extracted from the microorganism.

[0009] In another aspect, the present invention is directed to a composition comprising a

+ lipid isolated from a microorganism, and an oil obtained from a source other than the .
microorganism. In some cases, the ratio of the lipid to the oil is between 1 and 100. In other
cases, the ratio of the lipid to the oil is between 1 and 10. In some embodiments, the lipid

comprises at least 50% of a C18:1 lipid, or at least 10% of a C12 and C14 lipid combined.

[0010] In another aspect, the present invention is directed to a method of producing
biodiesel. In one embodiment, the method comprises lysing a lipid-containing
microorganism to produce a lysate, treating the lysate with an organic solvent for a period of
time sufficient to allow the lipid from the microorganism to become solubilized in the 6rganic
solvent, separating the lysate into a lipid:organic solvent composition and an aqueous
composition and, optionally, an emulsified composition and/or cel] pellet composition,
removing the lipid:organic solvent composition from the aqueous composition, emulsion
composition, or cell pellet composition, and transesterifying the lipid:organic solvent
composition to produce biodiesel. In some cases, the biodiesel meets or exceeds the ASTM
D6751 biodiesel standard and/or the EN 14214 biodiesel standard. In one embodiment, the

microorganism is not subjected to a drying step.
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[0011] In some embodiments of the biodiesel production method at least 20% w/v of total
lipid from the microorganism js C18:1. In one embodiment, the layers further comprise a
lipid:aqueous emulsion layer and/or a cell pellet. Transesterification of the lipid:organic

solvent can be performed without substantially separating the lipid from the organic solvent.

[0012] In still another aspect, the present invention is directed to a method of producing
renewable diesel. In one embodiment, the method comprises lysing a lipid-containing
nucroorganism to produce a lysate, treating the lysate with an organic solvent for a period of
time sufficient to allow the lipid from the microorganism to become solubilized in the organic
solvent, separating the lysate into a lipid:organic solvent composition and an aqueous
composition and, optionally, an emulsified composition and/or cell pellet composition,
removing the lipid:organic solvent composition from the aqueous composition, emulsion
composition, or cell pellet composition, and treating the lipid:organic solvent compaosition to
produce a straight chain alkane renewable diesel product. In some cases, the renewable disel
meets or exceeds the ASTM D 975 standard.

[0013] In various embodiments of the renewable diesel production method, the
microorganism has not been subjected to a drying step. In some cases, treating the
lipid:organic solvent composition is performed without substantially separating the lipid from
the organic solvent. In some embodiments, treating the lipid:organic solvent composition

comprises hydrotreating, hydroprocessing, or indirect liquefaction.

[0014] In another aspect, the present invention is directed to a method of producing a jet
fuel. In one embodiment, the method comprises lysing a lipid-containing microorganism to
produce a lysate, treating the lysate with an organic solvent for a period of time sufficient to
allow the lipid from the microorganism to become solubilized in the organic solvent,
separating the lysate into a lipid:organic solvent composition and an aqueous composition
and, optionally, an emulsified composition or cell pellet composition, removing the
lipid:organic solvent composition from the agueous composition, emulsion composition, or
cell pellet composition, treating the lipid:organic solvent composition to produce a straight

chain alkane, and cracking the straight chain alkane to produce the jet fuel product.

[0015] In vartous embodiments of the jet fuel production method, the microorganism has
not been subjected to a drying step. In some cases, treating the lipid:organic solvent
composition is performed without substantially separating the lipid from the organic solvent.

In some embodiments, treating the lipid:organic solvent composition s performed by flowing
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the lipid:organic solvent composition to a fluid catalytic cracking zone, and can further
comprise contacting the lipid:organic solvent composition with a catalyst at cracking
conditions. In one embodiment, treating the lipid:organic solvent composition is performed
by hydrodeoxygenating the lipid:organic solvent composition. In some cases, the method
further comprises subjecting the hydrodeoxygenated lipid:organic solvent composition to

1somerization,

[0016] In another aspect, the present invention is directed to a method of extracting lipid
from a microorganism by contacting a microorganism containing a lipid with an acid to
produce a lysate, separating the lysate into layers comprising an aqueous layer and a

lipid:aqueous emulsion layer, and extracting lipid from the emulsion layer.

[0017] In various embodiments of the method of extracting lipid from a microorganism, the
microorgansism is contacted with the acid to produce an acid concentration of 5-200 mN, and
contacting the microorganism can be performed above 25°C. In various embodiments, an
organic solvent is added to the microorganism or lysate before, simultaneously with, or after
contacting the microorganism with the acid. In some cases, the microorganism is contacted
with an acid at a pH of no more than 4, at a pH of no more than 3, or at a pH of no more than
2. In some embodiments, in addition to contacting the microorganism with the acid, one or
more additional methods of lysing the microorganism is also utilized. In some cases,
contacting the microorganism with the acid is performed at a temperature of 50-160 °C. In
other cases, the step of contacting the microorganism with the acid is performed at a
temperature of 20-65°C. In one embodiment, the lipid is extracted from the emulsion by
contacting the emulsion with an organic solvent, whereby the lipid partitions from the
emulsion into the organic solvent. In some cases, separation of the lysate is performed by
cooling the emulsion below 25°C, below 10°C, or to a temperature at or below 0°C, whereby
a lipid layer separates from the emulsion layer. In one embodiment, the method further
comprises centrifuging the emulsion after the cooling to separate the lipid layer. In some
cmbédiments, the method further comprises separating the emulsion from the aqueous layer
before separating the lipid from the emulsion. In one embodiment, the lipid is extracted from

the lipid:aqueous emulsion without use of an organic solvent.

[0018]1 In another aspect, the present invention is directed to a method of extracting lipid

from a microorganism by lysing a microorganism containing a lipid to produce a lysate
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comprising a lipid:aqueous emulsion, and cooling the emulsion below 25°C to separate the

lipid from the emuision.

[0019] In another aspect, the present invention is directed to a method of extracting lipid
from microbial biomass generated by culturing a microorganism that produces a lipid.
Extraction comprises lysing the microorganisms in the biomass to produce a lysate
comprising a lipid:aqueous emulsion. In some cases, separation of a lipid layer from the
emulsion comprises destabilizing the emulsion with the addition of a surfactant to the
emulsion. In some cases, the lysate can be treated with an organic solvent for a period of
time sufficient to allow the lipid from the microorganism to become solubilized in the organic
solvent, and the lysate can be sepearated into two or more layers, including a lipid:organic
solvent layer and at least one aqueous layer. In some cases, the method can further include
removing the lipid:organic solvent composition from the other layer(s). Optionally,
removing the lipid:organic solvent composition from the other layer(s) can be performed
without substantially separating the lipid from the organic solvent. In some cases, the method
can further include transesterifying the lipid:organic solvent composition to produce a fatty
actd alkyl ester, or treating the lipid:organic solvent composition to produce a strai ght chain

alkane. In the latter case, the method can further include cracking the straight chain alkane.

[0020] In another aspect, the present invention is directed to a composition of fatty acid
esters comprising esters derived from a microorganism, and esters derived from a
nonmicrobial oil. In some embodiments, no more than 20%, no more than 10%, or no more
than 6%, of the esters in the composition are derived from a nonmicrobial oil. Tn some cases,
the esters are selected from the group consisting of methyl, ethy! and alkyl esters. In some
embodiments, the cultured microorganism has not been separated from liquid medium used
to culture the microorganism, and/or is present at a ratio of less than 1:1 v/v of cultured

microorganism to extracellular liquid media.

[0021] In various embodiments of the method of extracting lipid from a microorganism, the
emulsion is cooled below 10°C, orto a temperature at or below 0°C. In one embodiment, the
method further comprises centrifuging the lysate to produce layers comprising the emulsion
and an ageous layer. In some cases, the method further comprises separating the emulsion
from the aqueous layer. In one embodiment, the lipid is extracted from the lipid:aqueous

emulsion without use of an organic solvent, In some cases, the method further comprises
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treating the lysate with an organic solvent for a period of time sufficient to allow the lipid

from the microorganism to become solubilized in the organic solvent.

[0022] Microorganisms useful in accordance with the present invention can be selected
from the group of microorganisms consisting of a bacterium, a cyanobacterium, a eukaryotic A
microalgae, an oleaginous yeast, and a fungus. In some cases, the microorganisms can be
selected from Tables 1, 2 or 3. Such microorganisms include microorganisms of the genus
Chlorella. Tn one embodiment, the microorganism is Chlorella protothecoides. In some
cases, the microorganisms of the present invention produce a lipid that comprises at least
10% wiv of total cellular lipid as C18 triacylglycerols, or at least 10% w/v of total cellular
lipid as C16 triacylglycerols. In some cases, the microorganisms produce a lipid that
comprises at least 10% w/v of total cellular lipid as C14 triacylglycerols, at least 10% w/v of
total cellular lipid as C12 triacylglycerols, or at least 10% w/v of total cellular lipid as C10
triacylglycerols. In some cases, the microorganisms of the present invention have at least
85% 23S rRNA genomic sequence identity to one or more sequences selected from the group
consisting of SEQ ID NQOs:7-33.

[0023] In some cases, the microorganism is of the genus Prototheca. In one embodiment,
the microorganism is Prototheca moriformis. In some cases, the microorganisms of the
present invention have at least 75% sequence identity to one or more sequences selected from

the group consisting of SEQ 1D NOs: 33, 34, 35, 16, 36, 17, 37, 38, 39, and 32.

[0024]) In various embodiments in accordance with the present invention, lysing the
cultured microorganisms is performed at an acidic pH, at a pH of no more than 5, at a pH of
no more than 4, at a pH of no more than 3, or at 2 pH of no more than 2. In some
embodiments, 1ysing the cultured microorganisms is performed at a2 pH of at least 9. In some
cases, lysing the cultured microorganism comprises one or more methods of lysing selected
from the list consisting of heating, sonication, mechanical lysis, osmotic shock, pressure
oscillation, expression of an autolysis gene, exposure to pH above 8, exposure to pH below 6,
and digestion with an enzyme. In some cases, lysing the microorganism comprises acidic
lysis and heating. In one embodiment, the microorganism is lysed by digestion with a
polysaccharide-degrading enzyme, which can be a polysaccharide-degrading enzyme from
Chlorella or a Clorella virus. In some cases, the microorganism is lysed by digestion with a
protease. In other cases, the microorganism is digested with a combination of at least one

protease and at least one polysaccharide-degrading enzyme. In some cases, the protease is
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aicalase and/or the polysaccharide-degrading enzyme is mannaway. In some cases, other
combinations of the foregoing are used, for example, contacting the biomass with a protease
and a polysaccharide-degrading enzymes in combination with heating the biomass to a

temperature of at least 30 degrees Celsius.

[0025] In various embodiments in accordance with the present invention, treating the lysate
comprises treating with more than about 5% v/v of an organic solvent to the lysate. In other
cases, the treating step comprises treating with more than about 6% v/v of an organic solvent
to the lysate, or with more than about 7% v/v of an organic solvent to the lysate. In still other
cases, the v/v of the organic solvent to the lysate is between greater than about 5% and
greater than about 25%. In one embodiment, treatment of the lysate can be facilitated by

agitating the lysate.

[0026] In embodiments of the present invention the organic solvent can comprise an oil.
The oil can be selected from the group consisting of oil from soy, rapeseed, canola, palm,
palm kernel, coconut, corn, waste vegetable, Chinese tallow, olive, sunflower, cotton seed,
chicken fat, beef tallow, porcine tallow, microalgae, macroalgae, Cuphea, flax, peanut,
choice white grease, lard, Camelina sariva, mustard seed cashew nut, oats, lupine, kenaf,
calendula, hemp, coffee, linseed, hazelnut, euphorbia, pumpkin seed, coriander, camellia, |
sesame, safflower, rice, tung oil tree, cocoa, copra, pium poppy, castor beans, pecan, jojoba,
jatropha, macadamia, Brazil nuts, avocado, a fossil oil, or a distillate fraction thereof. In
some cases the oil is s0y oil. In some cases the o1l is palm oil. In other cases the oil is
coconut oil. In still other cases the oil is canola oil. In yet other cases the oil is jatropha oil.
In one embodiment, the time sufficient to allow the lipid from the microorganism to become

solubilized in the organic solvent is between 0.1 and 30 minutes.

[0027] In various embodiments in accordance with the present invention, separating the
lysate comprises centrifugation of the treated lysate, whereby the lysate is separated into a
light layer comprising the lipid:organic solvent composition and a heavy layer comprising the
aqueous composition and, optionally, an emulsified composition and/or cell pellet
composition. In some cases, separating the lysate comprises settling of the trcaicd lysate,
whereby the lysate is separated into a light layer comprising the lipid:organic solvent
composition and a heavy layer comprising the aqueous composition and, optionally, an
emulsified composition and/or cell pellet composition. Separation of the iysate can include

reducing the temperature of the mixture below 25°C, below 10°C, or to a temperature at or

3
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below 0°C. In some aspects of the invention, the layers further comprise a lipid:aqueous

emulsion layer and/or a cell pellet.

[0028] In some cases, methods of the invention further comprise removing the lipid:organic
solvent composition from the other layer(s). In one embodiment, removal is performed

without substantiaily separating the lipid from the organic solvent.

[0029] In some methods of the invention, the microorganism is produced in a culturing
process and then optionally stored for a period of time between termination of the culturing
process and undertaking additional steps to lyse the microorganism. In some cases, lysing the
microorganisms in the biomass produces a lysate comprising a lipid:aqueous emulsion, In
some cases, the microorganism is stored for at least one hour between termination of the
culturing process and undertaking additional steps to lyse the cultured microorganism. In
some cases, the microorganism is stored for at least twenty-four hours between termination of
the cultoring process and undertaking additional steps to lyse the cultured microorganism. In
some cases, the microorganism is stored for at least forty-eight hours between termination of
the culturing process and undertaking additional steps to lyse the cultured microorganism. In
other cases, the fermentation broth is stored. In some cases, the fermentation broth is
concentrated, for example, by centrifugation or fiitration, and the cells are resuspended in an

aqueous media before storage. In some cases the aqueous media is deionized or distilled

water.

0030] In some embodiments of the present invention, microorganisms (biomass) prepared
in a culture process are optionally stored at a temperature below 15 degrees Celsius between
termination of the culturing process and undertaking additional steps to lyse the cultured
microorganism. In some cases, the biomass is stored at a temperature below 5 degrees
Celsius between termination of the culturing process and undertaking additional steps to lyse
the cultured microorganisms. In some cases, the microorganism is stored at a temperature
above 30 degrees Celsius between termination of the culturing process and undertaking
additional steps to lyse the cultured microorganism. In some cases, the microorganism is
stored at a temperature above 40 degrees Celsius betwcen termination of the culturing
process and undertaking additional steps to lyse the cultured microorganism. In some cases,

the microorganism is subjected to agitation during storage.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0031] Figure 1 depicts two lipid profiles for pure oils prepared according to the method of
the present invention. Fatty acids C10:1, C10, C12, C18:3, C14, C18:2, C166, C18:1, and

~ CI18:0 of pure Chlorella oil (light-shaded bars) and coconut oil (dark-shaded bars) are shown.
The majority of pure Chlorella oil comprises C18:1 fatty acids (59%), while the majority of

pure coconut oil comprises C12 fatty acids (54%). Details are described in Example 6.

[0032] Figure 2 depicts the ratio of C18:1 to C12 fatty acids and C18:1 to C14 fatty acids in

pure algal/coconut oil mixture, Details are described in Exampie 6.

[0033] Figure 3 depicts results of chemical/heat treatment of Chlorella protothecoides.

Details are described in Example 7.

[0034} Figure 4 depicts an image of oil layer recovered from a frozen, heat treated

emulsion. Details are described in Example 7 (Enzyme Treatment #1).

[0035] Figure 5 depicts a result of a thin layer chromatography (TLC) analysis of control,
basic, and acid generated oil samples. Lane 1, Reference @ 100 pgfeach
(FAME/TAG/FFAY); Lane 2, No chemical treatment; Lane 3, treatment with 120 mN H2S04;
Lane 4, treatment with 160 mN KOH; Lane 5, no chemical treatment; Lane 6, treatment with
120 mN H2S04; Lane 7, treatment with 160mN KOH. FAME, fatty acid methyl ester; TAG,
triacylglycerides; FFA, free fatty acid; DAG, diacylglycerol (1,3 — diolein); MAG,

monoacylglycerol (1-monoolein) Details are described in Example 7.

[0036] Figure 6 depicts an image of layers recovered from enzyme treated (left tube) versus
untreated (right tube) cell culture material. Details are described in Example 7 (Enzyme

Treatment #2).

[0037] Figure 7 shows maps of the cassettes used in Prototheca transformations, as

described in Example 9.

[0038] Figure 8 shows the results of Southern blot analysis on three transformants of
UTEX strain 1435, as described in Example 9.

[0039] Figure 9 shows a schematic of the codon optimized and non-codon optimized suc2
(yeast sucrose invertase (yInv)) transgene construct. The relevant restriction cloning sites are

indicated and arrows indicate the direction of transcription.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

L DEFINITIONS

[0040] Unlcss defined otherwise, all technical and scientific terms used herein have the
meaning commonly understood by a person skilled in the art to which this invention belongs.
The following references provide one of skill with a general definition of many of the terms
used in this invention: Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology
(2nd ed. 1994); The Cambridge Dictionary of Science and Technology (Walker ed., 1988);
The Glossary of Genetics, 5th Ed., R. Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991); and Hale &
Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). As used herein, the following

terms have the meanings ascribed to them unless specified otherwise.

[0041] As used with reference to a nucleic acid, the phrase “active in microalgae” refers to
a nucleic acid that is fanctional in microalgae. For example, a promoter that has been used to
drive an antibiotic resistance gene to impart antibiotic resistance to a transgenic microalgae is
active in microalgae. Examples of promoters active in microalgae are promoters endogenous

to certain algae species and promoters found in plant viruses.

[0042] As used herein, an "acyl carrier protein” or "ACP" is a protein which binds a
growing acyl chain during fatty acid synthesis as a thiol ester at the distal thiol of the 4'-

phosphopantetheine moiety and comprises a component. of the fatty acid synthase complex.

[0043] An "acyl-CoA molecule” or "acyl-CoA" is a molecule comprising an acyl moiety
covalently attached to coenzyme A through a thiol ester linkage at the distal thiol of the 4'-

phosphopantetheine moiety of coenzyme A.

[0044] As used herein, the term “alkyl” refers to a straight or branched chain hydrocarbon
radical, and can include di- and multivalent radicals, having the number of carbon atoms
designated (i.e. C1-C10 means one to ten carbons). Exampies of saturated hydrocarbon
radicals include groups such as methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl, t-butyl, isobutyl,
scc-butyl, homologs and isomers of, for example, n-pentyl, n-hexyl, n-heptyl, n-octyl, and the
like.

[0045] As used herein, the term “alkenyl” refers to an unsaturated alkyl group one having
one or more double bonds. Examples of alkenyl groups include vinyl, 2-propenyl, crotyl, 2-
isopentenyl, 2-(butadienyl), 2,4-pentadienyl and 3-(1,4-pentadienyl), and the higher

homologs and isomers.

10
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[0046] As used herein, the term “alkynyl” refers to an unsaturated alkyl group one having
one or more triple bonds. Examples of alkynyl groups include ethynyl (acetylenyl), 1-
propynyl, 1- and 2-butynyl, and the higher homologs and isomers.

[0047])  As used herein, the phrase “aqueous or emulsified composition” refers to microbial

biomass that contains lipid.

[0048] As used herein, the phrase “area percent” refers to the area of peaks observed using
FAME GC/FID detection methods in which every fatty acid in the sample is converted into a
fatty acid methyl ester (FAME) prior to detection. For examples, a separate peak is observed
for a fatty acid of 14 carbon atoms with no unsaturation (C14:0) compared to any other fatty
acid such as a Cl4:1. The peak area for each class of FAME is directly proportional to its
percent composition in the mixture and is calculated based on the sum of all peaks present in
the sample (i.e., [area under specific peak/total area of all measured peaks] x 100). When
referring to lipid profiles of oils and cells of the invention, “at least 4% C8-C14,” for
example, means that at least 4% of the total fatty acids in the cell or in the extracted

glycerolipid composition have a chain length that includes 8, 10, 12, or 14 carbon atoms.

[0049] As used herein, the term “ary!” refers to a polyunsaturated, aromatic, hydrocarbon
substituent having 5-12 ring members, which can be a single ring or multiple rings (up to
three rings) which are fused together or linked covalently. Non-limiting examples of aryl
groups include phenyl, 1-naphthyl, 2-naphthyl, 4-biphenyl, and benzyl. Other aryl groups are

also useful in the present invention.

[0050] As used hcrein, the term "axenic” refers to a culture of an organism that is free from

contamination by other living organisms.

[0051] As used herein, the term "base” refers to any compound whose pKa is greater than

that of water.

[0052] As used herein, the term “biodiesel” refers to a fatty acid ester produced from

transesterification of a lipid.

[0053] As used herein, the term “biomass™ refers to material produced by growth and/or
propagation of cells. Biomass may contain cells and/or intracellular contents as well as
extracellular material. Extracellular material includes, but is not limited to, compounds

secreted by a cell.
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[0054] As used herein, the term "bioreactor” refers to an enclesure or partial enclosure in

which cells, e.g., microorganisms, are cultured, optionally in suspension.

[0055} As used herein, the term “catalyst” refers (0 an agent, such as a molecule or
macromolecular complex, capable of facilitating or promoting a chemical reaction of a
reactant to a product without becoming a part of the product., A catalyst thus increases the
rate of a reaction, after which, the catalyst may act on another reactant to form the product. A
catalyst generally lowers the overal! activation energy required for the reaction such that it
proceeds more quickly or at a lower temperature. Thus a reaction equilibrium may be more
quickly attained. Examples of catalysts include enzymes, which are biological catalysts, and

heat, which is a non-biological catalyst.

[0056] As used herein, the term “cellulosic material” means the products of digestion of
cellulose, such as glucose, xylose, arabinose, disaccharides, oligosaccharides, lignin,

furfurals, and other molecules.

[0057] As used herein, the term “co-culture” and variants thereof, such as “co-cultivate,”
refer to the presence of two or more types of cells in the same bioreactor. The (wo or more
types of cells may both be microorganisms, such as microaigae, or may be a microalgal cell
cultured with a different cell type. The culture conditions may be those that foster growth
and/or propagation of the two or more cell types or those that facilitate growth and/or
proliferation of one, or a subset, of the two or more cells while maintaining cellular growth

for the remainder.,

[0058] As used herein, the term “cofactor” refers to any molecule, other than the substrate,

that is required for an enzyme to carry ont its enzymatic activity.

[0059] A “constitutive” promoter is a promoter that is active under most environmental and

developmental conditions.

{0060] As used herein, the term *“cultivated” and variants thereof, refer to the intentional
fostering of growth (increases in cell size, cellular contents, and/or cellular activity) and/or
propagation (increases in cell numbers via mitosis) of one or more cells by use of intended
culture conditions. The combination of both growth and propagation may be termed
proliferation. The one or more cells may be those of a microorganism, such as microalgae.
Examples of intended conditions inciude the use of a defined medium (with known

characteristics such as pH, ionic strength, and carbon source), specified temperature, oxygen

12



29

WO 2010/138620 PCT/US2010/036238

tension, carbon dioxide levels, and growth in a bioreacior. The term does not refer to the
growth or propagation of microorganisms in nature or otherwise without direct human
intervention, such as natural growth of an organism that ultimately becomes fossilized to

produce geological crude oil.

[0061] As used herein, the term “cycloalkyl” refers to a saturated cyclic hydrocarbon
having 3 to 15 carbons, and 1 to 3 rings that can be fused or linked covalently. Cycloalkyl
groups useful in the present invention include, but are not limited to, cyclopentyl, cyclohexyl,
cycloheptyl and cyclooctyl. Bicycloalkyl groups useful in the present invention include, but
are not limited to, [3.3.0]bicyclooctanyl, [2.2.2]bicyclooctanyl, [4.3.0]bicyclononane,
[4.4.0]bicyclodecane (decalin), spiro[3.4]octanyl, spiro[2.5)octanyl, and so forth.

[0062] As used herein, the term “cycloalkenyl” refers to an unsaturated cyclic hydrocarbon
having 3 to 15 carbons, and 1 to 3 rings that can be fused or linked covalently. Cycloalkenyl
groups useful in the present invention include, but are not limited to, cyclopentenyl,
cyclohexenyl, cycloheptenyl and cyclooctenyl. Bicycloalkenyl groups are also useful in the

present invention.

[0063] As used herein, the term "cytolysis” refers to the lysis of cells in a hypotonic
environment. Cytolysis is caused by excessive osmosis, or movement of water, towards the
inside of a cell (hyperhydration). The cell membrane cannot withstand the osmotic pressure

of the water inside, and so it explodes.

{0064) As used herein, the term “exogenous gene” refers to a nucleic acid transformed into
acell. A transformed cell may be referred to as a recombinant cell, into which additional
exogenous gene(s) may be introduced. The exogenous gene may be from a different species
(and so heterclogous), or from the same species (and so homologous) relative to the cell
being transformed. In the case of a homologons gene, it occupies a different location in the
genome of the cell relative to the endogenous copy of the gene. The exogenous gene may be
present in more than one copy in the cell. The exogenous gene may be maintained in a cell as

an insertion into the genome or as an episomal molecule.

[0065] As used herein, the term "exogenously provided” in the context of culturing a cell,

refers to a molecule provided to a culture media of a cell culture.

0066] As used herein, the terms “expression vector” or "expression construct” refer to a
p p

nucleic acid construct, generated recombinantly or synthetically, with a series of specified
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nucleic acid elements that permit transcription of a particular nucleic acid in a host cell. The
expression vector can be part of a plasmid, virus, or nucleic acid fragment. Typically, the

expression vector includes a nucleic acid to be transcribed operably linked to a promoter.

[0067] As used herein, a "fatty acyl-ACP thioesterase” is an enzyme that catalyzes the

cleavage of a fatty acid from an acyl carrier protein (ACP) during lipid synthesis.

[0068] As used herein, a "fatty acyl-CoA/aldehyde reductase” is an enzyme that catalyzes

the reduction of an acyl-CoA molecule to a primary alcohol.

[0069] As used herein, a "fatty acyl-CoA reductase” is an enzyme that catalyzes the

reduction of an acyl-CoA molecule to an aldehyde.

. [0070] As used herein, a "fatty aldehyde decarbonylase" is an enzyme that catalyzes the

conversion of a fatty aldehyde to an alkane.

[0071] As used herein, a "fatty aldehyde reductase” is an enzyme that catalyzes the

reduction of an aldehyde to a primary alcohol.

[0072] Asused herein, the term “fixed carbon source” means molecule(s) containing

carbon, preferably organic, that are present at ambient temperature and pressure in solid or

liquid form.

[00731 As used herein, the term "fungus," means heterotrophic organisms characterized by

a chitinous cell wall from the kingdom of fungi.

[0074] As used herein, the term “heteroaryl™ refers to a polyunsaturated, aromatic,
hydrocarbon substituent having 5-12 ring members, which can be a single ring or multiple
rings (up to three rings) which are fused together or linked covalently, and which has at least
one heteroatom in the ring, such as N, O, or S. A heteroaryl group can be attached to the
remainder of the molecule through a heteroatom. Non-limiting examples of heteroaryl
groups include 1-pyrrolyl, 2-pyrrolyl, 3-pyrrolyl, 3-pyrazolyi, 2-imidazolyl, 4-imidazolyl,
pyrazinyl, 2-oxazolyl, 4-oxazolyl, 2-phenyl!-4-oxazolyl, 5-oxazolyl, 3-isoxazolyl, 4-
isoxazolyl, 5-isoxazolyl, 2-thiazolyl, 4-thiazolyl, 5-thiazolyl, 2-furyl, 3-furyl, 2-thienyl, 3-
thienyl, 2-pyridyl, 3-pyridyl, 4-pyridyl, 2-pyrimidyl, 4-pyrimidyl, 5-benzothiazolyl, purinyl,
2-benzimidazolyl, 5-indolyl, 1-isoquinolyl, S5-isoquinolyl, 2-quinoxalinyl, 5-quinoxalinyl, 3-

quinolyl, and 6-quinolyl. Additional heteroaryl groups useful in the present invention include
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pyridyl N-oxide, tetrazolyl, benzofuranyl, benzothienyl, indazolyl, or any of the radicals

substituted, especially mono- or di-substituted.

[0075] As used herein, the term "heteroatom” means any atom that is not carbon or
hydrogen. Examples of heteroatoms include magnesium, calcium, potassium, sodium, suifur,

phosphorus, iron and copper.

[0076] As used herein, the term “heterocycloalkyl” refers to a saturated cyclic hydrocarbon
having 3 to 15 ring members, and 1 to 3 rings that can be fused or linked covalently, and
which has at least one heteroatom in the ring, such as N, O, or S. Additionally, a heteroatom
can occupy the position at which the heterocycle is attached to the remainder of the molecuie.
Examples of heterocycloalkyl include 1 (1,2,5,6-tetrahydropyridyl), 1-piperidinyl, 2-
piperidinyl, 3-piperidiny!, 4-morpholiny!, 3-morpholinyl, tetrahydrofuran-2-yl,
tetrahydrofuran-3-yl, tetrahydrothien-2-yl, tetrahydrothien-3-yl, 1 -piperazinyl, 2-piperazinyl,
and the like.

[0077] As used herein, in the context of biomass, the term "homogenate™ means biomass

that has been physically disrupted.

[0078] As used herein, “hydrocarbon™ refers to: (a) a molecule containing only hydrogen
and carbon atoms wherein the carbon atoms are covalently linked to form a linear, branched,
cyclic, or partially cyclic backbone to which the hydrogen atomns are attached; or (b) a
molecule that only primarily contains hydrogen and carbon atoms and that can be converted
to contain only hydrogen and carbon atoms by one to four chemical reactions. Nonlimiting
examples of the latter include hydrocarbons containing an oxygen atom between one carbon
and one hydrogen atom to form an alcohol molecule, as well as aldehydes containing a single
oxygen atom. Methods for the reduction of alcohols to hydrocarbons containing only carbon
and hydrogen atoms are well known. Another example of a hydrocarbon is an ester, in which
an organic group replaces a hydrogen atom (or more than one) in an oxygen acid. The
molecular structure of hydrocarbon compounds varies from the simplest, in the form of
methane (CH4), which is a constituent of natural gas, to the very heavy and very complex,
such as some molecules such as asphaltenes found in crude oil, petroleum, and bitumens.
Hydrocarbons may be in gaseous, liquid, or solid form, or any combination of these forms,
and may have one or more double or triple bonds between adjacent carbon atoms in the

backbone. Accordingly, the term includes linear, branched, cyclic, or partially cyclic alkanes,
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alkenes, lipids, and paraffin. Examples include propane, butane, pentane, hexane, octane,

squalene and carotenoids.

[0079] As used herein, the term "hydrocarbon modification enzyme” refers to an enzyme
that alters the covalent structure of a hydrocarbon. Examples of hydrocarbon modification
enzymes include a lipase, a fatty acyl-ACP thioesterase, a fatty acyl-CoA/aldehyde reductase,
a fatty acyl-CoA reductase, a fatty aldehyde reductase, and a fatty aldehyde decarbonylase.

[0080] As used herein, the term “hydrogen:carbon ratio” refers to the ratio of hydrogen
atoms to carbon atoms in a molecule on an atom-to-atom basis. The ratio may be used to
refer to the number of carbon and hydrogen atoms in a hydrocarbon molecule. For example,

the hydrocarbon with the highest ratio is methane CHjy (4:1).

[0081] As used herein, the term “hydrophobic fraction” refers to a portion, or fraction, of a
material that is more soluble in a hydrophobic phase in comparison to an aqueous phase. A

hydrophobic fraction is substantially insoluble in water and usually non-polar.

[0082] As used herein, the phrase “increase lipid yield” refers to an increase in the
productivity of a microbial culture by, for example, increasing dry weight of cells per liter of
culture, increasing the percentage of cells that constitute lipid, or increasing the overall

amount of lipid per liter of culture volome per unit time.

[0083] An “inducible promoter” is one that mediates transcription of an operably linked

gene in response to a particular stimulus.

[0084] As used herein, the term “in situ” means “in place” or “in its original position." For
example, a culture may contain a first microalgae sécreting a catalyst and a second
microorganism secreting a substrate, wherein the first and second cell types produce the
components necessary for a particular chemical reaction to oceur in situ in the co-culture

without requiring further separation or processing of the materials.

[0085] As used herein, the term “isomers” refers to compounds of the present invention
that possess asymnetric carbon atoms (optical centers) or double bonds., The racemates,
diastereomers, geometric isomers and individual isomers are all intended to be encompassed

within the scope of the present invention.

[0086] Asused herein, the phrase “limiting concentration of a nutrient” refers to a

concentration in a culture that limits the propagation of a cultured organism. A *non-limiting
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concentration of a nutrient” is a concentration that supports maximal propagation during a
given culture period. Thus, the number of cells produced during a given culture period is
lower in the presence of a limiting concentration of a nutrient than when the nutrient is non-
limiting. A nutrient is said to be “in excess™ in a culture, when the nutrient is present at a

concentration greater than that which supports maximal propagation.

[0087] As used berein, a “lipase™ is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of ester bonds

in water-insoluble, lipid substrates. Lipases catalyze the hydrolysis of lipids into glycerols

and fatty acids.

[0088] “Lipids” are a class of molecules that are soluble in nonpolar solvents (such as ether
and chloroform) and are relatively or completely insoluble in water. Lipid molecules have
these properties because they consist largely of long hydrocarbon tails that are hydrophobic
in nature. Examples of lipids include fatty acids (saturated and unsaturated); glycerides or
glycerolipids (such as monoglycerides, diglycerides, triglyceries or neutral fats and
phosophoglycerides or glycerophospholipids); nonglycerides (sphingolipids, sterol lipids
including cholesterol and steroid hormones, prenol lipids including terpenoids, fatty alcohols,
waxes and polyketides); and complex lipid derivatives (sugar-linked lipids, or glycolipids,

and protein-linked lipids). “Fats” are a subgroup of lipids called “triacylglycerides”.

[0089] As used herein, the phrase “lipid:organic solvent composition™ refers to a mixture of

lipid and organic solvent.

[0090] As used herein, a “lipid pathway enzyme” is any enzyme that plays a role in lipid
metabolism, i.e., either lipid synthesis, modification, or degradation. This term encompasses

proteins that chemically modify lipids, as well as carrier proteins.

[0091] As used herein, the term “lysate” refers to a solution containing the contents of

lysed cells.

[0092] As used herein, the term “lysis” refers to the breakage of the plasma membrane and
optionally the cell wall of a biological organism sufficient to release at least some

intracellular content, often by mechanical, viral or osmotic mechanisms that compromise its

integrity.

[0093] As used herein, the term “lysing” refers to disrupting the cellular membrane and
optionally the cell wall of a biological organism or cell sufficient to release at least some

intracellular content.
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[0094] As used herein, the term “microal gae” means a microbial organism that is either (a)
eukaryotic and contains a chloroplast or chloroplast remnant, or (b) is a cyanobacteria.
Microalgae include obligate photoautotrophs, which cannot metabolize a fixed carbon source
as energy, as well as heterotrophs, which can live solely off of a fixed carbon source.
Microalgae can refer to unicellular organisms that separate from sister cells shortly after cell
division, such as Chlamydomonas, and can also refer to microbes such as, for example,
Volvox, which is a simple muiticellular photosynthetic microbe of two distinet cell types.
“Microalgae” can also refer to cells such as Chlorella and Dunaliella. “Microalgae” also
includes other microbial photosynthetic organisms that exhibit cell-cell adhesion, such as
Agmenellum, Anabaena, and Pyrobotrys, as well as organisms that contain chloroplast-like
structures that are no longer capable of performing photosynthesis, such as microalgae of the
genus Prototheca and some dinoflagellates. Microalgae” also includes obligate heterotrophic
micoorganisms that have lost the ability to perform photosynthesis, such as certain

dinoflagellate species.

[0095] The terms “microorganism” and “microbe” are used interchangeably herein to refer

to microscopic vnicellular organisms.

[0096] As used herein, the term "oil” means a hydrophobic, lipophilic, nonpolar carbon-
containing substance including but not limited to geologically-derived crude oil, distillate

fractions of geologically-derived crude oil, vegetable oil, algal oil, and microbial lipids.

[0097] As used hercin, the term "oleaginous yeast," means yeast that can accumulate more
than 10% of its dry cell weight as lipid. Oleaginous yeast includes organisms such as
Yarrowia lipolytica, as well as engineered strains of yeast such as Saccharomyces cerevisiae

that have been engineered to accumulate more than 10% of the dry cell weight as lipid.

[0098] As used herein, the terms "operably linked," “in operable linkage,” or grammatical
equivalents thereof refer to a functional linkage between two sequences, such a control
sequence (typically a promoter) and the linked sequence. A promoter is in operable linkage

with an exogenous gene if it can mediate transcription of the gene.

[0099] As used herein, the term “organic solvent” refers to a carbon-containing material

that dissolves a solid, liquid, or gaseous solute, resulting in a solution.
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[0100] As used herein, the term “osmotic shock” refers to the rupture of bacterial, algal, or
other cells in a solution following a sudden reduction in osmotic pressure. Osmotic shock is

sometimes induced to release cellular components of such cells into a solution.

[0101] As used herein, the term "photobioreactor” refers to a container, at least part of

which is at least partially transparent or partially open, thereby allowing light to pass through,
in which, e.g., one or more microalgae cells are cultured. Photobioreactors may be closed, as
in the instance of a polyethylene bag or Erlenmeyer flask, or may be open to the environment,

as in the instance of an outdoor pond.

[0102] As used herein, the term “polysaccharide™ (afso called “glycan”) refers to
carbohydrate made up of monosaccharides joined together by glycosidic linkages. Cellulose
is an example of a polysaccharide that makes up certain plant cell walls. Cellulose can be
depolymerized by enzymes to yield monosaccharides such as xylose and glucose, as well as

larger disaccharides and oligosaccharides.

[0103] As used herein, the term “polysaccharide-degrading enzyme” refers to any enzyme
capable of catalyzing the hydrolysis, or depolymerization, of any polysaccharide. For

example, cellulase catalyzes the hydrolysis of cellulose.

[0104] As used herein, the term "port,” in the context of a bioreactor, refers to an opening
in the bioreactor that allows influx or efflux of materials such as gases, liquids, and cells.

Ports are usually connected to tubing leading from the photobioreactor.

[0105] A “promoter” is defined as an array of nucleic acid control sequences that direct
transcription of a nucleic acid. As used herein, a promoter includes necessary nucleic acid
sequences near the start site of transcription, such as, in the case of a polymerase II type
promoter, a TATA element. A promoter also optionally includes distal enhancer or repressor
elements, which can be located as much as several thousand base pairs from the start site of

transcription.

[0106]) As used herein, the term “recombinant” when used with reference, e.g., to a cell, or
nucleic acid, protein, or vector, indicates that the cell, nucleic acid, protein or vector, has
been modified by the introduction of a heterologous nucleic acid or protein or the alteration
of a native nucleic acid or protein, or that the cell is derived from a cell so modified. Thus,
e.g., recombinant cells express genes that are not found within the native (non-recornbinant)

form of the cell or express native genes that are otherwise abnormally expressed, under

19



34

WO 2010/138620 PCT/US2010/036238

expressed or not expressed at all. By the term “recombinant nucleic acid” herein is meant
nucleic acid, originally formed in vitro, in general, by the manipulation of nucleic acid, e.g.,
using polymerases and endonucieases, in a form not normally found in nature. In this
manner, operably linkage of different sequences is achieved. Thus an isolated nucleic acid,
in a linear form, or an expression vector formed in vitro by ligating DNA molecules that are
not normally joined, are both considered recombinant for the purposes of this invention. It is
understood that once a recombinant nucleic acid is made and reintroduced into a host cell or
organism, it will replicate non-recombinantly, i.., using the in vivo cellular machinery of the
host cell rather than in vitro manipulations; however, such nucleic acids, once produced
recombinantly, although subsequently replicated non-recombinantly, are still considered
recombinant for the purposes of the invention. Similarly, a “recombinant protein” is a protein
made using recombinant techniques, i.e., through the expression of a recombinant nucleic

acid as depicted above.

[0107]  As used herein, the term “renewable diesel” refers to a mixture of alkanes (such as
C10:0, C12:0, C14:0, C16:0 and C18:0) produced through hydrogenation and deoxygenation
of lipids. Renewable diesel also includes dicsel fuel derived from biomass as defined in

Section 45K(c)(3), using the process of thermal depolymerization (EPAct 2005).

[0108]  As used herein, the term “sonication” refers to a process of disrupting biologic

materials, such as a cell, by use of sound wave energy.

[0109] As used herein, the term "wastewater” refers to a watery waste which typically
contains washing water, laundry waste, faeces, urine, and other liquid or semi-liquid wastes.

It includes some forms of municipal waste as well as secondarily treated sewage.

I1. GENERAL

[0110] U.S. Patent application Nos: 60/941,581; 60/959,174; 60/968,291; and 61/024,069

are hereby incorporated by reference in their entirety for all purposes.

[0111] The invention generally relates to the production of hydrocarbon compositions, such
as a lipid, in microorganisms. In particular, the invention provides methods for extracting,
recovering, isolating and obtaining a lipid from a microorganism and compositions
comprising the lipid. The invention also discloses methods for producing hydrocarbon
compositions for use as biodiesel, renewable diesel, jet fuel, and for producing a lipid

surfactant having a carbon chain length of C12 and C14.
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[0112] The invention is premised in part on the insight that certain microorganisms can be
used to produce hydrocarbon compositions economically and in large quantities for use in the
transportation fuel and petrochemical industry among other applications. Suitable
microorganisms include microalgae, oleaginous yeast, and fungi. A preferred genus of
microalgae for use in the invention is the lipid-producing microalgae Chlorella. Acidic
transesterification of lipids yields long-chain fatty acid esters useful as biodiesel. Other
enzymatic processes can be tailored to yield fatty acids, aldehydes, alcohols, and alkanes.
The present application describes methods for genetic modification of multiple species and
strains of microorganisms, including Chlorella and similar microbes to provide organisms
having characteristics that facilitate the production of lipids suitable for conversion into
biodiesel or other hydrocarbon compounds. The present application also describes methods

of cultivating microatgae for increased productivity and increased lipid yield.

[0113] Microorganisms useful in the invention produce lipids or hydrocarbons suitable for
biodiesel production or as feedstock for industrial applications. Suitable hydrocarbons for
biodiesel production include triacylglycerides (TAGs) containing long-chain fatty acid
molecules. Suitable hydrocarbons for industrial applications, such as surfactant
manufacturing, include fatty acids, aldehydes, alcohols, and alkanes. In some embodiments,
suitable fatty acids, or the corresponding primary alcohols, aldehydes, or alkanes, generated
by the methods described herein, contain at least 8, at least 9, at least 10, at least 11, at least
12, at least 13, at least 14, at least 15, at least16, at least 17, at least 18, at least 19, at least 20,
at least 21, at least 22, at least 23, at least 24, at least 25, at least 26, at least 27, at least 28, at
least 29, at least 30, at least 31, at least 32, at least 33, at least 34 , or at least 35 carbon atoms
or more. Preferred long-chain fatty acids for biodiesel generally contain at least14 carbon

atoms or more.

[0114] Preferred fatty acids, or the corresponding primary alcohols, aldehydes, and alkanes,
for industrial applications contain at least 8 carbon atoms or more. In certain embodiments,
the above fatty acids, as well as the other corresponding hydrocarbon molecules, are saturated
(with no carbon-carbon double or triple bonds); mono unsaturated (single double bond); poly
unsaturated (two or more double bonds); are linear (not cyclic); and/or have little or no

branching in their structures.

[0115] Triacylglycerols containing carbon chain lengths in the C8 to C22 range are

preferred. Preferred for surfactants are C10-C14. Preferred for biodiesel or renewable diesel
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are C16 to C18. Preferred for jet fuel are C8-C10. Preferred for nutrition are C22

polyunsaturated fatty acids (such as DHA) and carotenoids (such as astaxanthin).
III. MICROORGANISMS USEFUL FOR PRODUCING LIPIDS

(0116] Any species of organism that produces suitable lipid or hydrocarbon can be used,
although microorganisms that naturally produce high levels of suitable lipid or hydrocarbon
are preferred. Production of hydrocarbons by microorganisms is reviewed by Metzger et al.
Appl Microbiol Biotechnol (2005) 66: 486496 and A Look Back at the U.S. Department of
Energy’s Aquatic Species Program: Biodiesel from Algae, NREL/TP-580-24190, John
Sheehan, Terrt Dunahay, John Benemann and Paul Roessler (1998).

[0117] Considerations affecting the selection of a microorganism for use in the invention
include, in addition to prodtlétion of suitahle hydrocarbons for biodiese! or for industrial
applications: (1) high lipid content as a percentage of cell weight; (2) ease of growth; (3)
ease of genetic engineering; and (3) ease of processing. In particular embodiments, the wild-
type or genetically engineered microorganism yields cells that are at least: about 40%, about
459%, about 50%, about 55%, about 60%, about 65%, or about 70% or more lipid. Preferrcd
organisms grow heterotrophically (on sugar in the absence of light) or can be engineered to
do so using, for example, methods disclosed in commonly-owned U.S. Patent Application
Nos. 60/837,839 and 60/968,291, which are incorporéted herein by reference in their
entireties. The ease of transformation and availability of selectable markers and promoters,
constitutive and/or inducible, that are functional in the microorganism affect the ease of
genetic engineering. Processing considerations can include, for example, the availability of

effective means for lysing the cells.

A. Algae

[0118] In a preferred embodiment of the present invention, a microorganism producing a
lipid or a microorganism from which a lipid can be extracted, recovered, or obtained, is an

algae.

[0119] Examples of algae that can be used to practice the present invention include, but are

not limited to the following algae listed in Table 1.

[0120] Table 1. Exampies of algae.

Achnanthes orientalis, Agmenellum, Amphiprora hyaline, Amphora coffeiformis, Amphora
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coffeiformis linea, Amphora coffeiformis punctata, Amphora coffeiformis taylori, Amphora
coffeiformis tenuis, Amphora delicatissima, Amphora delicatissima capitata, Amphora sp.,
Anabaena, Ankistrodesmus, Ankistrodesmus falcatus, Boekelovia hooglandii, Borodinella sp.,
Botryococcus bmunif, Botryococcus sudeticus, Carteria, Chaetoceros gracilis, Chaetoceros
muelleri, Chaetoceros muelleri subsalsum, Chaetoceros sp., Chlorella anitrata, Chlorella
Antarctica, Chlorella aureoviridis, Chlorella candida, Chlorella capsulate, Chlorella
desiccate, Chlorella ellipsoidea, Chlorella emersonii, Chlorella fusca, Chlorella fusca var.
vacuolata, Chlorella glucotropha, Chlorella infusionum, Chlorella infusionum var. actophila,
Chlorella infusionum var. auxenophila, Chlorella kessleri, Chlorella lobophora (strain SAG
37.88), Chlorella luteoviridis, Chlorella luteoviridis var. aureoviridis, Chlorella luteoviridis
var. lutescens, Chlorella miniata, Chlorella minutissima, Chlorella mutabilis, Chlorella
nocturna, Chlorella parva, Chlorella photophila, Chlorella pringsheimii, Chlorella
protothecoides (including any of UTEX strains 1806, 411, 264, 256, 255, 250, 249, 31, 29,
25, and CCAP strains 211/17 and 211/8d), Chlorella protothecoides var. acidicola, Chlorella
regularis, Chlorella regularis var. minima, Chlorella regularis var. umbricata, Chlorella
reisiglii, Chlorella saccharophila, Chlorella saccharophila var. ellipsoidea, Chlorella salina,
Chlorella simplex, Chlorella sorokiniana, Chlorella sp., Chlorella sphaerica, Chlorella
stigmatophora, Chlorella vanniellii, Chlorella vulgaris, Chlorella vulgaris, Chlorella
vulgaris f. tertia, Chlorella v‘ulgaris var. autotrophica, Chlorella vulgaris var. viridis,
Chlorella vulgaris var. vulgaris, Chlorella vulgaris var. vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris
var. vulgaris f. viridis, Chlorella xanthella, Chlorella zofingiensis, Chlorella trebouxioides,
Chlorella vulgaris, Chlorococcum infusionum, Chlorococcum sp., Chlorogonium,
Chroomonas sp., Chrysosphaera sp., Cricosphaera sp., Cryptomonas sp., Cyclotella cryptica,
Cyclotella meneghiniana, Cyclotella sp., Dunaliella sp., Dunaliella bardawil, Dunaliella
bioculata, Dunaliella granulate, Dunaliella maritime, Dunaliella minuta, Dunaliella parva,
Dunaliella peircei, Dunaliella primolecta, Dunaliella salina, Dunaliella terricola, Dunaliella
tertiolecta, Dunaliella viridis, Dunaliella tertiolecta, Eremosphaera viridis, Eremosphaera
sp., Ellipsoidon sp., Euglena, Franceia sp., Fragilaria crotonensis, Fragilaria sp., Gleocapsa
sp., Gloeothamnion sp., Hymenomonas sp., Isochrysis aff. galbana, Isochrysis galbana,
Lepocinclis, Micractinium, Micractinium (UTEX LB 2614), Monoraphidium minutum,
Monoraphidium sp., Nannochloris sp., Nannochloropsis salina, Nannochloropsis sp.,
Navicula acceptata, Navicula biskanterae, Navicula pseudotenelloides, Navicula pelliculosa,

Navicula saprophila, Navicula sp., Nephrochloris sp., Nephroselmis sp., Nitschia communis,
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Nitzschia alexandrina, Nitzschia communis, Nitzschia dissipata, Nitzschia frustulum,
Nitzschia hanizschiana, Nitzschia inconspicua, Nitzschia intermedia, Nitzschia microcephala,
Nitzschia pusilla, Nitzschia pusilla elliptica, Nitzschia pusilla monoensis, Nitzschia
quadrangular, Nitzschia sp., Ochromonas sp., Oocystis parva, Oocystis pusilla, Qocystis sp.,
Oscillatoria limnetica, Oscillatoria sp., Oscillatoria subbrevis, Pascheria acidophila,
Pavlova sp., Phagus, Phormidium, Platymonas sp., Pleurochrysis carterae, Pleurochrysis
dentate, Pleurochrysis sp., Prototheca wickerhamil, Prototheca stagnora, Prototheca
portoricensis, Prototheca moriformis, Prototheca zopfii, Pyramimonas sp., Pyrobotrys,
Sarcinoid chrysophyte, Scenedesmus armatus, Spirogyra, Spirulina platensis, Stichococcus
sp., Synechococcus sp., Tetraedron, Tetraselmis sp., Tetraselmis suecica, Thalassiosira

weissflogii, and Viridiella fridericiana

1. Chliorella and Prototheca

[0121] In a preferred embodiment of the present invention, the microorganism producing a
lipid or a microorganism from which a lipid can be extracted, recovered, or obtained, is of the

genus Chlorella, preferably, Chlorella protothecoides.

[0122] Chlorella is a genus of single-celled green algae, belonging to the phylum
Chlorophyta. It is spherical in shape, about 2 to 10 um in diameter, and is without flagella.

Some species of Chlorella are naturally heterotrophic.

[0123] Chlorella, particularly Chlorella protothecoides, is a preferred microorganism for
use in the invention because of its high composition (at least about 55% by weight) of lipid,
particularly long-chain lipid suitable for biodiesel. In addition, this microalgae grows
heterotrophically, can be genetically engineered as demonstrated in the Examples herein, and

can be lysed by Chlorella virus.

[0124] In a preferred embodiment of the present invention, the microorganism used for
expression of a transgene is of the genus Chlorella, preferably, Chiorelia protothecoides.
Examples of expression of transgenes in, e.g., Chlorella, can be found in the literature (sec
for example Current Microbiology Vol. 35 (1997), pp. 356-362; Sheng Wu Gong Cheng Xue
Bao. 2000 Jul;16(4):443-6; Current Microbiology Vol. 38 (1999), pp. 335-341; App!
Microbiol Biotechnol (2006) 72: 197-205; Marine Biotechnology 4, 63-73, 2002; Current
Genetics 39:5, 365-370 (2001); Plant Cell Reports 18:9, 778-780, (1999); Biologia
Plantarium 42(2): 209-216, (1999); Plant Pathol. J 21(1): 13-20, (2005)). Also see
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Examples herein. Other lipid-producing microbes can be engineered as well, including
prokaryotic microbes (see Kalscheuver et al., Applied Microbiology and Biotechnology,
volume 52, number 4/October, 1999).

[0125] In another preferred embodiment of the present invention, the microorganism
producing a lipid or a microorganism from which a lipid can be extracted, recovered, or
obtained, is of the genus Prototheca, preferably, Prototheca moriformis. Species of the
genus Prototheca are suited for the production of lipid because they can produce high levels
of lipids, particularly lipids suitable for fuel and chemical production. The lipid produced by
Prototheca has fatty acid chains of shorter chain length and a higher degree of saturation than
the lipid produced by most microalgae. Moreover, Prototheca lipid is generally free of
pigment (low to undetectable levels of chlorophyll and certain carotenoids) and in any event
contains much less pigment than lipid from other microalgae. Illustrative Prototheca strains
for use in the methods of the invention include Prototheca wickerhamii, Prototheca stagnora
(including UTEX 327}, Prototheca portoricensis, Prototheca moriformis (including UTEX
strains 1441, 1435), and Prototheca zopfii. Species of the genus Prototheca are ohligate
heterotrophs.

2. Identification of Microalgal Species

[0126] Species of microalgae, including Chlorella and Prototheca, for use in the invention
can be identified by amplification of certain target regions of the genome. For example,
identification of a specific Chlorella species can be achieved through amplification and
sequencing of nuclear and/or chloroplast DNA using primers and methodology described in
Wu et al., 1dentification of Chlorella spp. isolates using any region of the genome. Examples
include ribosomal DNA sequences, Bot. Bull. Acad. Sin. (2001) 42:115-121. Well
established methods of phylogenetic analysis, such as amplification and sequencing of
ribosomal internal transcribed spacer (ITS1 and ITS2 tDNA), 185 rRNA, and other
conserved genomic regions can be used by those skilled in the art to identify species of not
only Chlorella or Prototheca, but other hydrocarbon and lipid producing organisms capable
of using the methods disclosed herein. For examples of methods of identification and
classification of algae also see for example Genetics, 2005 Aug;170(4):1601-10 and RNA,
2005 Apr;11(4):361-4.

[0127] Genomic DNA comparison can be used to identify species of microalgae to be used

in the present invention. Regions of conserved genomic DNA, such as but not limited to
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DNA encoding 23S rRNA, can be amplied from microalgal species and compared to
consensus sequences in order to screen for microalgal species that are taxonomically related
to the preferred microalgae used in the present invention. Examples of such DNA sequence

comparison for species within the Chlorella genus are shown below.

[0128] Genomic DNA comparison can also be useful to identify microalgal species that
have been misidentified in a strain collection. Often a strain collection will identify species
of microalgae based on phenotypic and morphological characteristics. The use of these
characteristics may lead to miscategorization of the species or the genus of a microalgae. The
use of genomic DNA comparison can be a better method of categorizing microalgae species
based on their phylogenetic relationship. Specific examples of using genotyping data to
establish phyogenetic relationships of possibily misidentified microalgal strains are described

below in the Examples.

[0129] In some cases, microalgae that are preferred for use in the present invention have
genomic DNA sequences encoding for 23S rRNA that have at least 99%, at least 98%, at
least 97%, at least 96%, at least 95%, at least 94%, at least 93%, at least 92%, at least 91%, at
least 90%, at least 89%, at least 88%, at least 87%, or at least 86% nucleotide identity to at
least one of the sequences listed in SEQ ID NOs: 7-31. In other cases, microalgae that are
preferred for use in the present invention have genomic DNA sequences encoding for 23S
TRNA that have at least 85%, at least 80%, at least 75% at least 70% at least 65% or at least
60% nucleotide identity to at least one of the sequences listed in SEQ ID NOs.7-31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, and 39.

B. (leaginous Yeast

[0130] In a preferred embodiment of the present invention, a microorganism producing a

lipid or a microorganism from which a lipid can be extracted, recovered, or obtained, is an

oleaginous yeast.

{0131] Examples of oleaginous yeast that can be used to practice the present invention

include, but are not limited to the following oleaginous yeast listed in Table 2.

[0132] Table 2. Examples of oleaginous yeast.

Candida apicola, Candida sp., Cryptococcus curvatus, Cryptococcus terricolus,
Debaromyces hansenii, Endomycopsis vernalis, Geotrichum carabidarum, Geotrichum

cucujoidarum, Geotrichum histeridarum, Geotrichum silvicola, Geotrichum vulgare,
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Hyphopichia burtonii, Lipomyces lipofer, Lypomyces orentalis, Lipomyces starkeyi,
Lipomyces tetrasporous, Pichia mexicana, Rodosporidium sphaerocarpum, Rhodosporidium
toruloides Rhodotorula aurantiaca, Rhodotorula dairenensis, Rhodotorula diffluens,
Rhodororula glutinus, Rhodotorula glutinis var. glutinis, Rhodotorula gracilis, Rhodotorula
graminis Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula mucilaginosa var.
mucilaginosa, Rhodotomla terpenoidalis, Rhodotorula toruloides, Sporobolomyces
alborubescens, Starmerella bombicola, Torulaspora delbruekii, Torulaspora pretoriensis,
Trichosporon behrend, Trichosporon brassicae, Trichosporon domesticum, Trichosporon
laibachii, Trichosporon loubieri, Trichosporon loubieri var. loubleri, Trichosporon
montevideense, Trichosporon pullulans, Trichosporon sp., Wickerhamomyces Canadensis,

Yarrowia lipolytica, and Zygoascus meyerae.

[0133] In a preferred embodiment of the present invention, the microorganism used for
expression of a transgene is an oleaginous yeast. Examples of expression of transgenes in
oleaginous yeast (e.g., Yarrowia lipolytica) can be found in the literature (see, for example,

Bordes et al., J Microbiol Methods, Jun 27 (2007)).

C. Other Fungi

[0134) 1In a preferred embodiment of the present invention, a microorganism producing a
lipid or a microorganism from which a lipid can be extracted, recovered, or obtained, is a

fungus.

[0135) Examples of fungi that can be used to practice the present invention include, but are

not limited to the following fungi listed in Table 3.

[0136] Table 3. Examples of non-yeast fungi.

Mortierella, Mortierrla vinacea, Mortierella alpine, Pythium debaryanum, Mucor
circinelloides, Aspergillus ochraceus, Aspergillus terreus, Pennicillium iilacinum,

Hensenulo, Chaetomium, Cladosporium, Malbranchea, Rhizopus, and Pythium

[0137] in a preferred embodiment of the present invention, the microorganism used for
expression of a transgene is a fungus. Examples of expression of transgenes in fungi (e.g.,
Mortierella alpine, Mucor circinelloides, and Aspergillus ochraAceus) can also be found in the
literature (see, for example, Microbiology, Jul; 153(Pt. 7):2013-25 (2007); Mol Genet
Genomics, Jun; 271(5):595-602 (2004); Curr Genet, Mar;21(3):215-23 (1992); Current
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Microbiology, 30{2):83-86 (1995); Sakuradani, NISR Research Grant, "Studies of Metabolic
Engineering of Useful Lipid-producing Microorganisms" (2004); and PCT/JP2004/012021).

D. Bacteria

[0138] In a preferred embodiment of the present invention, a microorganism producing a

lipid or a microorganism from which a lipid can be extracted, recovered, or obtained, is a

bacterium.

[0139] Examples of expression of exogenous genes in bacteria, such as E. coli, are well
known; see for example Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al. (3d
edition, 2001, Cold Spring Harbor Press).

1IV. MICROBE ENGINEERING

[0140] In certain embodiments of the present invention, it is desirous to genetically modify
a microorganism. Thus, the present application describes genetically engineering strains of
microalgae, oleaginous yeast, bacteria, or fungi with one or more exogenous genes to produce

various hydrocarbon compounds.

[0141] Promoters, cDNAs, and 3°UTRs, as well as other elements of expression vectors, .
can be generated through cloning techniques using fragments isolated from native sources
(see for example Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al. (3d edition,
2001, Cold Spring Harbor Press; and U.S. Patent 4,683,202). Alternatively, elements can be
generated synthetically using known methods (see for example Gene, 1995 Oct 16;164(1}.49-
53).

A. Codon-Optimization For Expression

[0142] DNA encoding a polypeptide to be expressed in a microorganism, e.g., a lipase and
selectable marker are preferably codon-optimized cDNA. Methods of recoding genes for
expression in microalgae are described in U.S. Patent 7,135,290. Additional information for
codon optimization is available, e.g., at the codon usage database of GenBank. As non-
limiting examples, codon usage in Prototheca species, Dunaliella salina, and Chlorella

protothecoides are shown in Tables 4, 5, and 6, respectively.

[0143] Table 4. Codon usage in Prototheca species

Ala GCG 345 (0.36) Asn  AAT 8 (0.04)
GCA 66 (0.07) AAC 201 (0.96)
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GCT 101 (0.11)
GCC 442 (0.46) Pro CCG 161 (0.29)
CCA 49(0.09)
Cys TGT 12 (0.10) CCT 71(0.13)
TGC 105 (0.90) CCC 267 (0.49)
Asp GAT 43 (0.12) Gln CAG 226(0.82)
GAC 316 (0.88) CAA 48(0.18)
Glu GAG 377 (0.96) Arg  AGG 33 (0.06)
GAA 14 (0.04) AGA 14 (0.02)
CGG 102 (0.18)
Phe TTT 89 (0.29) CGA 49(0.08)
TTC 216 (0.71) CGT 51(0.09)
CGC 331 (0.57)
Gly GGG 92 (0.12)
GGA 56 (0.07) Ser AGT 16 (0.03)
GGT 76 (0.10) AGC 123(0.22)
GGC 559 (0.71) TCG 152 (0.28)
TCA 31 (0.06)
His CAT 42 (0.21) TCT  55(0.10)
CAC 154 (0.79) TCC 173 (0.31)
Ile ATA 4 (0.01) Thr  ACG 184 (0.38)
ATT 30 (0.08) ACA 24 (0.05)
ATC 338 (0.91) ACT  21(0.05)
ACC 249 (0.52)
Lys AAG 284 (0.98)
AAA 7 (0.02) Val  GTG 308 (0.50)
GTA 9 (0.01)
Len TTG 26 (0.04) GTT 35(0.06)
TTA 3 (0.00) GTC 262 (0.43)
CTG 447 (0.61)
CTA 20 (0.03) Trp TGG 107 (1.00)
CTT 45 (0.06)
CTC 190 (0.26) Tyr  TAT  10(0.05)
TAC 180 (0.95)
Met ATG 191 (1.00)
Stop TGA/TAG/TAA
{0144] Table 5. Preferred codon usage in Dunaliella salina.
TTC (Phe) TAC (Tyr) TGC (Cys) TAA (Stop)
TGG (Trp) CCC (Pro) CAC (His) CGC (Arg)
CTG (Leu) CAG (Gln) ATC (1le) ACC (Thr)
AAC (Asn) AGC (Ser) ATG (Met) AAG (Lys)
GCC (Ala) GAC (Asp) GGC (Gly) GTG (Val)
GAG (Glu)
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[0145] Table 6. Preferred codon usage in Chlorella protothecoides.

TTC (Phe) TAC (Tyr) TGC (Cys) TGA (Stop)
TGG (Tip) CCC (Pro) CAC (His) CGC (Arg)
CTG (Len) CAG (Gln) ATC (Ile) ACC (Thr)
GAC (Asp) TCC (Ser) ATG (Met) AAG (Lys)
GCC (Ala) AAC (Asn) GGC (Gly) GTG (Val)
GAG (Glu}

B. Promoters

[0146] Many promoters are active in microalgae, including promoters that are endogenous
to the algae being transformed, as well as promoters that are not endogenous to the algae
being transformed (i.e., promoters from other algae, promoters from higher plants, and
promoters from plant viruses or algae viruses). Exogenous and/or endogenous promoters that
are active in microalgae, and antibiotic resistance genes functional in microalgae are
described by e.g., Curr Microbiol. 1997 Dec;35(6):356-62 (Chiorella vuigaris); Mar
Biotechnol (NY). 2002 Jan;4(1).63-73 (Chlorella ellipsoidea); Mol Gen Genet. 1996 Oct
16;252(5):572-9 (Phaeodactylum tricornutum);, Plant Mol Biol. 1996 Apr;3 1(1):‘1-1 2 (Volvox
carteri); Proc Natl Acad Sci U S A. 1994 Nov 22,91(24):11562-6 (Volvox carteri); Falciatore
A, Casotti R, Leblanc C, Abrescia C, Bowler C, PMID: 10383998, 1999 May;1(3):239-251
(I.aboratory of Molecular Plant Biology, Stazione Zoologica, Villa Comunale, I-80121
Naples, Italy) (Phaeodactylum tricornutum and Thalassiosira weissflogii), Plant Physiol.
2002 May;129(1).7-12. (Porphyridium sp.); Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Jan
21,100(2):438-42. (Chlamydomonas reinhardtii); Proc Natl Acad Sci U § A. 1990
Feb;87(3):1228-32. (Chlamydomonas reinhardtii), Nucleic Acids Res. 1992 Jun
25;20(12):2959-65; Mar Biotechnol (NY). 2002 Jan;4(1).63-73 (Chlorella), Biochem Mol
Biol Int. 1995 Aug;36(5):1025-35 (Chlamydomonas reinhardtii); I Microbiol. 2005
Aug;43(4):361-5 (Dunaliella); Yi Chuan Xue Bao. 2005 Apr;32(4):424-33 (Dunaliella); Mar
Biotechnol (NY). 1999 May; 1(3):239-251. (Thalassiosira and Phaedactylum); Koksharova,
Appl Microbiol Biotechnol 2002 Feb;58(2):123-37 (various species);, Mol Genet Genomics
2004 Feb;271(1):50-9 (Thermosynechococcus elongates); J. Bacteriol. (2000), 182, 211-215;
FEMS Microbiol Lett. 2003 Apr 25;221(2):155-9; Plant Physiol. 1994 Jun;105(2):635-41;
Plant Mol Biol. 1995 Dec;29(5):897-907 (Synechococcus PCC 7942); Mar Pollut Bull.
2002;45(1-12):163-7 (Anabaena PCC 7120); Proc Natl Acad Sci U S A. 1984

30



“q

WO 2010/138620 PCT/US2010/636238

Mar;81(5):1561-5 (Anabaena (various strains)); Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Mar
27,98(7):4243-8 (Synechocystis), Wirth, Mol Gen Genet 1989 Mar;216(1):175-7 (various
species); Mol Microbiol, 2002 Jun;44(6):1517-31; Plasmid, 1993 Sep;30(2):90-105
(Fremyella diplosiphon), Hall et al. (1993) Gene 124: 75-8 (Chlamydomonas reinhardriiy,
Gruber et al. (1991). Current Micro. 22: 15-20; Jarvis et al. (1991) Current Genet. 19: 317-
322 (Chiorella); for additional promoters see also Table 1 from U.S. Patent 6,027,900).

[0147] The promoter used to express an exogenous gene can be the promoter naturally
linked to that gene or can be a heterologous gene. Some promoters are active in more than
one species of microalgae. Other promoters are species-specific. Preferred promoters
include promoters such as RBCS2 from Chlamydomonas reinhardtii and viral promoters,
such as cauliflower mosaic virus (CMV) and chlorella virus, which have been shown to be
active in mﬁltiple species of microalgae (see for example Plant Cell Rep. 2005 Mar;23(10-
11):727-35; J Microbiol. 2005 Aug;43(4):361-5; Mar Biotechnol (NY). 2002 Jan;4(1):63-73).
In other embodiments, the Botryococcus malate dehydrogenase promoter, such a nucleic acid
comprising any part of SEQ ID NO:3, or the Chlamydomonas reinhardtii RBCS2 promoter
(SEQ ID NO:4) can be used. Optionally, at least 10, 20, 30, 40, 50, or 60 nucleotides or more
of these sequences containing a promoter are used. Preferred promoters endogenous to

species of the genus Chlorella are SEQ ID NOs: 1 and 2.

[0148] Preferred promoters useful for expression of exogenous genes in Chlorella are listed
in the sequence listing of this application, such as the promoter of the Chlorella HUP1 gene
(SEQ ID NO:1) and the Chlorella ellipsoidea nitrate reductase promoter (SEQ ID NO:2).
Chlorella virus promoters can also be used to express genes in Chloreila, such as SEQ ID
NOs: 1-7 of U.S. Patent 6,395,965. Additional promoters active in Chlorella can be found,
for example, in Biochem Biophys Res Commun, 1994 Oct 14;204(1):187-94; Plant Mol Biol,
1994 Oct;26(1):85-93; Virology, 2004 Aug 15;326(1):150-9; and Virology, 2004 Jan
5;318(1):214-23.

C. Selectable Markers

[0149] Any of a wide variety of selectable markers can be employed in a transgene
construct useful for transforming a microorganism, e.g., Chlorella. Examples of suitable
selectable markers include the nitrate reductase gene, the hygromycin phosphotransferase

gene (HPT), the neomycin phosphotransferase gene, and the ble gene, which confers
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resistance to phleomycin. Methods of determining sensitivity of microalgae to antibiotics are

well known. For example, Mol Gen Genet, 1996 Oct 16;252(5):572-9.

[0150] More specifically, Dawson et al. (1997), Current Microbiology 35:356-362
{incorporated by reference herein in its entirety), described the use of the nitrate reductase
(NR) gene from Chlorella vulgaris as a selectable marker for NR-deficient Chlorella
sorokiniana mutants. Kim et al. (2002), Mar. Biotechnol. 4:63-73 (incorporated by reference
herein in its entirety), disclosed the use of the HPT gene as a selectable marker for
transforming Chorella ellipsoidea. Huang et al. (2007), Appl. Microbiol. Biotechnol. 72:197-
205 (incorporated by reference herein in its entirety), reported on the use of Sh ble as a

selectable marker for Chiorella sp. DT.

D. Inducible Expression

[0151] The present invention also provides for the use of an inducible promoter to express
a gene of interest. In particular, the use of an inducible promoter to express a lipase gene
permits production of the lipase after growth of the microorganism when conditions have
been adjusted, if necessary, to enhance transesterification, for example, after disruption of the
cells, reduction of the water content of the reaction mixture, and/or addition sufficient alcohol

to drive conversion of TAGs to fatty acid esters.

[0152] Inducible promoters useful in the invention include those that mediate transcription
of an operably linked gene in response to a stimulus, such as an exogenously provided small
molecule (e.g, glucose, as in SEQ ID NO:1), temperature (heat or cold), light, etc. Suitable
promoters can activate transcription of an essentially silent genc or upregulate, preferably
substantially, transcription of an operably linked gene that is transcribed at a low level. In the
latter case, the level of transcription of the gene of interest, e.g., the lipase gene, preferably

does not significantly interfere with the growth of the microorganism in which it is expressed.

[0153] Expression of a transgenc in Chlorella can be performed under inducible conditions,
€.£., using promoters such as the promoter for the Chlorella hexose transporter gene (SEQ ID

NO:1). This promoter is strongly activated by the presence of glucose in the culture media.

E. Expression Of Two Or Mere Exogenous Genes

[0154] Further, a genetically engineered microorganism, such as a microalgae, may
comprise and express two or more exogenous genes, such as, for example, a lipase and a lytic

gene, e.g., one encoding a polysaccharide-degrading enzyme. One or both genes can be
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expressed using an inducible promoter, which allows the relative timing of expression of
these genes to be controlled to enhance the lipid yield and conversion to fatty acid esters.
Expression of the two or more exogenous genes may be under control of the same inducible
promoter or under control of a different inducible promoters. In the latter situation,
expression of a first exogenous gene can be induced for a first period of time (during which
expression of a second exogenous gene may or may not be induced) and expression of a
second exogenous gene can be induced for a second period of time (during which expression
of a first exogenous gene may or may not be induced). Provided herein are vectors and
methods for engineering lipid-producing microbes to metabolize sucrose, which is an
advantageous trait because it allows the engineered cells to convert sugar cane feedstocks

into lipids appropriate for biodiesel production,

[0155] Also provided herein are genetically engineered strains of microbes (e.g.,
microalgae, oleaginous yeast, bacteria, or fungi) that express two or more exogenous genes,
such as, for example, a fatty acyl-ACP thioesterase and a fatty acyl-CoA/aldehyde reductase,
the combined action of which yields an alcohol product. Fuither provided are other
combinations of exogenous genes, including without limitation, a fatty acyl-ACP thioesterase
and a fatty acyl-CoA reductase to generate aldehydes. In addition, this application provides
for the combination of a fatty acyl-ACP thioesterase, a fatty acyl-CoA reductase, and a fatty
aldehyde decarbonylase to generate alkanes. One or more of the exogenous genes can be

expressed using an inducible promoter.

[0156] Examples of further modifications suitable for use in the present invention are
described in co-pending, commonly owned Application No. 60/837,839, which is
incorporated herein by reference. This application discloses genetically engineering strains
of microalgae to express two or mote exogenous genes, one encoding a transporter of a fixed
carbon source (such as sucrose) and a second encoding a sucrose invertase enzyme. The
resulting fermentable organisms produce hydrocarbons at lower manufacturing cost than
what has been obtainable by previously known methods of biological hydrocarbon
production. This co-pending application also teaches that the insertion of the two exogenous
genes described above can be combined with the disruption of polysaccharide biosynthesis
through directed and/or random mutagenesis, which steers ever greater carbon flux into
hydrocarbon production. Individually and in combination, trophic conversion, engineering to
alter hydrocarbon production and treatment with exogenous enzymes alter the hydrocarbon

composition produced by a microorganism. The alteration can be a change in the amount of
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hydrocarbons produced, the amount of one or more hydrocarbon species produced relative to
other hydrocarbons, and/or the types of hydrocarbon species produced in the microorganism.

For example, microalgae can be engineered to produce a higher amount and/or percentage of
TAGs.

¥. Compartmentalized Expression

[0157] The present invention also provides for compartmentalized expression a gene of
interest. In particular, it can be advantageous, in particular embodiments, to target expression
of a lipase gene, to one or more cellular compartments, where it is sequestered from the
majority of cellular lipids until initiation of the transesterification reaction. Preferred

organelles for targeting are chloroplasts, mitochondria, and endoplasmic reticulum.

1. Expression in Chloroplasts

[0158] In a preferred embodiment of the present invention, the expression of a polypeptide
in a microorganism is targeted to chioroplasts. Methods for targeting expression of a
heterologous gene to the chloroplast are known and can be employed in the present invention.
Methods for targeting foreign gene products into chloroplasts are described in Shrier et al.,
EMBQ J. (1985) 4:25 32. Sec also Tomai et al., Gen. Biol. Chem. (1988) 263:15104 15109
and U.S. Pat. No. 4,940,835 for the use of transit peptides for transiocating nuclear gene
products into the chloroplast. Methods for directing the transport of proteins to the
chloroplast are also reviewed in Kenauf TIBTECH (1987) 5:40 47. Chloroplast targeting
sequences endogenous to Chiorella are known, such as genes in the Chlorella nuclear
genome that encode proteins that are targeted to the chloroplast; see for example GenBank

Accession numbers AY646197 and AF499684,

[0159] Wageningen UR-Plant Research International sells an IMPACTVECTOR1.4 vector,
which uses the secretion signal of the Chrysanthemum morifolium small subunit protein to
deliver a heterologous protein into the chloroplast stroma (cytoplasmic) environment,
shuttling across a double membrane system. The protein is fused to the first 11 amino acids
of the mature rubisco protein in order to allow proper processing of the signal peptide (Wong
et al., Plant Molecular Biology 20: 81-93 (1992)). The signal peptide contains a natural

intron from the RbcS gene.

[0160] In another approach, the chloroplast genome is genetically engineered to express the

heterologous protein. Stable transformation of chloroplasts of Chlamydomonas reinhardtii (a
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green alga) using bombardment of recipient cells with high-velocity tungsten microprojectiles
coated with foreign DNA has been described. See, for example, Boynton et al., Science
(1988) 240: 1534 1538; Blowers et al. Plant Cell (1989) 1:123 132 and Debuchy et al.,
EMBO J. (1989) 8: 2803 2809. The transformation technique, using tungsten
microprojectiles, is described by Klein et al., Nature (London) (1987) 7:70 73. Other
methods of chloroplast transformation for both plants and microalgae are known. See for
example U.S. Patents 5,693,507; 6,680,426; Plant Physiol. 2002 May;129(1):7-12; and Plant
Biotechnol 1. 2007 May;5(3):402-12.

[0161] As described in U.S. Patent No. 6,320,101 (issued November 20, 2001 to Kaplan et
al., which is incorporated herein by reference), cells can be chemically treated so as to reduce
the number of chloroplasts per cell to about one. Then, the heterologous nucleic acid can be
introduced into the cells via particle bombardment with the aim of introducing at least one
heterologous nucleic acid molecule into the chloroplasts. The heterologous nucleic acid is
sclected such that it is integratable into the chloroplast's genome via homologous
recombination which is readily effected by enzymes inherent to the chloroplast. To this end,
the heterologous nucleic acid includes, in addition to a gene of interest, at least one nucleic
acid sequence that is derived from the chloroplast’s genome. In addition, the heterologous
nucleic acid typically includes a selectable marker. Further details relating to this technique
are found in U.S, Patent Nos. 4,945,050 and 5,693,507, which are incorporated herein by
reference. A polypeptide can thus be produced by the protein expression system of the

chloroplast.

[0162] U.S. Patent No. 7,135,620 (issued November 14, 2006 to Daniell ez al.; incorporated
herein by reference) describes chloroplast expression vectors and related methods.
Expression cassettes are DNA constructs including a coding sequence and appropriate control
sequences to provide for proper expression of the coding sequence in the chloroplast.

Typical expression cassettes include the following components: the 5° untranslated region
from a microorganism gene or chloroplast gene such as psbA which will provide for
transcription and translation of a DNA sequence encoding a polypeptide of interest in the
chloroplast; a DNA sequence encoding a polypeptide of interest; and a translational and
transcriptional termination region, such as a 3* inverted repeat region of a chloroplast gene
that can stabilize RNA of introduced genes, thereby enhancing foreign gene expression. The

cassette can optionally include an antibiotic resistance gene.
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[0163] Typically, the expression cassette s flanked by convenient restriction sites for
insertion into an appropriate genome. The expression cassette can be flanked by DNA
sequences from chloroplast DNA to facilitate stable intcgration of the expression cassette into
the chloroplast genome, particularly by homologous recombination. Alternatively, the
expression cassette may remain unintegrated, in which case, the expression cassette typically
includes a chloroplast origin of replication, which is capable of providing for replication of

the heterologous DNA in the chloroplast,

[0164] The expression cassette generally includes a promoter region from a gene capable of
expression in the chloroplast. The promoter region may include promoters obtainable from
chloroplast genes, such as the psbA gene from spinach or pea, or the rbeL and atpB promoter
region from maize and rRNA promoters. Examples of promoters are described in Hanley-
Bowdoin and Chua, TIBS (1987) 12:67 70; Mullet ez al., Plant Molec Biol. (1985) 4: 39 54,
Hanley-Bowdoin (1986) PhD. Dissertation, the Rockefeller University; Krebbers et al.,
Nucleic Acids Res. (1982) 10: 4985 5002; Zurawaki et al., Nucleic Acids Res. (1981) 9:3251
3270, and Zurawski et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1982) 79: 7699 7703. Other
promoters can be identified and the relative strength of promoters so identified evaluated, by
placing a promoter of interest 5° to a promoterless marker gene and observing its
effectiveness relative to transcription obtained from, for example, the promoter from the
psbA gene, a relatively strong chloroplast promoter. The efficiency of heterologous gene
expression additionally can be enhanced by any of a variety of techniques. These include the
use of multiple promoters inserted in tandern 5’ to the heterologous gene, for example a

double psbA promoter, the addition of enhancer sequences and the like.

[0165] Numerous promoters active in the Chlorella chloroplast can be used for expression
of exogenous genes in the Chlorella chloroplast, such as those found in GenBank accession

number NC_001865 (Chlorella vulgaris chloroplast, complete genome).

[0166] Where it is desired to provide for inducible expression of the heterologous gene, an
inducible promoter and/or & 5’ untranslated region containing sequences which provide for
regulation at the level of transcription and/or translation (at the 3’ end) may be included in the
expression cassette. For example, the 5’ untranslated region can be from a gene wherein
expression is regulatable by ight. Similarly, 3” inverted repeat regions could be used to
stabilize RNA of heterologous genes. Inducible genes may be identified by enhanced

expression in response to a particular stimulus of interest and low or absent expression in the
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absence of the stimulus. For example, a light-inducible gene can be identified where
enhanced expression occurs during irradiation with light, while substantially reduced
expression or no expression occurs in low or no light. Light regulated promoters from green

microalgae are known (see for example Mol Gener Genomics, 2005 Dec;274(6):625-36).

[0167] The termination region which is employed will be primarily one of convenience,
since the termination region appears to be relatively interchangeable among chloroplasts and
bacteria. The termination region may be native to the transcriptional initiation region, may be
native to the DNA sequence of interest, or may be obtainable from another source. See, for

example, Chen and Orozco, Nucleic Acids Res. (1988) 16:8411.

f0168] The expression cassettes may be transformed into a plant cell of interest by any of a
number of methods. These methods include, for example, biolistic methods (See, for
example, Sanford, Trends In Biotech. (1988) 6:299 302, U.S. Patent No. 4,945,050;
electroporation (Fromm et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1985) 82:5824 5828); use of a
laser beam, microinjection or any other method capable of introducing DNA into a

chloroplast.

[0169] Additional descriptions of chloroplast expression vectors suitable for use in
microorganisms such as microalgae are found in U.S. Patent Nos. 7,081,567 (issued July 25,
2006 to Xue et al.); 6,680,426 (issued January 20, 2004 to Daniell et al.); and 5,693,507
(issued December 2, 1997 to Daniell et al.).

[0170] Proteins expressed in the nuclear genome of Chlorella can be targeted to the
chloroplast using chloroplast targeting signals. Chloroplast targeting sequences endogenous
to Chlorella are known, such as genes in the Chlorella nuclear genome that encode proteins
that are targeted to the chloroplast; see for example GenBank Accession numbers AY646197
and AF499684. Proteins can also be expressed in the Chlorella chloroplast by insertion of
genes directly into the chloroplast genome. Chloroplast transformation typically occurs
through homologous recombination, and can be performed if chioroplast genome sequences
are known for creation of targeting vectors (see for example the complete genome sequence
of a Chlorella chloroplast; Genbank accession number NC_001865). See previous sections

herein for details of chloroplast transformation.
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2. Expression in Mitochondria

[0171] In another preferred embodiment of the present invention, the expression of a
polypeptide in a microorganism is targeted to mitochondria. Methods for targeting foreign
gene products into mitochondria (Boutry et al., Nature (ILondon) (1987) 328:340 342) have
been described, including in green microalgae (see for example Mol Gen Genet., 1993
Jan;236(2-3):235-44).

[0172] For example, an expression vector encoding a suitable secretion signal can target a
heterologous protein to the mitochondria. An exemplary expression vector for mitochondria
targeting is the IMPACTVECTORI1.5 vector, from Wageningen UR-Plant Research
International, which uses the yeast CoxIV secretion signal. This expression vector was
shown to deliver proteins in the mitochondrial matrix. The protein is fused to the first 4
amino acids of the yeast CoxIV protein in order to allow proper processing of the signal
peptide (Kohler er al., Plant J. 11: 613-621 (1997)). Other mitochondrial targeting sequences
are known, including those functional in green microalgae. For example, see FEBS Lett.

1990 Jan 29,260(2):165-8; and J. Biol. Chem. 2002 Feb 22;277(8):6051-8.

[0173] Proteins expressed in the nuclear genome of Chlorella can be targeted to the
mitochondria using mitochondrial targeting signals. Details of mitochondrial protein

targeting and transformation are provided herein.

3. Expression in Endoplasmic Reticulum

[0174] 1n another preferred embodiment of the present invention, the expression of a
polypeptide in a microorganism is targeted to the endoplasmic reticulum (ER). The
inclusion of an appropriate retention or sorting signal in an expression vector ensure that
proteins are retained in the endoplasmic reticulum (ER) and do not go downstream into
Golgi. For example, the IMPACTVECTORL?) vector, from Wageningen UR-Plant Research
International, includes the well known KDEL retention or sorting signal. With this vector,
ER retention has a practical advantage in that it has been reported to improve expression
levels 5-fold or more. The main reason for this appears to be that the ER contains lower
concentrations and/or different protcascs responsible for post-translational degradation of
expressed proteins than are present in the cytoplasm. ER retention signals functional in green
microalgae are known. For example, see Proc. Nat.l Acad. Sci. U § A. 2005 Apr
26;102(17):6225-30.
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G. Transformation

[0175] Cells can be transformed by any suitable technique including, e.g., biolistics,
electroporation (see Maruyama et al., (2004) Biotechnology Techniques 8:821-826), glass
bead transformation and silicon carbide whisker transformation. Another method that can be
used involves forming protoplasts and using CaCl, and polyethylene glycol (PEG) to
introduce recombinant DNA into microalgal cells (see Kim et al., (2002), Mar. Biotechnol.
4:63-73, which reports the use of this method for the transformation of Chlorella ellipsoideay).
Co-transformation of microalgae can be used to introduce two distinct vector molecules into

a cell simultaneously (see for example, Protist (2004) Dec; 155(4):381-93).

[0176] Biolistic methods (see for example, Sanford, Trends in Biotech. (1988) 6:299-302,
U.S. Patent No. 4,945,050; electroporation (Fromm et al., PNAS (1985) 82:5824-5828), use
of a laser beam, microinjection, or any other method capable of introducing DNA into a

microalgae can also be used for transformation.

H. Lipid Pathway Engineering

{0177] In certain embodiments of the present invention, it is preferred to further modify a
microorganism, such as a microalgae, for example, to provide desired growth characteristics
and/or to enhance the amount and/or quality of lipids produced. For example, microalgae can
be engineered to increase carbon flux into the lipid pathway and/or modify the lipid pathway
to beneficially alter the proportions or properties of lipid produced by the cells. The pathway
is further, or alternatively, modified to alter the properties and/or proportions of various
hydrocarbon molecules produced through enzymatic processing of lipids.

1. Alteration Of Properties Or Portions Of Lipids Or Hydrocarbons

Produced

[0178] In some embodiments of the present invention, it can be desirable to alter
characteristics, such as lipid yield per unit volume and/or per unit time, carbon chain length
(e.g., for biodiesel production or for industrial applications requiring hydrocarbon feedstock),
reducing the number of double or triple bonds, optionally to zero, removing or eliminating
rings and cyclic structures, and increasing the hydrogen:carbon ratio of a particular species of
lipid or of a population of distinct lipid. In addition, microalgae that produce appropriate
hydrocarbons can also be engineered to have even more desirable hydrocarbon outputs.

Examples of such microalgae include species of the genus Chlorella.
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a) Regulation of Enzymes Controlling Branch Points in Fatty
Acid Synthesis

f0179] In particular embodiments of the present invention, one or more key enzymes that
control branch points in metabolism to fatty acid synthesis is up-regulated or down-regulated
to improve lipid production. Up-regulation is achieved, for example, by transforming cells
with expression constructs in which a gene encoding the enzyme of interest is expressed, e.g.,
using a strong promoter and/or enhancer elements that increase transcription. Such
expression constructs can include a selectable marker such that the transformants can be
subjected to selection, which can result in amplification of the construct and an increase in
the expression level of the encoded enzyme. Examples of enzymes suitable for up-regulation
according to the metheds of the invention include pyruvate dehydrogenase, which plays a
role in converting pyruvate to acetyl-CoA (examples, some from microalgae, include
GenBank accession numbers NP_415392; AAAS3047;, Q1XDMI1; and CAF05587). Up-
regulation of pyruvate dehydrogenase can increase production of acetyl-CoA, and thereby
increase fatty acid synthesis. Acetyl-CoA carboxylase catalyzes the initial step in fatty acid
synthesis. Accordingly, in certain embodiments of the present invention, this enzyme is up-
regulated to increase production of fatty acids (examples, some from microalgae, include
GenBank accession numbers BAA94752; AAATS5528; AAABL471; YP_537052;
YP_536879; NP_045833; and BAAS7908). In another embodiment, fatty acid production is
increased by up-regulation of acyl carrier protein (ACP), which carries the growing acyl
chains during fatty acid synthesis (examples, some from microalgae, include GenBank
accession numbers AOTOFS; P51280; NP_849041; YP_874433). Glycerol-3-phosphate
acyltransferase catalyzes the rate-limiting step of fatty acid synthesis. Up-regulation of this
enzyme js desired to increase fatty acid production (examples, some from microalgae, include
GenBank accession numbers AAA74319; AAA33122; AAA37647; P44857; and
ABO94442). In some embodiments, two or more of these polypeptides (pyruvate
dehydrogenase, Acetyl-CoA carboxylase, acyl carrier protein (ACP), Glycerol-3-phosphate
acyltransferase) are up-regulated. In that case, the two or more genes encoding the respective
polypeptides may reside on a single expression construct or, alternatively, on two or more
expression constructs. The preceding proteins are candidates for expression in microalgae,

including species of the genus Chlorella and/or Prototheca.

[0180}] Down-regulation of an enzyme of interest can achieved using, e.g., antisense,
catalytic RNA/DNA, RNA interference (RNA1), “knock-out,” “knock-down,” or other

mutagenesis techniques. Enzyme expression/function can also be inhibited using intrabodies.

40



WO 2010/138620 PCT/US2010/036238

Examples of enzymes suitable for down-regulation according to the methods of the invention
include citrate synthase, which consumes acetyi-CoA as part of the tricarboxylic acid (TCA)
cycle. Down-regulation of citrate synthase can force more acetyl-CoA into the fatty acid

synthetic pathway.

b) Modulation of Global Regulators of Fatty Acid Synthetic
Genes

[0181] Global regulators modulate the expression of the genes of the fatty acid biosynthetic
pathways. Accordingly, one or more global regulators of fatty acid synthesis can be up- or
down-regulated, as appropriate, to inhibit or enhance, respectively, the expression of a
plurality of fatty acid synthetic genes and, ultimately, to increase lipid production. Examples
include sterol regulatory element binding proteins (SREBPs), such as SREBP-1a and
SREBP-I1c (for examples see GenBank accession numbers NP_035610 and QO9WTN3).
Global regulators can be up- or down-regulated, for example, as described above with respect

to regulation of control point enzymes.

c) Regulation of Hydrocarbon Modification Enzymes

[0182]) The present application describes genetically engineering strains of microalgae,
oleaginous yeast, bacteria, or fungi with one or more exogenous genes to produce various
hydrocarbon compounds. Thus, in certain embodiments of the present invention, the
methods of the invention also comprise transforming cells with one or mose genes encoding
hydrocarbon modification enzymes, such as, for example, a fatty acyl-ACP thioesterase (see
examples in Table 7 with accession numbers), a fatty acyl-CoA/aldehyde reductase (see
examples in Table 8 with accession numbers), a fatty acyl-CoA reductase (see examples in
Table 9 with accession numbers), a fatty aldehyde decarbonylase (see examples in Table 10
with accession numbers), a fatty aldehyde reductase, or a squalene synthase gene (e.g., see
GenBank Accession number AF205791). Stearoyl-ACP desaturase, for example, catalyzes
the conversion of stearoyl-ACP to oleoyl-ACP. Up-regulation of this gene can increase the
proportion of monounsaturated fatty acids produced by a cell; whereas down-regulation can
reduce the proportion of monounsaturates. Similarly, the expression of one or more
glycerolipid desaturases can be controlled to alter the ratio of unsaturated to saturated fatty

acids such as w-6 fatty acid desaturase, ®-3 fatty acid desaturase, or w-6-oleate desaturase.

[0183] For example, microalgae that would naturally, or through genetic modification,

produce high levels of lipids can be engineered (or further engineered) to express an
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exogenous fatty acyl-ACP thioesterase, which can facilitate the cleavage of fatty acids from
the acyl carrier protein (ACP) during lipid synthesis. These fatty acids can be recovered or,
through further enzymatic processing within the cell, yicld other hydrocarbon compounds.

“Optionally, the fatty acyl-ACP thioesterase can be expressed from a gene operably linked to

an inducible promater, and/or can be expressed in an intracellular compartment.

[0184] Thus, in a preferred embodiment of the present invention, the hydrocarbon
modification enzyme suitable for use with the microorganisms and methods of the invention
is a fatty acyl-ACP thioesterase. Fatty acyl-ACP thiocesterases include, without limitation,

those listed in Table 7, each of which is hereby incorporated by reference.

[0185] Table 7. Fatty acyl-ACP thioesterases and GenBank accession numbers.

Umbellularia californica fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAC49001)
Cinnamomum camphora fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #Q39473)
Umbellularia californica fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #Q41635)
Mpyristica fragrans fatty acyl-ACP thicesterase (GenBank #AAB71729)
Myristica fragrans fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAB71730)
Elaeis guineensis fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #ABD83939)
Elaeis guineensis fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAD42220)
Populus tomentosa fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #ABC47311)
Arabidopsis thaliana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #NP_172327)
Arabidopsis thaliana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #CAAB5387)
Arabidopsis thaliana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #CAA85383)
Gossypium hirsutum Tatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #Q95QI3)
Cuphea lanceolata fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #CA A54060)
Cuphea hookeriana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAC72882)
Cuphea calophylla subsp. mesostemon fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #ABB71581)
Cuphea lanceolata fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #CAC19933)
Elaeis guineensis fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAL15645)
Cuphea hookeriana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #Q39513)
Gossypium hirsutum fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAD01982)
Vitis vinifera fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #CAN81819)
Garcinia mangostana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAB51525)
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Brassica juncea fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #ABI18986)

Madhuca longifolia fatty acyl-ACP thicesterase (GenBank #AAX51637)

Brassica napus fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #ABH11710)

Oryza sativa (indica cultivar-group) fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #EAY86877)

Oryza sativa (japonica cultivar-group) fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank
#NP_001068400)

Oryza sativa (indica cultivar-group) fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #EAY99617)
Cuphea hookeriana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAC49265)

[0186] A fatty acyl-ACP thicesterase can be chosen based on its specificity for a growing
(during fatty acid synthesis) fatty acid having a particular carbon chain length. For example,
the fatty acyl-ACP thioesterase can have a specificity for a carbon chain length ranging from
8 to 34 carbon atoms, preferably from 8 to 18 carbon atoms, and more preferably from 10 to
14 carbon atoms. A specificity for a fatty acid with 12 carbon atoms is most preferred. A

specificity for a fatty acid with 14 carbon atoms is also preferred.

[0187] In another preferred embodiment of the present invention, the hydrocarbon
modification enzyme suitable for use with the microorganisms and methods of the invention
is a fatty acyl-CoA/aldehyde reductase. Fatty acyl-CoA/aldehyde reductases include, without

limitation, those listed in Table 8.

[0188] Table 8. Fatty acyl-CoA/aldehyde reductases listed by GenBank accession

numbers.

AAC45217, YP_047869, BABBS476, YP_001086217, YP_580344, YP_001280274,
YP_264583, YP_436109, YP_959769, ZP_01736962, ZP_01900335, ZP_018920096,
ZP_01103974, ZP_01915077, YP_924106, YP_130411, ZP_01222731, YP_550815,
YP_983712, YP_001019688, YP_524762, YP_856798, ZP_01115500, YP_001141848,
NP_336047, NP_216059, YP_882409, YP_706156, YP_001136150, YP_952365,
ZP_01221833, YP_130076, NP_567936, AAR8B8762, ABK28586, NP_197634, CAD30694,
NP_001063962, BAD46254, NP_001030809, EAZ10132, EAZ43639, EAZ07989,
NP_001062488, CAB88537, NP_001052541, CAH66597, CAE02214, CAH66590,
CAB8R538, EAZ39844, AAZ06658, CAA68190, CAAS52019, and BAC84377
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[0189] In another preferred embodiment of the present invention, the hydrocarbon
modification enzyme suitable for use with the microorganisms and methods of the invention

is a fatty acyl-CoA reductase. Fatty acyl-CoA reductases include, without limitation, those
listed in Table 9.

[0190] Table 9. Fatty acyl-CoA reductases listed by GenBank accession numbers.

NP_187805, AB0O14927, NP_001049083, CAN83375, NP_191229, EAZA2242, EAZ06453,
CAD30696, BAD31814, NP_190040, AAD38039, CAD30692, CAN81280, NP_197642,
NP_150041, AAL15288, and NP_190042

f0191] In another preferred embodiment of the present invention, the hydrocarbon
modification enzyme suitable for use with the microorganisms and methods of the invention

is a fatty aldehyde decarbonylase. Fatty aldehyde decarbonylases include, without limitation,
those listed in Table 10.

[0192] Table 10. Fatty aldehyde decarbonylases listed by GenBank accession numbers.

NP_850932, ABNOT7985, CAN60676, AAC23640, CAA65199, AAC24373, CAE03390,
ABD28319, NP_181306, EAZ31322, CAN63491, EAY94825, EAY86731, CAL55686,

XP_001420263, EAZ23849, NP_200588, NP_001063227, CAN83072, AAR90847, and
AAR97643

[0193] Additional examples of amino acid sequences for hydrocarbon modification
enzymes or nucleic acids encoding them are described in U.S. Patent Nos. 6,610,527,
6,451,576, 6,429,014, 6,342,380, 6,265,639, 6,194,185, 6,114,160, 6,083,731, 6,043,072,
5,994,114, 5,891,697, 5,871,988, and 6,265,639, and further described in GenBank Accession
numbers AAQ18435, ZP_00513891, Q38710, AAK60613, AAK60610, AAK60611,
NP_113747, CAB75874, AAK60612, AAF20201, BAA11024, AF205791, and CAA03710.

{0194} In particular embodiments, microorganisms of the present invention are genetically
engineered to express one or more exogenous genes selected from a fatty acyl-ACP
thioesterase, a fatty acyl-CoA/aldehyde reductase, a fatty acyl-CoA reductase, a fatty
aldehyde reductase, or a fatty aldehyde decarbonylase. Suitable expression methods are
described above with respect to the expression of a lipase gene, including, among other

methods, inducible expression and compartmentalized expression.
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[0195] Other suitable enzymes for use with the microrganisms and the methods of the
invention include those that have at least 70% amino acid identity with one of the proteins
listed in Tables 7-10, and that exhibit the corresponding desired enzymatic activity (e.g.,
cleavage of a fatty acid from an acyl carrier protein, reduction of an acyl-CoA to an aldehyde
or an alcohol, or conversion of an aldehyde to an alkane). In additional embodiments, the
enzymatic activity is present in a sequence that has at least about 75%, at least about 80%, at
least about 85%, at least about 90%, at least about 95%, or at least about 99% identity with
one of the above described sequences, altl of which are hereby incorporated by reference as if

fully set forth.

[0196] The hydrocarbon modification enzymes described herein are useful in the
production of various hydrocarbons from a microorganism (e.g., a microalgae, an oleaginous
yeast, or a fungus) or population of microorganisms, whereby a fatty acyl-ACP thioesterase
cleaves a fatty acid from an acyl carrier protein (ACP) during lipid synthesis. Through
further enzymatic processing, the cleaved fatty acid is then combined with a coenzyme to
yield an acyl-CoA molecule. This acyl-CoA is the substrate for the enzymatic activity of a
fatty acyl-CoA reductase to yield an aldehyde, as well as for a fatty acyl-CoA/aldehyde
reductase to yield an alcohol. The aldehyde produced by the action of the fatty acyl-CoA .
reductase identified above is the substrate for further enzymatic activity by either a fatty

aldehyde reductase to yield an alcohol, or a fatty aldehyde decarbonylase to yield an alkane.

[0197]) The hydrocarbon modification enzymes have a specificity for acting on a substrate
which includes a specific number of carbon atoms. For example, a fatty acyl-ACP
thioesterase may have a specificity for cleaving a fatty acid having 12 carbon atoms from the
ACP. Thetefore, in various embodiments, the microorganism can contain an exogenous gene
that encodes a protein with specificity for catalyzing an enzymatic activity (e.g., cleavage of a
fatty acid from an ACP, reduction of an acyl-CoA to an aldehyde or an alcohol, or conversion
of an aldehyde to an alkane) with regard to the number of carbon atoms contained in the
substrate. The enzymatic specificity can, in various embodiments, be for a substrate having
from 8 to 34 carbon atoms, preferably from 8 to 18 carbon atoms, and more preferably from
10 to 14 carbon atoms. The most preferred specificity is for a substrate having 12 carbon
atoms. In yet another embodiment, the preferred specificity is for a substrate having 14

carbon atoms. In other embodiments the specificity can be for 20 to 30 carbon atoms.
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[0198] By selecting the desired combination of exogenous genes to be expressed, one can
tailor the product generated by the microorganism, which may then be extracted from the
aqueous biomass. For example, in certain embodiments, the microorganism contains: (i) an
exogenous gene encoding a fatty acyl-ACP thioesterase; and, optionally, (ii) an exogenous
gene encoding a fatty acyl-CoA/aldehyde reductase or a fatty acyl-CoA reductase; and,
optionally, (iii) an exogenous gene encoding a fatty aldehyde reductase or a fatty aldehyde
decarbonylase. The microorganism, when cultured as described herein, synthesizes a fatty
acid linked to an ACP and the fatty acyl-ACP thioesterase catalyzes the cleavage of the fatty
acid from the ACP to yield, through further enzymatic processing, a fatty acyl-CoA molecule.
When present, the fatty acyl-CoA/aldehyde reducatase catalyzes the reduction of the acyl-
CoA to an alcohol. Similarly, the fatty acyl-CoA reductase, when present, catalyzes the
reduction of the acyl CoA to an aldehyde. In those embodiments in which an exogenous
gene encoding a faity acyl-CoA reductase is present and expressed to yield an aldehyde
product, a fatty aldehyde reductase, encoded by the third exogenous gene, catalyzes the
reduction of the aldehyde to an alcohol. Similarly, a fatty aldehyde decarbonylase catalyzes

the conversion of the aldehyde to an alkane, when present in the microrganism.

[0199] Genes encoding such enzymes can be obtained from cells already known to exhibit
significant lipid production such as Chlorella protothecoides. Genes already known to have a
role in lipid production, e.g., a gene encoding an enzyme that saturates double bonds, can be
transformed individually into recipient cells. However, to practice the invention it is not
necessary to make a priori ansumptions as to which genes are required. A library of DNA
containing different genes, such as cDNAs from a good lipid-production organism, can be
transformed into recipient cells. The ¢cDNA is preferably in operable linkage with a promoter
active in microalgae. Different recipient microalgae cells transformed by a library receive
different genes from the library. Transformants having improved lipid production are
identified though screening methods known in the art, such as, for example, HPLC, gas
chromatography, and mass spectrometry methods of hydrocarbon analysis (for examples of
such analysis, sce Biomass and Bioenergy Vol. 6. No. 4. pp. 269-274 (1994); Experientia 38,
47-49 (1982}; and Phytochemistry 65 (2004} 3159-3165). These transformants are then
subjected to further transformation with the original library and/or optionally interbred to
generate a further round of organisms having improved lipid production. General procedures
for evolving whole organisms to acquire a desired property are described in, e.g., US

6,716,631. Such methods entail, e.g., introducing a library of DNA fragments into a plurality
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of cells, whereby at least one of the fragments undergoes recombination with a segment in the
genome or an episome of the cells to produce modified cells. The modified celis are then
screened for modified cells that have evolved toward acquisition of the desired function.
Vectors and methods for transformation are analogous to those discussed in connection with

expression of lipase genes.

[0200] Furthermore, subtractive libraries can be used to identify genes whose transcription
is induced under different conditions, especially conditions employed in culturing
microorganisms for biodiesel production, or for the production of hydrocarbons useful as a
feedstock for industrial applications. Subtractive libraries contain nucleotide sequences
reflecting the differences between two different samples. Such libraries are prepared by
procedures that include the steps of denaturing and hybridizing populations of
polynucleotides (e.g., mRNA, ¢cDNA, amplified sequences) from each sample. Sequences
common to both samples hybridize and are removed, leaving the sequences that differ
between the samples. In this manner, sequences that are induced under particular conditions
can be identified. This technique can be employed, for example, to identify genes useful for
increasing lipid (e.g., fatty acid) production and, in particular, lipid production under any
desired culture conditions. The subtractive hybridization technique can also be employed to
identify promoters, e.g., inducible promoters, usefu! in expression constructs according to the

invention.

[0201] Thus, for example, subtractive libraries can be prepared from microorganism
cultures grown autotrophically (in the light without a fixed carbon source) or
heterotrophically (in the dark in the presence of a fixed carbon source). In particular,
heterotrophic genes may be induced during dark growth in the presence of a fixed carbon
source and may therefore be present in a library generated by subtracting sequences from
autotrophic cells from sequences from dark heterotrophic cells. Subtractive libraries can also
be prepared from cultures to which a particular carbon substrate, such as glucose, has been
added to identify genes that play a role in metabolizing the substrate. Subtractive libraries
prepared from cultures grown in the presence of excess versus limited nitrogen can be used to
identify genes that control cell division as opposed to hydrocarbon accumulation production.
The preparation of a subtractive library from a culture to which lipids (e.g., fatty acids) ha{ve
been added can help identify genes whose overexpression increases fatty acid production.

More specifically, the addition of fatty acids to a culture of cells that can use the added fatty
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acids will lead to the down-regulation of fatty acid synthetic genes to down-regulate fatty

acid production. The overexpression of one or more such genes will have the opposite effect.

2, Increased Carbon Flux Into Lipid Pathway

{0202] Some microalgae produce significant quantities of non-lipid metabolites, such as,
for example, polysaccharides. Because polysaccharide biosynthesis can use a significant
proportion of the total metabolic energy available to cells, mutagenesis of lipid-producing
cells followed by screening for reduced or eliminated polysaccharide production generates

novel strains that are capable of producing higher yields of lipids.

[0203] The phenol: sulfuric acid assay detects carbohydrates (see Heliebust, Handbook of
Phycological Methods, Cambridge University Press, 1978; and Cuesta G., et al., J. Microbiol.
Methods, 2003 Jan;52(1):69-73). The 1,6 dimethylmethylene blue assay detects anionic
polysaccharides. (see for example Braz. J. Med. Biol. Res. 1999 May;32(5):545-50; Clin.
Chem. 1986 Nov;32(11):2073-6).

[0204] Polysaccharides can also be analyzed through methods such as HPLC, size
exclusion chromatography, and anion exchange chromatography (see for example Prosky L,
Asp N, Schweizer TF, DeVries JW & Furda 1 (1988) Determination of insoluble, soluble and
total dietary fiber in food and food products: Interlaboratory study. Journal of the Association
of Official Analytical Chemists 71, 1017+1023; Int J Biol Macromol. 2003 Nov;33(1-3):9-
18). Polysaccharides can also be detected using gel electrophoresis (sec for example, Anal
Biochem. 2003 Oct 15;321(2):174-82; Anal Biochem. 2002 Jan 1;300(1):53-68).

V. METHODS OF CULTURING MICROORGANISMS
A. Bioreactor

[0205] Microorganisms are cultured both for purposes of conducting genetic manipulations
and for subsequent production of hydrocarbons (e.g., lipids, fatty acids, aldehydes, alcohols,
and alkanes). The former type of culture is conducted on a smalil scale and initially, at least,
under conditions in which the starting microorganism can grow. For example, if the starting
microorganism is a photoautotroph the initial culture is conducted in the presence of light.
The culture conditions can be changed if the microorganism is evolved or engineered to grow
independently of light. Culture for purposes of hydrocarbon production is preferentially
conducted on a large scale (e.g., 10,000L, 40,000L, 100,000L or larger bioreactors) in a

bioreactor. Microorganisms {e.g., microalgae) of the invention are typically cultured in the
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methods of the invention in liquid media within a bioreactor, typically in the absence of light

(heterotrophic growth).

[0206] The bioreactor or fermentor is used to culture microalgal cells through various
phases of their physiological cycle. Bioreactors offer many advantages for use in the
heterotrophic growth and propagation. To produce biomass for lipid production, microalgae
are preferably grown in large quantities in liquid, such as in suspension cultures as an
example. Bioreactors such as stainless steel fermentors can accommodate very large culture
volumes (40,000 liter and greater capacity bioreactors are used in various embodiments of the
invention). Bioreactors also typically allow for the control of culture conditions such as
temperature, pH, oxygen tension, and carbon dioxide levels. For example, bioreactors are
typically configurable, for example, using ports attached to tubing, to allow gascous
components, like oxygen or nitrogen, to be bubbled through a liguid culture. Other culture
parameters, such as pH of the culture media, the identity and concentration of trace elements,

and other media constituents can also be more readily manipulated using a hioreactor.

[0207] Bioreactors can be configured to flow culture media through the bioreactor
throughout the time period during which the microalgae reproduce and increase in number.

In some embodiments, for example, media can be infused into the biorcactor after inoculation
but before the cells reach a desired density. In other instances, a bioreactor is filled with
culture media at the beginning of a culture, and no more culture media is infused after the
culture is inoculated. In other words, the microalgal biomass is cuitured in an aqueous
medium for a period of time during which the microalgae reproduce and increase in number;
however, quantities of aqueous culture medium are not flowed through the bioreactor
throughout the time period. Thus, in some embodiments, aqueous culture medium is not

flowed through the bioreactor after inoculation.

[0208] Bioreactor ports can be used to introduce, or extract gases, solids, semisolids, and
liquids, into the bioreactor chamber containing microalgae. While many bioreactors have
more than one port (for example, one for media entry, and another for sampling), it is not
necessary that only one substance enter or leave a port. For example, a port can be used to
flow culture media or additional carbon source into the bioreactor and later be used for
sampling, gas entry, gas exit, or other purposes. Preferably, a sampling port can be used
repeatedly without altering or compromising the axenic nature of the culture. A sampling

port can be configured with a valve or other device that allows the flow of sample to be
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stopped or started or to provide a means of continous sampling. Bioreactors typically have at
least one port that allows inoculation of a culture, and such a port can also be used for other

purposes such as media or gas cntry.

[0209] Bioreactors allow the gas content of the culture of microorganism (e.g., microalgac)
to be manipulated. To illustrate, part of the volume of a bioreactor can be gas rather than
liquid, and the gas inlets of the bioreactor allow pumping of gases into the bioreactor. Gases
that can be beneficially pumped into a bioreactor include air, air/fCO, mixtures, noble gases,
such as argon, and other gases. Bioreactors are typically equipped to enable the user to
control the rate of entry of a gas into the bioreactor. As noted above, increasing gas flow into

a bioreactor can be used to increase mixing of the culture.

[0210] Increased gas flow affects the turbidity of the culture as well, Turbulence can be
achieved by placing a gas entry port below the level of the aqueous culture media so that gas
entering the bioreactor bubbles to the surface of the culture. One or more gas exit ports allow
gas to escape, thereby preventing pressure buildup in the bioreactor. Preferably a gas exit

port leads to a “one-way” valve that prevents contaminating microorganisms from entering

the bioreactor.
B. Media

[0211}) Culture media for the cultivation of microorganisms, including microalgae, typically
contains components such as a fixed nitrogen source, a fixed carbon source, trace elements,
optionally a butfer for pH maintenance, and phosphate (typically provided as a phosphate
salt). Other components can include salts such as sodium chloride, particularly for seawater
microalgae. Nitrogen sources include organic and inorganic nitrogen sources, including, for
example, but without limitation, molecular nitrogen, nitrate, nitrate salts, ammonia (pure or in
salt form, such as (NH4).SO4 and NH,OH), protein (and amino acids), soybean meal,
cornsteep liquor, and yeast extract. Examples of trace elements include zing, boron, cobalt,
copper, manganese, and molybdenum, in for example, the respective forms of ZnCl;, H3BOs,

C0C12'6H20, CuClz-ZHzo, MﬂC124HgO and (NH4)5M07024'4H20.

[0212] Solid and liquid growth media are generally available from a wide variety of
sources, and instructions for the preparation of particular media that is svitable for a wide
variety of strains of microorganisms can be found, for example, online at
http://www.utex.org/, a site maintained by the University of Texas at Austin, 1 University

Station A6700, Austin, Texas 78712-0183, for its culture collection of algae (UTEX). For
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example, various fresh water and salt water media include those described in PCT Pub No.

2008/151149, incorporated herein by reference.

[0213] In a particular example, Proteose Medium is suitable for axenic cultures, and a 1
liter volume of Proteose Medium (pH ~6.8) can be prepared by the addition of 1g proteose
peptone to 1 liter of Bristol Medium. Bristol Medium comprises 2.94 mM NaNQs, 0.17 mM
CaCl,-2H;0, 0.3 mM MgS0O4-7H,0, 0.43 mM K;HPO,, 1.29 mM KH,PO,4 and 1.43 mM
NaCl in an aqueous solution. The solution is covered and autoclaved, and the stored at a
refrigerated temperature prior to use. Another example is the Prototheca isolateion medium
(PIM), which compriscs 10g/L. postassium hydrogen phthalate (KHP), 0.9g/L sodium
hydroxide, 0.1g/l. magnesium sulfate, 0.2g/L potassium hydrogen phospﬁate, 0.3g/L.
ammonium chloride, 10g/L glucose, 0.001g/L thiamine hydrochloride, 20g/L agar, 0.25g/L 3-
fluorocytosine, at a pH in the range of 5.0 to 5.2 (see Pore (1973) App. Microbiology, 26:648-
649). Other suitable media for use with the methods of the invention can be readily identified
by consulting the URL identified above, or by consulting other organizations that maintain
cultures of microorganisms, such as SAG, CCAP or CCALA. SAG refers to the Culture
Collection of Algae at the University of Géttingen (Gottingen, Germany), CCAP rfers to the
culture collection of algae and protozoa managed by the Scottish Association for Marine
Science (Scotland, United Kingdom), and CCLA refers to the culture collection of algal
laboratory at the Institute of Botany (Tfeboti, Czech Republic). Additionally, US Patent No.
5,900,370 describes media formulations and conditions suitable for heterotrophic

fermentaition of Prototheca species.

[0214] For oil (lipid) production, selection of fixed carbon source is important, as the cost
of the fixed carbon source must be sufficiently low to make oil production economical. Thus,
while suitable carbon sources include, for example, acetate, floidoside, fructose, galactose,
glucuronic acid, glucose, glycerol, lactose, mannose, N-acetylglucosamine, rhamnose,
sucrose, glucose, and/or xylose, selection of feedstocks containing these compounds is an
important aspect of the methods of the invention. Some microorganism (e.g., microalgae)
species can grow by utilizing a fixed carbon source such as glucose or acetate in the absence
of light. Such growth is known as heterotrophic growth. For Chlorella protothecoides, for
example, heterotrophic growth results in high production of biomass and accumulation of
high lipid content in cells, Other suitable feedstocks include, for eample, black liquor, corn
starch, depolymerized cellulosic material, milk whey, molasses, thick cane juice, potato,

sorghum, sucrose, sugar beet, sugar cane, rice and wheat. Carbon sources can also be
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provided as a mixture, such as a mixture of sucrose and depolymerized sugar beet pulp. The
one or more carbon source(s) can be supplied at a concentration of at least about 50 pM, at
least about 100 uM, at least about 500 uM, at least about SmM, at least about 50 mM, at least
about 500mM, of one or more exogenously provided fixed carbon source(s). Carbon sources
of particular interest for purposes of the present invention include cellulose (in a

depolymerized form), glycerol, sucrose (in the form of cane juice or molasses) and sorghum.

[0215] Some microorganisms naturally grow on or can be engineered to grow on a fixed
carbon source that is a heterogeneous source of compounds such as municipal waste,
secondarily treated sewage, wastewater, and other sources of fixed carbon and other nutrients
such as sulfates, phosphates, and nitrates. The sewage component serves as a nutrient source

in the production of hydrocarbons, and the culture provides an inexpensive source of -

hydrocarbons,

[0216] In some heterotrophic growth methods, microorganisms can be cultured using
cellutosic biomass as a feedstock. Cellulosic biomass (e.g., stover, such as corn stover) is
inexpensive and readily available; however, attempis to use this material as a feedstock for
yeast have failed. In particular, such feedstock have been found to be inhibitory to yeast
growth, and yeast cannot use the 5-carbon sugars produced from cellulosic materials (e.g.,
xylose from hemi-cellulose). By contrast, microalgae can grow on processed cellulosic
material. Accordingly, heterotrophic growth methods include a method of culturing a

microalgae in the presence of a cellulosic material and/or a 5-carbon sugar. Cellulosic

materials generally include:

Component Percent Dry Weight
Cellulose 40-60%
Hemicellulose 20-40%
Lignin 10-30%

[0217] Suitable cellulosic materials include residues from herbaceous and woody energy
crops, as well as agricultural crops, i.e., the plant parts, primarily stalks and leaves, not
remaoved from the fields with the primary food or fiber product. Examples include corn
stover (stalks, leaves, husks, and cobs), wheat straw, and rice straw. Five-carbon sugars that

are produced from such materials inctude xylose.
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[0218] Chlorella protothecoides, for example, has been shown to exhibit higher levels of
productivity when cultured on a combination of glucose and xylose than when cultured on
either glucose or xylose alone. This synergistic effect provides a significant advantage in that
it allows cultivation of Chlorella on combinations of xylose and glucose, such as cellulosic

material.

[0219] 1In another embodiment of the methods of the invention, the carbon source is
sucrose, including a complex feedstock containing sucrose, such as thick cane juice from
sugar cane processing or molasses. In one embodiment, the culture medium further includes
at least one sucrose utilization enzyme. In some cases, the culture medium includes a sucrose
invertase. In one embodiment, the sucrose invertase enzyme is a secretable sucrose invertase
enzyme encoded by an exogenous sucrose invertase gene expressed by the population of
microorganisms. Thus, in some cases, the microalgae has been genetically engineered to
express a sucrose utilization enzyme, such as a sucrose transporter, a sucrose invertase, a

hexokinase, a glucokinase, or a fructokinase.

[0220] Complex feedstocks containing sucrose include waste molasses from sugar cane
processing; the use of this low-value product of sugar cane processing can provide significant
cost savings in the production of lipids/foil. Another complex feedstock containing sucrose
that is useful in the the methods of the invention is sorghum, including sorghum syrup and
pure sorghum. Sorghum syrup is produced from the juice of sweet sorghum cane; its sugar

profile consists of mainly glucose (dextrose), fructose, and sucrose.

C. Increasing Yield Of Lipids

[0221] Tor the production of lipids/oil in accordance with the methods of the invention, it is
preferable to culture cells in the dark, as 1s the case, for example, when using extremely large
(40,000 liter or greater capacity) fermentors that do not allow lLight to strike the culture. As
an example, an inoculum of lipid-producing microalgal cells are introduced into the medivm,;
there is a lag period (lag phase) before the cells begin to propagate. Following the lag phase,
the propagation rate increases steadily and enters the log, or exponential phase. The
exponential phase is in turn followed by a slowing of propagation due to decreases in
nutrients such as nitrogen, increases in toxic substances, and quorum sensing mechanisms.
After this slowing, propagation stops, and cells enter a stationary phase or steady growth
state, depending on the particular environment provided to the cells. For obtaining lipid-rich

biomass, the culture is typically harvested well after the end of the exponential phase, which
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may be terminated early by allowing nitrogen or another key nutrient (other than carbon) to
become depleted, forcing the cells to convert the carbon sources, which are present in excess,
to lipid. Culturc parameters can be manipulated to optimize total oil production, the

combination of lipid species produced, and/or production of a specific oil.

[0222] Process conditions can be adjusted to increase the yield of lipids suitable for use as
biodiesel or other target molecules, and/or to reduce production cost. For example, in certain
embodiments, a microbe (e.g., a microalgae) is cultured in the presence of a limiting
concentration of one or more nutrients, such as, for example, nitrogen. This condition tends
to increase microbial lipid yield over microbial lipid yield in a culture in which nitrogen is
provided in excess. In particular embodiments, the increase in lipid yield is at least about:
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 75%, 100%, 200%, 300%, 400%, or 500%. The microbe can be
cultured in the presence of a limiting amount of the nutrient for a portion of the total culture
period or for the entire period. In particular embodiments, the nutrient concentration is
cycled between a limiting concentration and a non-limiting concentration at least twice
during the total culture period. In addition, as described above, certain fixed carbon
feedstocks, such as glycerol, can be employed to increase the percentage of cell weight that is

lipid, in relation to comparable quantities of other fixed carbon feedstocks.

[0223] To increase lipid yield, acetic acid can be employed in the feedstock for a lipid-
producing microbe (e.g., a microalgae). Acetic acid feeds directly into the point of
metabolism that initiates fatty acid synthesis (i.e., acetyl-CoA); thus providing acetic acid in
the culture can increase fatty acid production. Generally, the microbe is cultured in the
presence of a sufficient amount of acctic acid to increase microbial lipid yield, and/or
microbial fatty acid yield, specifically, over micraobial lipid (e.g., fatty acid) yield in the

absence of acetic acid.

{0224] In another embodiment, lipid yield is increased by culturing a lipid-producing
microbe (e.g., microalgae) in the presence of one or more cofactor(s) for a lipid pathway
enzyme (e.g., a fatty acid synthetic enzyme). Generally, the concentration of the cofactor(s)
is sufficient to increase microbial lipid (e.g., fatty acid) yield over microbial lipid yield in the
absence of the cofactor(s). In a particular embodiment, the cofactor(s) are provided to the
culture by including in the culture a microbe (e.g., microalgae) containing an exogenous gene
encoding the cofactor(s). Alternatively, cofactor(s) may be provided to a culture by including

a microbe (e.g., microalgae) containing’an exogenous gene that encodes a protein that
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participates in the synthesis of the cofactor. In certain embodiments, suitable cofactors
include any vitamin required by a lipid pathway enzyme, such as, for example: biotin,
pantothenate, Genes encoding cofactors suitable for use in the invention or that participate in
the synthesis of such cofactors are well known and can be introduced into microbes (e.g.,

microalgae), using constructs and techniques such as those described above.

D. Microalgal Biomass with High Oil Content

[0225] Microalgal biomass with a high percentage of 0il/lipid accumulation by dry cell
weight has been generated using different methods of culture, which are known in the art.
Microalgal biomass with a higher percentage of accumulated oil/lipid is useful in accordance
with the present invention. Li et al. describe Chlorella vulgaris cultures with up to 56.6%
lipid by dry cell weight (DCW) in stationary cultures grown under autotrophic conditions
using high iron concentrations (Li et al., Bioresource Technology 99(11):4717-22 (2008)).
Rodolfi et al., describe Nanochloropsis sp. and Chaetoceros calcitrans cultures with 60%
lipid by DCW and 39.8% lipid by DCW, respectively, grown in a photobioreactor under
nitrogen starvation conditions (Rodolfi et al., Biotechnology & Bioengineering (2008) [Jun18
Epub ahead of print]). Solovchenko et al., describe Parietochloris incise cultures with
-approximately 30% lipid accumulation (by DCW) when grown phototrophically and under
low nitrogen conditions (Solovchenko et al., Journal of Applied Phycology 20:245-251
{2008)). Chlorella protothecoides can produce up to 55% lipid (DCW) grown under certain
heterotrophic conditions with nitrogen starvation (Miao and Wu, Bioresource Technology
97:841-846 (2006)). Other Chlorella species inciuding Chlorella emersonii, Chiorella
sorokiniana and Chlorella minutissima have been described to have accumulated up to 63%
oil (DCW) when grown in stirred tank bioreactors under low-nitrogen media conditions
(Iitman et al., Enzyme and Microbial Technology 27:631-635 (2000)). Still higher percent
lipid accumulation by dry cell weight has been reported, including 70% lipid (DCW)
accumulation in Dumaliella tertiolecta cultures grown in increased NaCl conditions (Takagi
et al., Journal of Bioscience and Bioengineering 101(3): 223-226 (2006)) and 75% lipid
accumulation in Botryococcus braunii cultures (Banerjee et al., Critical Reviews in
Biotechnology 22(3): 245-279 (2002)).

[0226] Microalgal biomass generated by the culture methods described herein and useful in
accordance with the present invention comprises at least 10% microalgal oil by dry weight.

In some embodiments, the microalgal biomass comprises at least 15%, at least 25%, at least
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35%, at least 45%, at least 55%, or at least 60% microalgal oil by dry weight. In some
embodiments, the microalgal biomass contains from 10-90% microalgal oil, from 25-75%

microalgal oil, form 40-75% microalgal oil, or from 50-70% microalgal oil by dry weight.

E. Culturing Microorganisms Under Induced Conditions

[0227] As described herein, in certain embodiments of the present invention,
microorganisms are cultured under induced conditions, i.e., by providing a stimulus.
Generally, this is carried out as follows: The microorganism is cultured for a first period of
time sufficient to increase the cell density. Then, the stimulus is provided and the
microorganisms are cultured for a second period of time. During the second period of time
the desired effect of the stimulus takes place, e.g., induction of an exogenous gene or
increased lipid production. Culturing the microorganisms for the second period of time can
be in the continued presence of the stimulus. Alternatively, the stimulus may not be provided
or may only partially provided (i.e., for a limited time) during the culturing of the

microorganism for the second period of time.

F. Storing Microorganisms Prior to Extraction of Lipid

[0228] 1In some cases it is desirable to store cultured microorganisms for a period of time
prior to subjecting them to the extraction processes described below. In some methods of the
invention, the microorganisms, produced via a culturing process as described herein are
optionally stored for a period of time between termination of the culturing process and lysing
the microorganism. In some cases, the microorganism is stored for at least one hour between
termination of the culturing process and lysing the cuitured microorganism. In other cases,
the microorganism is stored for at least two hours, at least three hours, at least four houfs, at
least five hours, at least six hours, at least seven hours, at least eight hours, at least nine
hours, at least ten hours, at least eleven hours, at least twelve hours, at least thirteen hours, at
least fourteen hours, at least fifteen hours, at least sixteen hours, at leasts seventeen hours, at
least eighteen hours, at least nineteen hours, at least twenty hours, at least twenty-one hours,
at least twenty-two hours, at least twenty-three hours, or for at least twenty-four hours
between termination of the culturing process and lysing the cultured microorganism. In some
cases, the microorganism is stored for at least thirty-six hours between termination of the
culiuring process and lysing the cultured microorganism. In some cases, the microorganism
is stored for at least forty-eight hours between termination of the culturing process and lysing

the cultured microorganism, or for longer periods of time. In other cases, the microorganism
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is stored for at least sixty or seventy-two hours, or longer, between termination of the

culturing process and lysing the cultured microorgansim.

[0229] | Microorganisms prepared in a culture process are optionally stored at a temperature
below 15 degrees Celsius between termination of the culturing process and lysing the
cultured microorganism. In some cases the microorganisms are stored at a temperature below
14°C, below 13°C, below 12°C, below 11°C, below 10°C, below 9°C, below 8°C, below
7°C, below 6°C, below 5°C, below 4°C, below 3°C, below 2°C, or below 1°C between
termination of the culturing process and lysing the cultured microorganism. In some cases,
the microorganism is stored at a temperature above 30 degrees Celsius between termination
of the culturing process and lysing the cultured microorganism. In some cases, the
microorganism is stored at a temperature above 40 degrees Celsius between termination of
the culturing process and lysing the cultured microorganism. In other cases, the
microorganism is stored at a temperature above 31°C, above 32°C, above 33°C, above 34°C,
above 35°C, above 36°C, above 37°C, above 38°C, above 39°C, above 41°C, above 42°C,
above 43°C, above 44°C, above 45°C, above 46°C, above 47‘;C, above 48°C, above 49°C, or
above 50°C between termination of the culturing process and lysing the cultured

microorganism.

[0230] In some cases, storage or ageing of the cultured microorganisms is used to disrupt
the cells to facilitate oil extraction. With storage, the cell structure may weaken sufficiently
to cause the contents of the cells to begin Jeaking, or to permit passage of reagents or other
materials into the cells to facilitate extraction of the lipid contents. Storage can be used in

this context in combination with other lysing methods described below.

[0231] In some cases, the microorganism is subjected to agitation during storage. Agitation
can be in addition to any combination of storage conditions set forth above. Agitation can be
done on a shaker, vortexer, or the like. Agitation can also result from the shear forces present
during high g force centrifugation. Alternatively, the microorganism is not agitated during
storage. The microorganisms can be stored in a bioreactor or other culture vessel, or

optionally transferred to a separate storage container.
VI.  METHODS OF EXTRACTION OF LIPID FROM MICROORGANISM

[0232] 1In one aspect, the present invention is directed to a process for extracting,
recovering, isolating or obtaining lipids from microorganisms. The process of the present

invention is applicable to extracting a variety of lipids from a variety of microorganisms.
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A. Lysing Cells

[0233] Intracellular lipids produced in microorganisms are extracted afier lysing the cells of

the microorganism. Once extracted, the lipids can be further refined to produce a high purity

lipids.

[0234] After completion of culturing, the microorganisms can be separated from the
fermentation broth, preferably without a drying step such as drum drying, spray drying, tray
drying, vacuum drying and other steps that remove substantially all of the extracellular and
intracellular water from the broth. Optionally, the separation is effected by centrifugation to
generate a concentrated paste. Centrifugation does not remove significant amounts of
intracellular water from the microorganisms and is not a drying step. The biomass can then
be washed with a washing solution (e.g., DI water) to get rid of the fermentation broth and
debris. Optionally, the washed microbial biomass may also be dried (oven dried,
luyophilized, etc.) prior to cell disruption. Alternatively, cells can be lysed without
separation from some or all of the fermentation broth when the fermentation is complete. For
example, the cells can be at a ratio of less than 1:1 v:v cells to extracellular liquid when the

cells are lysed.

[0235] Microorganism containing a lipid can be Iysed to produce a lysate. As detailed
herein, the step of Iysing a microorganism (also referred to as cell lysis) can be achieved by
any convenient means, including heat-induced lysis, adding a base, adding an acid, using
enzymes such as proteases and polysaccharide degradation enzymes such as amylases, vsing
ultrasound, mechanical lysis, nsing osmotic shock, infection with a lytic virus, and/or
expression of one or more lytic genes. Lysis is performed to release intracellular molecules
which have been produced by the microorganism. Each of these methods for lysing a

microorganism can be used as a single method or in combination.

[0236] The extent of cell disruption can be observed by microscopic analysis. Using one or
more of the methods described herein, typically more than 70% cell breakage is observed.
Preferably, cell breakage is more than 80%, more preferably more than 90% and most

preferred about 100%.

[0237] In particular embodiments, the microorganism is Iysed after growth, for example to
increase the exposure of cellular lipid to a catalyst for transesterification such as a lipase or a
chemical catalyst, expressed as described above. The timing of lipase expression {(e.g., via an

inducible promoter), cell lysis, and the adjustment of transesterification reaction conditions
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(e.g., removal of water, addition of alcohol, etc.) can be adjusted to optimize the yield of fatly
acid esters from lipase-mediated transesterification. Below are described a number of lysis

techniques. These techniques can be used individually or in combination.

1. Heat-Induced Lysis

[0238] In a preferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganisim comprises heating of a cellular suspension containing the microorganism. In
this embodiment, the fermentation broth containing the microorganisms (or a suspension of
microorganisms isolated from the fermentation broth) is heated until the microorganisms, i.e.,
the cell walls and membranes of microorganisms degrade or breakdown. Typically,
temperatures applied are at least 50°C. Higher temperatures, such as, at least 60°C, at least
70°C, at least 80°C, at least 90°C, at least 100°C, at least 110°C, at least 120°C, at least 130°C
or higher are used for more efficient cell lysis. Example 7 describes an embodiment of lysis

using heat treatment.

[0239] Lysing cells by heat treatment can be performed by boiling the microorganism.
Alternatively, heat treatment (without boiling) can be performed in an autoclave (see

Example 6). The heat treated lysate may be cooled for further treatment.

[0240] Cell disruption can also be performed by steam treatment, i.e., through addition of
pressurized steamn. Steam treatment of microalgae for cell disruption is described, for
example, in U.S. Patent No. 6,750,048.

2. Lysis Using A Base

[0241] In another preferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganism comprises adding a base to a cellular suspension containing the

Microorganism.

[0242] The base should be strong enough to hydrolyze at least a portion of the
proteinaceous compounds of the microorganisms used. Bases which are useful for
solubilizing proteins are known in the art of chemistry. Exemplary bases which are useful in
the methods of the present invention include, but are not limited to, hydroxides, carbonates
and bicarbonates of lithtum, sodium, potassium, calcium, and mixtures thereof. A preferred

base is KOH. Examples 6 and 7 describe embodiments of cell lysis using KOH.
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3. Acidic Lysis

{0243] In another preferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganism comprises adding an acid to a cellular suspension containing the
microorganism. Acid lysis can be effected vusing an acid at a concentration of 10-500 mN or
preferably 40-160 nM. Acid lysis is preferably performed at above room temperature {e.g., at
40-160°, and preferably a temperature of 50-130°, For moderate temperatures {(e.g., room
ternperature to 100°C and particularly room temperature to 65°, acid treatment can usefully
be combined with sonication or other cell disruption methods. Example 7 describes

embodiments of cell lysis using acidic lysis.

4. Lysing Cells Using Enzymes

[0244] In another preferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganism comprises lysing the microorganism by using an enzyme. Preferred enzymes
for lysing a microorganism are proteases and polysaccharide-degrading enzymes such as
hemicellulase (e.g., hemicellulase from Aspergillus niger; Sigma Aldrich, St. Louis, MO;
#H2125), pectinase (e.g., pectinase from Rhizopus sp.; Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
#P2401), Mannaway 4.0 L. (Novozymes), cellulase (e.g., cellulose from Trichoderma viride;
Sigma Aldrich, St. Louis, MQO; #C9422), and driselase {e.g., driselase from Basidiomycetes
sp.; Sigma Aldrich, St. Louis, MO; #D9515. Example 7 describes embodiments of cell lysis

using enzymes.
a) Cellulases

[0245] In a preferred embodiment of the present invention, a cellulase for lysing a
microorganism is a polysaccharide-degrading enzyme, optionally from Chlorella or a
Chlorella virus. Example 7 describes embodiments of cell lysis using a cellulase. Another
example of a polysaccharide-degrading enzyme that can be used is mannaway, as described

in the Examples.

b) Proteases

[0246] Proteases such as Streptomyces griseus protease, chymotrypsin, proteinase K,
proteases listed in Degradation of Polylactide by Commercial Proteases, Oda Yet al., Journal
of Polymers and the Environment, Volume 8, Number 1, January 2000 , pp. 29-32(4), and

other proteases can be used to lyse microorganisms. Other proteases that can be used include
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Alcalase 2.4 I'G (Novozymes) and Flavourzyme 100 L {(Novozymes), as described in the

Examples.

c) Combinations

[0247] Any combination of a protease and a polysaccharide-degrading enzyme can also be
used, including any combination of the preceding proteases and polysaccharide-degrading

enzymes.

5. Lysis Cells Using Ultrasound

[0248] In another preferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganism is performed by using ultrasound, i.e., sonication. Thus, cells can also by
lysed with high frequency sound. The sound can be produced electronically and transported
through a metallic tip to an appropriately concentrated cellular suspension. This sonication
(or ultrasonication) disrupts cellular integrity based on the creation of cavities in cell
suspension. Example 6 describes a method for cell lysis using ultrasound. Example 7

describes embodiments of cell lysis using sonication.

0. Mechanical Lysis

[0249] In another preferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganism is performed by mechanical lysis. Cells can be lysed mechanically and
optionally homogenized to facilitate hydrocarbon (e.g., lipid) collection. For example, a
pressure disrupter can be used to pump a cell containing sturry through a restricted orifice
valve. High pressure (up to 1500 bar) is applied, followed by an instant expansion through an
exiting nozzle. Cell disruption is accomplished by three different mechanisms: impingement
on the valve, high liquid shear in the orifice, and sudden pressure drop upon discharge,

causing an explosion of the cell. The method releases intracellular molecules.

[0250] Alternatively, a ball mill can be used. In a ball mill, cells are agitated in suspension
with small abrasive particles, such as beads. Cells break because of shear forces, grinding
between beads, and collisions with beads. The beads disrupt the cells to release cellular
contents. Cells can also be disrupted by shear forces, such as with the use of blending (such
as with a high speed or Waring blender as examples), the french press, or even centrifugation

in case of weak cell walls, to disrupt cells.
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7. Lysing Cells By Osmotic Shock (Cytolysis)

[0251] In another preferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganism is performed by applying an osmotic shock. This can be achieved, for
example, by centrifuging fermentation broth and resuspending the cell paste in deionized

water.

8. Infection With A Lytic Virus

[0252] In apreferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganism comprises infection of the microorganism with a Iytic virus. A wide variety
of viruses are known to lyse microorganisms suitable for use in the present invention, and the
selection and use of a particular lytic virus for a particular microorganism is within the level

of skill in the art.

(0253] For example, paramecium bursaria chlorella viras (PBCV-1) is the prototype of a
group (family Phycodnaviridae, genus Chlorovirus) of large, icosahedral, plague-forming,
double-stranded DNA viruses that replicate in, and lyse, certain unicellular, eukaryotic
chlorclla-like green algae. Accordingly, any susceptible microalgae, such as C.
protothecoides, can be lysed by infecting the culture with a suitable chlorella virus. Methods
of infecting species of Chlorella with a chlorella virus are known. See for example Adv.
Virus Res. 2006;66:293-336; Virology, 1999 Apr 25;257(1):15-23; Virology, 2004 Jan
5;318(1):214-23; Nucleic Acids Symp. Ser. 2000,(44):161-2; J. Virol. 2006 Mar;80(5):2437-
44; and Annu. Rev, Microbiol. 1999;53:447-94,

9. Autolysis (Expression of a Lytic Gene)

[0254] Tn another preferred embodiment of the present inveation, the step of lysing a
microorganism comprises autolysis. In this embodiment, a microorganism according to the
invention is genetically engineered to produce a lytic gene that will lyse the microorganism.
This lytic gene can be expressed using an inducible promoter, so that the cells can first be
grown to a desirable density in a fermentor and then harvested, followed by induction of the
promoter to express the lytic gene to lyse the cells. In one embodiment, the lytic gene

encodes a polysaccharide-degrading enzyme.

[0255] In certain other embodiments, the lytic gene is a gene from a lytic virus. Thus, for
example, a lytic gene from a Chlorella virus can be expressed in a Chiorella, such as C.

protothecoides.
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[0256] Suitable expression methods are described herein with respect to the expression of a
lipase gene. Expression of lytic genes is preferably done using an inducible promoter, such
as a promoter active in microalgae that is induced by a stimulus such as the presence of a
small molecule, light, heat, and other stimuli. Lytic genes from chlorella viruses are known.
For example, see Virology 260, 308-315 (1999); FEMS Microbiology Letters 180 (1999) 45-
53; Virology 263, 376-387 (1999); and Virology 230, 361-368 (1997).

10. Pressure Oscillation

[0257] In another preferred embodiment of the present invention, the step of lysing a
microorganism comprises subjecting the microorganism to rapid increases and decreases in
pressure. Such rapid increases and decreases are preferably performed across a wide enough

differential in pressure that the cells are not able to self-regulate, and burst as a result.

11. Additional Consideration

[0258] When lipids are not extracted immediately after isolating the microorganism, the
isolated microorganisms are typically dried. Drying a microorganism can be done, e.g., on a
drum dryer. Dried microorganisms can be packaged in vacuum-sealed containers to prevent

degradation of lipids.

B. Treatment Of Cell Lysate With Organic Solvent

[0259] A lipid produced by a microorganism is also referred herein as a "first lipid." A first

lipid may comprise one or more lipids produced by the microorganism.

[0260] A lipid used to extract a first lipid from a microorganism is referred to as a "second
lipid." A preferred second lipid is an oil. An organic solvent of the present invention

comprises a second lipid.

[0261] Some methods of the present invention comprise the step of treating a lysate with an
organic solvent. Typically, the organic solvent is added directly to the lysate without prior
separation of the lysate components. After addition of the solvent, the lysate separates either
of its own accord or as a result of centrifugation or the like into different layers. The layers
can include in order of decreasing density: a pellet of heavy solids, an aqueous phase, an
emulsion phase, and an 0il phase. The emulsion phase is an emulsion of lipids and aqueous
phase. Depending on the percentage of organic solvent added with respect to the lysate (w/w
or v/v), the force of centrifugation if any, volume of aqueous media and other factors, either

or both of the emulsion and oil phases can be present. .
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[0262] Incubation or treatment of the cell lysate or the emulsion phase with the organic
solvent is performed for a time sufficient to allow the lipid produced by the microorganism to

become solubilized in the organic solvent to form a heterogeneous mixture.
1. Oils

[0263] In a preferred embodiment of the present invention, an organic solvent 1s an oil
selected from the group consisting of oil from soy, rapeseed, canoia, palm, palm kernel,
coconut, corn, waste vegetable oil, Chinese tallow, olive, sunflower, cotton seed, chicken fat,
beef taltow, porcine tailow, microalgae, macroalgae, Cuphea, flax, peanut, choice white
grease (lard), Camelina sativa mustard seedcashew nut, oats, lupine, kenaf, calendula, hemp,
coffee, linseed, hazelnut, euphorbia, pumpkin seed, coriander, camellia, sesame, safflower,
rice, tung oil tree, cocoa, copra, pium poppy, castor beans, pecan, jojoba, jatropha,
macadamia, Brazil nuts, and avocado. Also included are fossil oils such as crude oil or a

distillate fraction of a fossil oil.

[0264] The amount of organic solvent added to the lysate is typically greater than 5%
(measured by v/v and/or w/w) of the the lysate with which the solvent is being combined.
Thus, a preferred v/v or w/w of the organic solvent is greater than 5%, at least 6%, at least
7%, at least 10%, at least 20%, at least 259, at least 30%. at least 40%, at least 50%, at least
60%, at least 70%, at least 80%, at least 90%, and at least 95% of the the cell lysate.

2. Other Organic Solvents

[0265] Other non-limiting examples of organic solvents which can be used to practice the
methods of the present invention include hexane, isohexane, methanol, dodecane, fossil-
derived crude oil and distillate fractions thereof, and supercritical carbon dioxide. Methanol
can be an advantageous organic solvent to use in biodiesel manufacturing because it can be

used in the transesterification process as well as extraction of oil.

C. Solventless Extraction

[0266] Lipids can also be extracted from a lysate without substantial or any use of organic
solvents by cooling the lysate. In such methods, the lysate is preferably produced by acid
treatment in combination with above room (emperature. Sonication can also be used,
particularly if the temperature is between room temperature and 65°C. Such a lysate on
centrifugation or settling can be separated into layers, one of which is an aqueous:lipid layer.

Other layers can include a solid pellet, an aqueous layer, and a lipid layer. Lipid can be
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extracted from the emulsion layer by freeze thawing or otherwise cooling the emulsion as
described further below. In such methods, it is not necessary to add any organic solvent. If

any organic solvent is added, the organic solvent can be below 5% v/v or w/w of the lysate.

D. Agitation or No Agitation of The Heterogeneous Mixture

[0267]1 In apreferred embodiment of the present invention, after producing a cell lysate and
optionally adding the organic solvent to the cell lysate or to the emulsion phase as described
above, the heterogeneous mixture is agitated. Agitation can be done on a shaker, vortexer, or
the like. Agitation can also result from the shear forces present during high g force
centrifugation. Alternatively, the heterogeneous mixture is not agitated.

E. Separation Of The Heterogeneous Mixture Into A Lipid:Organic Solvent

Composition And An Aqueous Composition And, Optionally An
Emulsified Composition Qr Cell Pellet Composition

[0268] The cell lysate, optionally treated with an organic solvent, produced by the above
methods is a heterogeneous mixture including lipids, aqueous solutions, cell debris and the
organic solvent (if added). The heterogeneous mixture can be separated into multiple layers
as described below. The multiple layers can include in order of descending density, a pellet
of cell debris, an aqueous layer, a lipid:aqueous emulsion layer and a lipid layer. The
presence and relative proportions of the different layers depends on the lysis technique, the
separation technique including centrifugal force, concentration of lipid in the microorganism
and-whether an organic solvent is used. The desired lipid can occur both in a separate lipid
layer and in a lipid: aqueous layer. The use of an organic solvent favors formation of a
separate lipid layer. The higher the concentration of the organic solvent relative to the lysis,
the more lipid is likely to be found in a separate lipid layer rather than in an aqueous:lipid
emulsion layer. The organic solvent, if present, associates with the lipid either in the lipid
layer or the emulsion or both. The lipid can be obtained both from a separate lipid layer and

from an emulsion layer, as described below.

[0269] Cell lysates can be separated into different layers as described above by techniques,

such as, centrifugation and settling, i.e., allowing the layers to form spontaneously with time.

F. Separation of Lipid

[0270] The separation of lipid from other components present in the lysate depends on
which layers are formed as a result of the separation. If a separate lipid layer is formed, this

layer forms on top of other layers and can be suctioned off, pipetted or decanted or the like
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from the top of the vessel containing the separated layers. This lipid layer can then be used in
various applications described below. Likewise solid andfor aqeous layers can be drained off
and discarded from the bottom of the vessel. If an emulsion layer is formed, the emulsion
can be subjected to further extraction to separate lipids in the emulsion from aqueous fluid.

In such a circumstance, separate aqueous and/or pellet layers, if present, can be drained off
before separating the emulsion. A separate lipid layer if present can also be decanted off,
however, such is not necessary, and the separate lipid layer can facilitate separation of the

emulsion into its components.

[0271] The cmulsion can be separated into its components by washing with a further
volume of organic solvent to extract lipids from the emulsion. Alternatively, the emulsion
can be washed with an ageous solution to remove aqueous fluids from the emulsion.
Alternatively, the emulsion can be subject to cooling below room temperature. Preferably,
the emulsion is frozen and rethawed. Freezing is preferably to a temperature of -5°C to -

30°C, and is maintained for at least one hour.

[0272] After any of the above treatments, the emulsion is re-separated into component
layers by the same techniques as previously described. The component layers can include a
cell pellet, aqueous layer, emulsion layer and lipid layer as previously described. The
component layers can be separated as previously described. If an emulsion layer is present,
the emulsion layer can be subjected to a further round of extraction using the same

procedures described above.

[0273] After one or more rounds of separation, the lysate eventually yields a lipid layer.
The lipid layer can be used in various applications as described below. When any of the
rounds of extraction is performed with an organic solvent, that organic solvent remains
associated with the lipid layer. Typically, it is not necessary to separate the lipid layer from
the organic solvent. For example, when the organic solvent is an oil or lipid, the lipid present
in the microorganisms can be referred to as a first lipid and the lipid or oil used for extraction
can be referred to as a second lipid. For example, the first lipid can be triacylglycerol from a
microalgae and the second lipid can be soy oil. After separation of a lipid:organic solvent
layer, (in this case microalgal lipid:soy oil) the mixture can for example be transesterified or

hydrotreated to yield biodiesel or renewable diesel, respectively.

[0274] One method of separation that can be used on a lysate, including a lysate that

contains an emulsion, is the application of shear forces. Following cell lysis, oil may be
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present as an oil-in-water emulsion with a small (<5 or <10 micron) droplet size. The
emulsion may be stabilized by any number of ampipathic emulsifiers (e.g. oleosins,
denatured proteins, phospholipids, fatty acids etc.). All else being equal, the stability of an
emulsion is inversely related to the droplet size of the included phase. There are a number of
procedures provided herein that may be applied to cause oil droplets to coalesce and increase
in size, thus rendering the emulsion more amenable to breakage (e.g. gentle agitation in the
presence of certain detergents, or acid or base). Once an oil-in-water emulsion has been
treated so as to weaken the emulsion (by an increase in droplet size, as described above,
and/or by some chemical or physical treatment that decreases the efficacy of the emulsifying
agent(s)), the droplets need to be physically forced together in order that they may coalesce

and phase separation may occur.

[0275] One method of forcing the included oil droplets together is by centrifugation that
causes physical crowding by forcing the emulsion through a thin film and introducing
concomitant shear that may be required to break the emulsion. A device that can be used in
the methods provided herein to introduce g-force, thin film and shear is a stacked disk
centrifuge in which the light phase is ejected as a thin film between rapidly rotating disks.
The film is preferably between 1 micrometer and 1000 micrometers. The film is preferably

less than or similar to the diameter of the included oil droplets.

[0276] In one embodiment, microbial oil-bearing cells in fermentation broth are centrifuged
to reduce the water content of the composition. Cells are ruptured by homegenization and/or
chemical / enzymatic treatment. Optionally, the o1l droplets are forced to coalesce by gentle

agitation of the lysate. Phase separation of the composition is then achieved by stacked disk

centrifugation.

[0277] Another method of separation that can be used alone or in combination with other
methods described herein is the use of one or more surfactants to destabilize an emulsion.
Destabilization results in coalescence of oil globules into larger clusters and eventually into a
phase separated composition of a light layer of oil, and a heavier aquesous phase. Preferred
surfactants for destabilizing emulsions of oil-bearing microbial biomass is oleamide DEA
(diethanclamine) (Stepan Chemical Co.) including but not limited to NINOL 201,
laurelamide DEA including but not limited to NINOL 96L and NINOL 55L and cocoamide
DEA including but not limited to NINOL 40CO. Methods of oil recovery from a lipid

emulsion using surfactants are provided in the Examples below.

67

P33



sY

WO 2010/138620 PCT/US2010/036238

[0278] The lipid composition obtained can be analyzed by a number of methods, including
HPLC as described in Example 6.

VII. METHOD OF PRODUCING FUELS SUITABLE FOR USE IN DIESEL
VEHICLES AND JET ENGINES

[0279] Increasing interest is directed to the use of hydrocarbon components of biological
origin in fuels, such as biodiesel, renewable diesel, and jet fuel, since renewable biological
starting materials that may replace fossil ones are available, and the use thereof is desirable.
There is an urgent need for methods for producing hydrocarbon components from biological
materials. The present invention fulfills this need by providing methods for production of
biodiesel, renewable diesel, and jet fuel using the lipid:organic solvent composition or the
lipids described herein as a biological material to produce biodiesel, renewable diesel, and jet

fuel.

[0280] After extraction, the present invention provides the advantage that the microbial oil
and the organic solvent (preferably a plant oil) can together be subjected to chemical
treatment to manufacture a fuel for use in diesel vehicles and jet engines. The ability to avoid
separation of the organic solvent used for extraction from the microbial oil provides a
significant advantage over traditional methods of oil extraction such as hexane extraction in
which hexane must be distilled away from the microbial oil prior to any further processing

steps.

[0281] Traditional diesel fuels are petroleum distillates rich in paraffinic hydrocarbons.
They have boiling ranges as broad as 370° to 780°F, which are suitable for combustion in a
compression ignition engine, such as a diesel engine vehicle. The American Society of
Testing and Materials (ASTM) establishes the grade of diesel according to the boiling range,
along with allowable ranges of other fuel properties, such as cetane number, cloud point,
flash point, viscosity, aniline point, sulfur content, water content, ash content, copper strip
corrosion, and carbon residue. Technically, any hydrocarbon distillate material derived from
biomass that meets the appropriate ASTM specification can be defined as diesel, or as

biodiesel.

[0282] Diesel fuel can be produced from biomass via several types of technologies.
Feedstocks for diesel fuels derived from biomass include, but are not limited to, soybean,

rape seed, canola, palm, and waste cooking oils, along with animal fats. Starting oils can also
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be of algal origin. The lipid:organic solvent layer produced by the method of the present

invention can serve as feedstock to produce biodiesel and renewable diesel.
A. Biodiesel

{0283] Biodiesel is a liquid which varies in color - between golden and dark brown -
depending on the production feedstock. It is practically immiscible with water, has a high
boiling point and low vapor pressure. Biodiesel refers to a diesel-equivalent processed fuel
for use in diesel-engine vehicles. Biodiesel is biodegradable and non-toxic. An additional

benefit of biodiesel over conventional diesel fuel is lower engine wear.

[0284] Typically, biodiesel comprises short chain alkyl esters. Various processes convert
biomass or a lipid produced and isolated as described herein to diesel fuels. A preferred
method to produce biodiesel is by transesterification of a lipid as described herein. A

preferred short chain alkyl ester for use as biodiesel is a methyl ester or ethyl ester.

[0285] Biodiesel produced by a method described herein can be used alone or blended with
conventional diesel fuel at any concentration in most modern diesel-engine vehicles. When
blended with conventional diesel fuel (petroleum diesel), biodiesel may be present from
about 0.1% to about 99.9%. Much of the world uses a system known as the "B" factor to
state the amount of biodiesel in any fuel mix. For example, fuel containing 20% biodiesel is

labeled B20. Pure biodiesel is referred to as B100.

[0286] Biodiesel can also be used as a heating fuel in domestic and commercial boilers.
Existing oil boilers may contain rubber parts and may require conversion to run on biodiesel.
The conversion process is usually relatively simple, involving the exchange of rubber parts
for synthetic parts due to biodiesel being a strong solvent. Due to its strong solvent power,

burning biodiesel will increase the efficiency of boilers.

[0287] Biodiesel can be used as an additive in formulations of diesel to increase the

lubricity of pure Ulta-Low Sulfur Diesel (ULSD) fuel, which is advantageous because it has

virtually no sulfur content.

[0288] Biodiesel is a better solvent than petrodiesel and can be used to break down deposits

of residues in the fuel lines of vehicles that have previously been run on petrodiesel.
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1. Production Of Biodiesel

[0289] Biodiesel can be produced by transesterification of triglycerides contained in oil-
rich biomass and animal fats. The lipid:organic solvent layer or lipids produced by the
method of the present invention can serve as feedstock to produce biodiesel. Thus, in another
aspect of the present invention a method for producing biodiesel is provided. In a preferred
embodiment, the method for producing biodiesel comprises the steps of (a) lysing a lipid-
containing microorganism to produce a lysate; (b) treating the lysate with an organic solvent
for a period of time sufficient to allow the lipid from the microorganism to become
solubilized in the organic solvent, whereinby the organic solvent-treated lysate forms a
heterogeneous mixture; (c) separating the heterogeneous mixture into layers comprising a
lipid:organic solvent layer and an aqueous layer; (d) removing the lipid:organic solvent
composition from the aqueous composition, emulsion composition, or cell pellet
composition; and (e) transesterifying the lipid:organic solvent composition, whereby
biodiesel is produced.. The lipid:organic solvent composition comprises the organic solvent

and the microbial lipids.

[0290] Methods for growth of a microorganism, lysing a microorganism to produce a
lysate, treating the lysate in a mediurn comprising an organic solvent to form a heterogeneous
mixture and separating the treated lysate into a lipid:organic solvent composition and an
aqueous or emulsified composition have been described above and can also be used in the

method of producing biodiesel.

[0291] Lipids and lipid:organic solvent composition, where the organic solvent is a
triacylglyceride selected as described above can be subjected to transesterification to yield
Jong-chain fatty acid esters useful as biodiesel. Preferred transesterification reactions are
outlined below and include base catalyzed transesterification and transesterification using

recombinant lipases.

[0292] In a base-catalyzed transesterification process, the triacylglycerides are reacted with
an alcohol, such as methanol or ethanol, in the presence of an alkaline catalyst, typically
potassium hydroxide. This reaction forms methyl or ethyl esters and glycerin (glycerol) as a

byproduct.
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a) General Chemical Process

[0293] Animal and plant oils are typically made of triglycerides which are esters of free
fatty acids with the trihydric alcohol, glycerol. In transesterification, the glycerol in a
triacylglyceride (TAG) is replaced with a short-chain alcohol such as methanol or ethanol. A

typical reaction scheme is as follows:

——0OCR,
cat, base
3 EtOH _
——0CR; Ethyl esters of falty acids Glycerol
Triglyceride

[0294] 1In this scheme, the alcohol is deprotonated with a base to make it a stronger
nucleophile. Commonly, ethano! or methanol is used in vast excess (up to 50-fold}.
Normally, this reaction will proceed either exceedingly slowly or not at all. Heat, as well as
an acid or base can be nsed to help the reaction proceed more quickly. The acid or base are
not constmed by the transesterification reaction, thus they are not reactants but catalysts.
Almost all biodiesel has been produced using the base-catalyzed technique as it requires only
low temperatures and pressures and produces over 98% conversion yield (provided the

starting oil is low in moisture and free fatty acids).

[0295] Any free fatty acids in the base oil are either converted to soap and removed from

the process, or they are esterified (yielding more biodiesel) using an acidic catalyst.

[0296] The most common form of transesterification uses methanol to produce methyl
esters as it is the cheapest alcohol available. Ethanol is used to produce ethyl ester biodiesel.

Higher alcohols, such as isopropanol and butanol can also be used.

[02971 A byproduct of the transesterification process is the production of glycerol.
Approximately for every ton of biodiesel produced, 100 kg of glycerol are produced. This
glycerol may be used as a chemical building block, and may also be used as a carbon source

to ferment microorganisms.

bh) Using Recombinant Lipases

[0298] Transesterification has also been carried out using an enzyme, such as a lipase
instead of a base. Lipase-catalyzed transesterification can be carried out, for example, at a

temperature between the room temperature and 80°C, and a mole ratio of the TAG to the
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lower alcohol of greater than 1:1, preferably 2:1, more preferably 3:1, and most preferably
about 3:1.

[0299]1 Lipases suitable for use in transesterification include, but are not limited to, those
listed in Table 11 below. Other examples of lipases useful for transesterification are found
in, e.g. U.S. Patent Nos. 4,798,793, 4,940,845 5,156,963 5,342,768, 5,776,741 and
WO89/01032.

[0300] Table 11. Lipases suijtable for use in transesterification.

Aspergillus niger lipase ABG73614, Candida antarctica lipase B (novozym-435)
CAAB3122, Candida cylindracea lipase AAR24090, Candida lipolytica lipase (Lipase L;
Amano Pharmaceutical Co., Ltd.), Candida rugosa lipase (e.g., Lipase-OF; Meito Sangyo
Co., Ltd.}, Mucor miehei lipase (Lipozyme IM 20), Pseudomonas fluorescens lipase
AAA25882, Rhizopus japonicas _lipase (Lilipase A-10FG) Q7TM4U7_1, Rhizomucor miehei
lipase B34959, Rhizapus oryzae lipase (Lipase F) AAF32408, Serratia marcescens lipase
(SM Enzyme) ABI13521, Thermomyces lanuginosa lipase CAB58509, Lipase P (Nagase
ChemteX Corporation), and Lipase QLM (Meito Sangyo Co., Ltd., Nagoya, Japan)

{0301] One challenge to using a lipase for the production of fatty acid esters suitable for
biodiesel is that the price of lipase is much higher than the price of sodium hydroxide
(NaOH) used by the strong base process. This challenge has been addressed by using an
imrmobilized lipase, which can be recycled. However, the activity of the immobilized lipase
must be maintained after being recycled for a minimum number of cycles to allow a lipase-
based process to compete with the strong base process in terms of the production cost.
Immobilized lipases are subject to poisoning by the lower alcohols typically used in
transesterification. U.S. Patent No. 6,398,707 (issued June 4, 2002 to Wu et al.) describes
methods for enhancing the activity of immobilized lipases and regenerating immobilized

lipases having reduced activity.

2. Standards

[0302] The common international standard for biodiesel is EN 14214. ASTM D6751 is the
most comnmon biodiesel standard referenced in the United States and Canada. Germany uses

DIN EN 14214 and the UK requires compliance with BS EN 14214.
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[0303] Basic industrial tests to determine whether the products conform to these standards
typically include gas chromatography, HPLC, and others. Biodiesel meeting the quality
standards is very non-toxic, with a toxicity rating (LDsp) of greater than 50 mL/kg.

B. Renewable Diesel

[0304] Renewable diesel comprises a mixture of alkanes, such as C10:0, C12:0, C14:0,
C16:0 and C18:0 and thus, are distinguishable from biodiesel. High quality renewable diesel
conforms to the ASTM D 975 standard.

[0305] The lipid:organic solvent layer or lipids produced by the method of the present
invention can serve as feedstock to produce renewable diesel. Thus, in another aspect of the
present invention, a method for producing renewable diesel is provided. Renewable diesel
can be produced by at least three processes, hydrothermal processing (hydrotreating),
hydroprocessing, and indirect liquefaction. These processes yield non-ester distillates.
During these processes, triacylglycerides produced and isolated as described herein, are

broken down to atkenes of C16 and C18.

[0306] Thus, in another aspect of the present invention a method for producing renewable
diesel is provided. In a preferred embodiment, the method for producing renewable diesel
comprises the steps of A method of producing renewable diesel comprising the steps of: (a)
lysing a lipid-containing microorganism to produce a lysate; (b) treating the lysate with an
organic solvent for a period of time sufficient to allow the lipid from the microorganism to
become solubilized in the organic solvent to form a heterogeneous mixture; (c) separating
the heterogeneous mixture into a lipid:organic solvent composition and an aqueous
composition and, optionally, an emulsified composition or cell pellet composition; (d)
removing the lipid:organic solvent composition from the aqueous composition, emulsion
compostition, or cell pellet composition; and (e) treating the lipid:organic to produce a straight
chain alkane, whereby renewable diesel is produced.The lipid:organic solvent composition

comprises the organic solvent and the cellular lipids.

1. Hydrotreating

[0307] 1In a preferred embodiment of the method for producing renewable diesel, treating
the lipid:organic solvent composition or the lipids produced and isolated to produce a straight
chain alkane, is performed by hydrotreating of the lipid:organic solvent composition. In

hydrothermal processing, typically, biomass is reacted in water at an elevated temperature

73



90

WO 2010/138620 PCT/US2010/036238

and pressure to form otls and residual solids. Conversion temperatures are typically 570° to
660°F, with pressure sufficient to keep the water primarily as a liquid, 100 to 170 standard
atmosphere (atm). Reaction times are on the order of 15 to 30 minutes. After the reaction is
completed, the organics are separated from the water. Thereby a distillate suitable for diesel

is produced.

2. Hydroprocessing

[0308] A renewable diescl, referred to as "green diesel” can be produced from fatty acids
by traditional hydroprocessing technology. The triglyceride-containing oils can be
hydroprocessed either as co-feed with petrolecum or as a dedicated feed. The productis a
premiurn diesel fuel containing no sulfur and having a cetane number of 90-100. Thus, in
another preferred embodiment of the method for producing renewable diesel, treating the
lipid:organic solvent composition or the lipids produced and isolated to produce a straight

chatn alkane, is performed by hydroprocessing of the lipid:organic solvent composition.

[0309] Petroleum refiners use hydroprocessing to remove impurities by treating feeds with
hydrogen. Hydroprocessing conversion temperatures are typically 600° to 700°F. Pressures

are typically 40 to 100 atm. The reaction times are on the order of 10 to 60 minutes.

[0310] Solid catalysts are employed to increase certain reaction rates, improve selectivity

for certain products, and optimize hydrogen consumption.

[0311] Hydrotreating and hydroprocessing can ultimately lead to a reduction in the
molecular weight of the feed. In the case of triglyceride-containing oils, the triglyceride
molecule is reduced to four hydrocarbon molecules under hydroprocessing conditions: a
propane molecule and three hydrocarbon molecules, typically in the C12 to C18 range. In
some methods, the first step of treating a triglyceride is hydroprocessing to saturate double
bonds, followed by deoxygenation at clevated temperature in the presence of hydrogen and a
catalyst. In some methods, hydrogenation and deoxygenation occur in the same reaction. In
other methods deoxygenation occurs before hydrogenation. Isomerization is then optionally
performed, also in the presence of hydrogen and a catalyst. Finally, gases and naphtha
components can be removed if desired. For example, see U.S. Patents 5,475,160
(hydrogenation of triglycerides); 5,091,116 (deoxygenation, hydrogenation and gas removal);
6,391,815 (hydrogenation); and 5,888,947 (isomerization).
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3. Indirect Liquefaction

[0312] A traditional ultra-low sulfur diesel can be produced from any form of biomass by a
two-step process. First, the biomass is converted to a syngas, a gaseous mixture rich in
hydrogen and carbon monoxide. Then, the syngas is catalytically converted to liquids.
Typically, the production of liquids is accomplished using Fischer-Tropsch (FT) synthesis.
This technology applies to coal, natural gas, and heavy cils. Thus, in yet another preferred
embodiment of the method for producing renewable diesel, treating the lipid:organic solvent
composition or the lipids produced and iso]aicd to produce a straight chain alkane, is

performed by indirect liquefaction of the lipid:organic solvent comnposition.

C. Jet Fuel
[0313] The annual U.S. usage of jet fuel in 2006 was about 21 billion gallons (about 80

billion liters). Aeroplane fuel is clear to straw colored. The most common fuel is an
unleaded/paraffin oil-based fue! classified as Aeroplane A-1, which is produced to an
internationally standardized set of specifications. Aeroplane fuel is a mixture of a large
number of different hydrocarbons, possibly as many as a thousand or more. The range of
their sizes (molecular weighs or carbon numbers) is restricted by the requirements for the
product, for example, freezing point or smoke point. Kerosone-type Aeroplane fuel
(including Jet A and Jet A-1) has a carbon number distribution between about 8 and 16
carbon numbers. Wide-cut or naphta-type Aeroplane fuel (including Jet B) has a carbon

number distribution between about 5 and 15 carbon numbers.

[0314] Both Aeroplanes (Jet A and jet B} may contain a number of additives. Useful
additives include, but are not limited to, antioxidants, antistatic agents, corrosion inhibitors,
and fue! system icing inhibitor (FSII) agents. Antioxidants prevent gumming and usually, are
based on alkylated phenols, for example, AO-30, AO-31, or AO-37. Antistatic agents
dissipate static electricity and prevent sparking. Stadis 450 with dinonylnaphthylsulfonic
acid (DINNSA) as the active ingredient, is an example. Corrosion inhibitors, e.g., DCI-4A is
used for civilian and military fuels and DCI-6A is used for military fuels. FSII agents,
include, e.g., Di-EGME.

[0315] A solution is blending algae fuels with existing jet fuel. The present invention
provides such a solution. The lipid:organic solvent layer or lipids produced by the method of
the present invention can serve as feedstock to produce jet fuel. Thus, in another aspect of

the present invention, a method for producing jet fuel is provided. Herewith two methods for
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producing jet fuel from the lipid:organic solvent layer or lipids produced by the method of the
present invention are provided, fluid catalytic cracking (FCC) and hydrodeoxygenation
(HDO).

1. Fluid Catalytic Cracking

[0316] Fluid Catalytic Cracking (FCC) is one method which is used to produce olefins,
especially propylene from heavy crude fractions. There are reports in the literature that
vegetable oils such as canola oil could be processed using FCC to give a hydrocarbon stream

useful as a gasoline fuel.

[0317] The lipid:organic solvent layer or lipids produced by the method of the present
invention can be converted to Cy-Cs olefins. The process involves flowing the lipid:organic
solvent layer or lipids produced through an FCC zone and collecting a produc{ stream
comprised of olefins, which is useful as a jet fuel. The lipid:organic solvent layer or lipids
produced are contacted with a cracking catalyst at cracking conditions to provide a product

streamn comprising Co-Cs olefins and hydrocarbons useful as jet fuel.

[0318] Thus, in yet another aspect of the present invention a method for producing jet fuel
is provided. In a preferred embodiment, the method for producing jet fuel comprises the
steps of (a) lysing a lipid-containing microorganism to produce a lysate; (b) treating the lysate
with anorganic solvent for a period of time sufficient to allow the lipid from the
microorganism to become solubilized in the organic solvent to form a heterogeneous mixture;
(¢) separating the heterogeneous mixture into a lipid:organic solvent composition and an
aqueous composition and, optionally, an emulsified composition or cell pellet composition;
(d) removing the lipid:organic solvent composition from the agueous composition, emulsion
composition, or cell pellet composition; and (e) treating the lipid:organic solvent composition
to produce a C2-C5 olefine, whereby jet fuel is produced.. The lipid:organic solvent

composition comprises the organic solvent and cellular lipids.

[0319] In a preferred embodiment of the method for producing a jet fuel, step (f) is
performed by flowing the lipid:organic solvent composition through a fluid catalytic cracking
zone. Step (f) may further comprise contacting the lipid:organic solvent composition with a
cracking catalyst at cracking conditions to provide a product strearn comprising C-Cs

olefins.
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[0320] In certain embodiments of this method it may be desirable to remove any
contaminants that may be present in the lipid:organic solvent composition. Thus, prior to
step (f) flowing the lipid:organic solvent composition through a fluid catalytic cracking zone,
the lipid:organié solvent composition is pretreated. Pretreatment may involve contacling the
lipid:organic solvent composition with an ion-exchange resin. The ion exchange resin is an
acidic jon exchange resin, such as Amberlyst' ™ -15 and can be used as a bed in a reactor
through which the lipid:organic solvent composition is flowed through, either upflow or
downflow. Other pretreatments may include mild acid washes by contacting the lipid:organic
solvent composition with an acid, such as sulfuric, acetic, pitrie, or hydrochloric acid.
Contacting is done with a dilute acid solution usually at ambient temperature and atmospheric

pressure.

[0321] The lipid:organic solvent composition, optionally pretreated, is flowed to an FCC
zone where the hydrocarbonaceous components are cracked to olefins. Catalytic cracking is
accomplished by contacting the lipid:organic solvent composition in a reaction zone with a
catalyst composed of finely divided particulate material. The reaction is catalytic cracking,
as opposed to hydrocracking, and is carried out in the absence of added hydrogen or the
consumption of hydrogen. As the cracking reaction proceeds, substantial amounts of coke
are deposited on the catalyst. The catalyst is regenerated at high temperatures by burning
coke from the catalyst in a regeneration zone. Coke-containing catalyst, referred to herein as
"coked catalyst", is continually transported from the reaction zone to the regeneration zone to
be regenerated and replaced by essentially coke-free regenerated catalyst from the
regeneration zone. Fluidization of the cataiyst particles by various gaseous streams allows
the transport of catalyst between the reaction zone and regeneration zone. Methods for
cracking hydrocarbons, such as those of the 1pid:organic solvent composition described
herein, in a fluidized stream of catalyst, transporting catalyst between reaction and
regeneration zones, and combusting coke in the regenerator are well known by those skilled
in the art of FCC processes. Exemplary FCC applications and catalysts useful for cracking
the lipid:organic solvent composition to produce C2-Cs olefins are described in U.S. Pat. Nos.

6,538,169, 7,288,685, which are incorporated in their entirety by reference.

[0322] 1n one embodiment, cracking the lipid:organic solvent composition of the present
invention, takes place in the riser section or, alternatively, the lift section, of the FCC zone.
The lipid:organic solvent composition is introduced into the riser by a nozzle resulting in the

rapid vaporization of the lipid:organic solvent composition. Before contacting the catalyst,
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the lipid:organic solvent composition will ordinarily have a temperature of about 149°C to
about 316°C (300°F to 600°F). The catalyst is flowed from a blending vessel to the riser

where it contacts the lipid:organic solvent composition for a time of abort 2 seconds or less.

[0323] The blended catalyst and reacted lipid:organic solvent composition vapors are then
discharged from the top of the riser through an outlet and separated into a cracked product
vapor stream including olefins and a collection of catalyst particles covered with substantial
quantities of coke and generally referred to as "coked catalyst.” In an effort to minimize the
contact time of the lipid:organic solvent composition and the catalyst which may promote
further conversion of desired products to undesirable other products, any arrangement of
separators such as a swirl arm arrangement can be used to remove coked catalyst from the
product stream quickly. The separator, e.g. swirl arm separator, is located in an upper portion
of a chamber with a stripping zone situated in the lower portion of the chamber. Catalyst
separated by the swirl arm arrangement drops down into the stripping zone. The cracked
product vapor stream comprising cracked hydrocarbons including light olefins and some
catalyst exit the chamber via a conduit which is in communication with cyclones. The
cyclones remove remaining catalyst particles from the product vapor stream to reduce particle
concentrations to very low levels. The product vapor stream then exits the top of the
separating vessel. Catalyst separated by the cyclones is returned to the separating vessel and
then to the stripping zone. The stripping zone removes adsorbed hydrocarbons from the

surface of the catalyst by counter-current contact with steam.

[0324] Low hydrocarbon partial pressure operates to favor the production of light olefins.
Accordingly, the riser pressure is set at about 172 to 241 kPa (25 to 35 psia) with a
hydrocarbon partial pressure of about 35 to 172 kPa (5 to 25 psia), with a preferred
hydrocarbon partial pressure of about 69 to 138 kPa (10 to 20 psia). This relatively low
partial pressure for hydrocarbon is achieved by using steam as a diluent to the extent that the
diluent is 10 to 55 wt-9% of lipid:organic solvent composition and preferably about 15 wt-%
of lipid:organic solvent composition. Other diluents such as dry gas can be used to reach

equivalent hydrocarbon partial pressures.

[0325] The temperature of the cracked stream at the riser outlet will be about 510°C to
- 621°C (950°F to 1150°F). However, riser outlet temperatures above 566°C (1050°F) make
more dry gas and more olefins. Whereas, riser outlet temperatures below 566°C (1050°F)

make less ethylene and propylene. Accordingly, it is preferred to run the FCC process at a
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preferred temperature of about 566°C to about 630°C, preferred pressure of about 138 kPa to
about 240 kPa (20 to 35 psia). Another condition for the process is the catalyst to
lipid:organic solvent composition ratio which can vary from about 5 to about 20 and

preferably from about 10 to about 15.

[0326] In one embediment of the method for producing a jet fuel, the lipid:organic solvent
composition is introduced into the lift section of an FCC reactor. The temperature in the lift
section will be very hot and range from about 700°C (1292°F) to about 760°C (1400°F) with a
catalyst to lipid:organic solvent composition ratio of about 100 to about 150, It is anticipated
that introducing the lipid:organic solvent composition into the lift section will produce

considerable amounts of propylene and ethylene.

[0327] Gas and liquid hydrocarbon products produced can be analyzed by gas
chromatography, HPL.C, etc.

2, Hydrodeoxygenation

[0328] In another embodiment of the method for producing a jet fuel using the lipid:organic
solvent composition or the lipids produced as described herein, the structure of the
lipid:organic solvent composition or the lipids is broken by a process referred to as

hydrodeoxygenation (HDO). As such step (f) is performed by hydrodeoxygenating the

lipid:organic solvent composition.

[0328] HDO means removal of oxygen by means of hydrogen, that is, oxygen is removed
while breaking the structure of the material. Olefinic double bonds are hydrogenated and any
sulphur and nitrogen compounds are removed. Sulphur removal is called
hydrodesulphurization (HDS). Pretreatment and purity of the raw materials (lipid:organic

solvent composition or the lipids) contribute to the service life of the catalyst,

[0330] Generally in the HDO/HDS step, hydrogen is mixed with the feed stock
(lipid:organic solvent composition or the lipids) and then the mixture is passed through a
catalyst bed as a co-current flow, either as a single phase or a two phase feed stock. After the
HDO/MDS step, the product fraction is separated and passed to a separate isomerzation
reactor. An isomerization reactor for biological starting material is described in the literature

(FI 100 248) as a co-current reactor.

[0331] The process for producing a fuel by hydrogenating a hydrocarbon feed, e.g., the

lipid:organic solvent composition or the lipids herein, can also be performed by passing the
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lipid:organic solvent composition or the lipids as a co-current flow with hydrogen gas
through a first hydrogenation zone, and thereafter the hydrocarbon effluent is further
hydrogenated in a second hydrogenation zone by passing hydrogen gas to the second
hydrogenation zone as a counter-current flow relative to the hydrocarbon effluent.
Exemplary HDO applications and catalysts useful for cracking the lipid:organic solvent
composition to produce C,-Cs olefins are described in U.S. Pat. No. 7,232,935which is

incorporated in its entirety by reference.

[0332] Typically, in the hydrodeoxygenation step, the structure of the biological
component, such as the lipid:organic solvent composition or lipids herein, is decomposed,
oxygen, nitrogen, phosphorus and sulphur compounds, and light hydrocarbons as gas are
removed, and the olefinic bonds are hydrogenated. In the second step of the process, i.e. in
the so-called isomerization step, isomerzation is carried out for branching the hydrocarbon

chain and improving the performance of the paraffin at low temperatures.

[0333]) 1nthe first step i.e. HDO step of the cracking process, hydrogen gas and the
lipid:organic solvent composition or lipids herein which are to be hydrogenated are passed to
a HDO catalyst bed system either as co-current or counter-current flows, said catalyst bed
system comprising one or more catalyst bed(s), preferably 1-3 catalyst beds. The HDO step
is typically operated in a co-current manner. In case of a HDO catalyst bed system
comprising two or more catalyst beds, one or more of the beds may be operated using the

counter-current flow principle.

[0334] In the HDO step, the pressure varies between 20 and 150 bar, preferably between S0
and 100 bar, and the temperature varies between 200 and 500°C, preferably in the range of
300-400°C.

f0335] Inthe HDO step, known hydrogenation catalysts containing metals from Group VI
and/or VIB of the Perjodic System may be used. Preferably, the hydrogenation catalysts are
supported Pd, Pt, Ni, NiMo or a CoMo catalysts, the support heing alumina and/or silica.
Typically, NiMo/Al,O3 and CoMo/Al;Os catalysts are used.

[0336] Prior to the HDO step, the lipid:organic solvent composition or lipids herein may
optionally be treated by prehydrogenation under milder conditions thus avoiding side
reactions of the double bonds. Such prehydrogenation is carried out in the presence of a
prehydrogenation catalyst at temperatures of 50 400°C and at hydrogen pressures of 1 200

bar, preferably at a temperature between 150 and 250°C and at a hydrogen pressure between
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10 and 100 bar. The catalyst may contain metals from Group VIII and/or VIB of the Periodic
System. Preferably, the prehydrogenation catalyst is a supported Pd, Pt, Ni, NiMo or a CoMo

catalyst, the support being alumina and/or silica.

[0337] A gaseous stream from the HDO step containing hydrogen is cooled and then
carbon monoxide, carbon dioxide, nitrogen, phosphorus and sulphur compounds, gaseous
light hydrocarbons and other impurities are removed therefrom. After compressing, the
purified hydrogen or recycled hydrogen is returned back to the first catalyst bed and/or
between the catalyst beds to make up for the withdrawn gas stream. Water is removed from

the condensed liquid. The liquid is passed to the first catalyst bed or between the catalyst
beds.

[0338] After the HDO step, the product is subjected to an isomerization step. It is
substantial for the process that the impurities are removed as completely as possible before
the hydrocarbons are contacted with the isomerization catalyst. The isomerization step
comprises an optional stripping step, wherein the reaction product from the HDO step may be
purified by stripping with water vapour or a suitable gas such as light hydrocarbon, nitrogen
or hydrogen. The optional stripping step is carried out in counter-current manner in a unit
upstream of the isomerization catalyst, wherein the gas and liquid are contacted with each

other, or before the actual isomerization reaclor in a separate stripping unit utilizing counter-

current principle.

[0339] Adfter the stripping step the hydrogen gas and the hydrogenated lipid:organic solvent
composition or lipids herein, and optionally an n-paraffin mixture, are passed to a reactive
isomerization unit comprising one or several catalyst bed(s). The catalyst beds of the

isomerization step may operate either in co-current or counter-current manner.

[0340] 1t is important for the process that the counter-current flow principle is applied in
the isomerization step. In the isomerization step this is done by carrying out either the

optional stripping step or the isomerization reaction step or both in counter-current manner.

[0341] The isomerization step and the HDO step may be carried out in the same pressure
vessel or in separate pressure vessels. Optional prehydrogenation may be carried out in a

separate pressure vessel or in the same pressure vessel as the HDO and isomerization steps.
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[0342] In the isomerzation step, the pressure varies in the range of 20 150 bar, preferably in
the range of 20 100 bar, the temperature being between 200 and 500°C, preferably between
300 and 400°C.

[0343] In the isomerization step, isomerization catalysts known in the art may be used.
Suitable isomerization catalysts contain molecular sieve and/or a metal from Group VII
and/or a carrier. Preferably, the isomerization catalyst contains SAPO-11 or SAPO41 or
Z3M-22 or ZSM-23 or ferrterite and Pt, Pd or Ni and Al,O4 or SiQ;. Typical isomerization
catalysts are, for example, PUSAPO-11/AL0s, PVZSM-22/A1,0;, PUYZSM-23/A1,05 and
P/SAPO-11/Si0;.

[0344] As the product, a high quality hydrocarbon component of biological origin, useful
as a diesel fuel or a component thereof, is obtained, the density, cetane number and

performance at low temperate of said hydrocarbon component being excellent.
VIII. COMPOSITIONS

{0345]  Another object of the present invention is to provide compositions comprising lipids
isolated by using the methods described herein. A preferred composition comprises (i) a first
lipid isolated from a microorganism and (ii) a second lipid, wherein the second lipid is

obtained from a source other than the microorganism.

(0346] The first lipid can be isolated from any of the microorganisms described herein.

A. First Lipids
[0347] Methods of the present invention are applicable to extracting a variety of lipids from
a variety of microorganisms. Microorganisms described herein produce a variety of lipids,
such as phospholipids, free fatty acids, esters of fatty acids, including triglycerides of fatty
acids, sterols; pigments (e.g., carotenoids and oxycarotenoids) and other lipids, and lipid
associated compounds such as phytosterols, ergothionine, lipoic acid and antioxidants
including beta-carotene and tocopherol. Exemplary first lipids include, but are not limited to,
C8, C10, C12, C14, C16 and CI18 triacylglycerides, lipids containing omega-3 highly
unsaturated fatty acids, such as docosahexaenoic acid (DHA), eicosapentaenoic acid (EPA),
and/or docosapentaenoic acid (DPA). First lipids also include arachidonic acid, stearidonic
acid, cholesterol, desmesterol, astaxanthin, canthaxanthin, and n-6 and n-3 highly unsaturated

fatty acids such as eicosapentaenoic acid, docosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid.
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Other lipids and microorganisms which may be suitable for use in the instant invention will

be readily apparent to those skilled in the art.

[0348] Preferred first lipids are lipids containing a relatively large amount of C18 and C16
fatty acids.

1. C18:1

[0349] In a preferred embodiment of the present invention, the first lipid of a composition

comprises at least 50% of a C18:1 lipid, preferably at least 60%, and more preferably at least
80%.

2. C10, C12 and C14

[0350] In another preferred embodiment of the present invention, the first lipid of a
composition comprises at least 10% of a C10:0, C12:0 and C14:0 lipid combined, preferably
at least 15%, more preferably at least 20%, and most preferably at least 30%.

B. Second Lipids

[0351] The second lipid can be any oil, optionally selected from the group consisting of oil
from soy, rapeseed, canola, paim, coconut, corn, waste vegetable, Chinese tallow, olive,
sunflower, cotton seed. chicken fat, beef tallow, porcine tallow, microalgae, macroalgae,
Cuphea, flax, peanut, choice white grease, lard, Camelina sativa, mustard seed, cashew nut,
oats, lupine, kenaf, calendula, hemp, coffee, linseed, hazelnuts, euphorbia, pumpkin seed,
coriander, camellia, sesame, safflower, rice, tung cil tree, cocoa, copra, pium poppy, castor
beans, pecan nuts, jojoba, jatropha, macadamia nuts, Brazil nuts, and avocado. A preferred
second lipid is coconut oil. Another preferred second lipid is palm oil or soy oil. A second

lipid can also be a fossil oil such as crude oil or a distillate fraction of crude oil.

C. Compositions Comprising A First Lipid and A Second Lipid

[0352] The first lipid and the second lipid can be provided at different ratios. In a preferred
embodiment, the ratio of the first lipid to the second lipid is between | and 100. In another
preferred embodiment, the ratio of the first lipid to the second lipid is between 1 and 10. In
another preferred embodiment, the ratio of the first lipid to the second lipid is about 1. In

anotherembodiment, the ratio of the second lipid to the first lipid is between 10 and 1.

83

9



/00

WO 2010/138620 PCT/US2010/036238

[0353] Additional embodiments of the present invention include optional functional
components that would allow one of ordinary skill in the art to perform any of the method

variations described herein.

[0354] Although the forgoing invention has been described in some detail by way of
illustration and example for clarity and understanding, it will be readily apparent to one of
ordinary skill in the art in light of the teachings of this invention that certain variations,
changes, modifications and substitution of equivalents may be made thereto without
necessarily departing from the spirit and scope of this invention. As a result, the
embodiments described herein are subject to various modifications, changes and the like,
with the scope of this invention being determined solely by reference to the claims appended
hereto. Those of skill in the art will readily recognize a variety of non-critical parameters that

could be changed, altered or modified to yield essentially similar results.

[0355] While each of the elements of the present invention is described herein as
containing multiple embodiments, it should be understood that, unless indicated otherwise,
each of the embodiments of a given element of the present invention is capable of being used
with each of the embadiments of the other elements of the present invention and each such

use is intended to form a distinct embodiment of the present invention.

[0356] The referenced patents, patent applications, and scientific literature, including
accession numbers to GenBank database sequences, referred to herein are hereby
incorporated by reference in their entirety as if each individual publication, patent or patent
application were specifically and individually indicated to be incorporated by refcrence. Any
conflict between any reference cited herein and the specific teachings of this specification
shall be resolved in favor of the latter, Likewise, any conflict between an art-understood
definition of a word or phrase and a definition of the word or phrase as specifically taught in
this specification shall be resolved in favor of the latter. The publications mentioned herein
are cited for the purpose of describing and disclosing reagents, methodologies and concepts
that may be used in connection with the present invention. Nothing herein is to be construed
as an admission that these references are prior art in relation to the inventions described
herein. In particular, the following patent applications are hereby incorporated by reference
in their entireties for all purposes: US Provisional Application No. 61/028,493, filed February
13, 2008, entitled “Extraction of Lipids from Microorganisms”; US Provisional Application
No. 61/036,918, filed March 14, 2008, entitled “QOil Separation Methods™; US Provisional
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- Application No. 61/043,318, filed April 8, 2008, entitled “Fractionation of Oil-Bearing
Biomass”; PCT Patent Application No. PCT/US2009/066142, filed November 30, 2009,
entitled “Production of Tailored Oils in Heterotrophic Microorganisms™; and PCT Patent
Application No. PCT/US2009/066141, filed November 30, 2009, entitled “Manufacturing of

Tailored Qils in Recombinant Heterotrophic Microorganisms”.

[0357]  Although this invention has been described in connection with specific
embodiments thereof, it will be understood that it is capable of further modifications. The
present invention also has a wide variety of applications. This application is intended to
cover any variations, uses or adaptations of the invention following, in general, the principles
of the invention and including such departures from the present disclosure as come within
known or customary practice within the art to which the invention pertains and as may be

applied to the essential features hereinbefore set forth.
IX. EXAMPLES

Example 1: Cultivation of Microalgae to Achieve High Qil Content

[0358] Microalgae strains were cultivated 1o achieve a high percentage of oil by dry cell
weight. Cryopreserved cells were thawed at room temperature and 500 pl of cells were
added to 4.5 ml of medium (4.2 g/L KoHPO,, 3.1 g/l NaH2POy4, 0.2 g/ MgSO4-7H20, 0.25
g/L citric acid monohydrate, 0.025 g/ CaCl»-2H,0, 2 g/L yeast extract) plus 2% glucose and
grown for 7 days at 28°C with agitation (200 rpm) in a 6-well plate. Dry cell weights were
determined by centrifuging 1 ml of culture at 14,000 rpm for 5 min in a pre-weighed
Eppendorf tube. The culture supernatant was discarded and the resulting cell pellet washed
with 1 ml of deionized water. The culture was again centrifuged, the supernatant discarded,
and the cell pellets placed at -80°C until frozen. Samples were then lyophilized for 24 hours
and dry cell wights calculated. For determination of total lipid in cultures, 3 m! of culture was
removed and subjected to anaylsis using an Ankom system (Ankom Inc., Macedon, NY)
according to the manufacturer’s protocol. Samples were subjected to solvent extraction with
an Ankom XT10 extractor according to manufacturer’s protocol. Total lipid was determined
as the difference in mass between acid hydrolyzed dried samples and solvent extracted, dried

samples. Percent oil dry cell weight measurements are shown in Table 12.
{0359] Table 12. Percent oil dry cell weight for microalgae.

Species Strain % Qil Strain #
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Chlorella kessleri UTEX 387 3942 4
Chlorella kessleri UTEX 2229 54.07 5
Chlorelia kessleri UTEX 398 41.67 6
Parachlorella kessleri SAG 11.80 37.78 7
Parachloretla kessleri SAG 1482 50.70 8
Parachlorella kessleri SAG21.11 H9 37.92 9
Prototheca stagnora UTEX 327 13.14 10
Prototheca moriformis UTEX 1441 18.02 1
Prototheca moriformis UTEX 1435 27.17 12
Chlorella minutissima UTEX 2341 31.39 13
Chlorella protothecoides ~ UTEX 250 34.24 1
Chlorella protothecoides  UTEX 25 40.00 2
Chlorella protothecoides ~ CCAP 211/8D 47.56 3
Chlorella sp. UTEX 2068 45.32 14
Chlorella sp. CCAP 211/92 46.51 15
Chlorella sorokiniana SAG211.40B 46.67 16
Parachlorella beijerinkii SAG 2046 30.98 17
Chlorella luteoviridis SAG 2203 37.88 18
Chlorella vulgaris CCAP2I1/11K 35.85 19
Chlorella reisiglii CCAP11/8 31.17 20
Chlorella epllipsoidea CCAP211/42 3293 21
Chlorella saccharophila CCAP 21111 34.84 22
Chlorella saccharophila CCAP211/32 30.51 23

Example 2:  Cultivation of Chlorella protothecoides

[0360] Three fermentation processes were performed with three different media
formulations with the goal of generating algal biomass with high oil content. The first
formulation (Media 1) was bascd on medium described in Wu et al. (1994 Science in China,
vol. 37, No. 3, pp. 326-335) and consisted of per liter: KHoPQy, 0.7g; KoHPOy, 0.3g; MgSO;-
7H;0, 0.3g; FeSO4-7H,0, 3mg; thiamine hydrochloride, 10 pg; glucose, 20g; glycine, 0.1g;
H3BOs, 2.9mg; MnClx-4H,0, 1.8mg; ZnS04-TH,0, 22041g; CuS04-5H;0, 80ug; and
NaMoO,-2H;0, 22.9mg. The second medium (Media 2) was derived from the flask media
described in Example 1 and consisted of per liter: KoxHPOy, 4.2g; NaH,POQq, 3.1g; MgSO,-
TH;0, 0.24g; citric acid monohydrate, 0.25g; calcium chloride dehydrate, 25mg; glucose,
20g; yeast extract, 2g. The third medium (Media 3) was a hybrid and consisted of per liter:
K,HPQ,, 4.2g; NaH,PO,, 3.1g; MgS0,-TH,0, 0.24¢g; citric acid monchydrate, 0.25g;
calcium chloride dehydrate, 25mg; glucose, 20g; yeast extract, 2g; HiBOs, 2.9mg; MnCl,-
4H,0, 1.8 mg; ZnS0,-TH0, 220ug; CuSO4-5H,0, 80ptg; and NaMo0,-2H,0, 22.9mg. All
three media formulations were prepared and autoclave sterilized in lab scale fermentor
vessels for 30 minutes at 121°C. Sterile glucose was added to each vessel following cool

down post autoclave sterilization.
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[0361] Inoculum for each fermentor was Chiorella protothecoides (UTEX 250), prepared
in two flask stages using the medium and temperature conditions of the fermentor inoculated.
Each fermentor was inoculated with 10% (v/v) mid-log culture. The three lab scale
fermentors were held at 28°C for the duration of the experiment. The microalgal cell growth
in Media 1 was also evaluated at a temperature of 23°C. For all fermentor evaluations, pH
was maintained at 6.6-6.8, agitations at 500rpm, and airflow at 1 vvm. Fermentation cultures
were cultivated for 11 days. Biomass accumulation was mcasured by optical density at 750

nm and dry cell weight.

[0362] Lipid/oil concentration was determined using direct transesterification with standard
gas chromatography methods. Briefly, samples of fermentation broth with biomass was
blotted onto blotting paper and transferred to centrifuge tubes and dried in a vacuam oven at
65-70°C for 1 hour. When the samples were dried, 2mL of 5% H,SO, in methanol was
added to the tubes. The tubes were then heated on a heat block at 65-70°C for 3.5hours,
while being vortexed and sonicated intermittently, 2ml of heptane was then added and the
tubes were shaken vigorously. 2MI of 6% K,CO; was added and the tubes were shaken
vigorously to mix and then centrifuged at 800rpm for 2 minutes. The supernatant was then
transferred to GC vials containing Na;SO, drying agent and ran using standard gas
chromatography methods. Percent oil/lipid was based on a dry cell weight basis. The dry cell
weights for cells grown using: Media 1 at 23°C was 9.4g/L; Media 1 at 28°C was 1.0g/L,
Media 2 at 28°C was 21.2g/L; and Media 3 at 28°C was 21.5g/L.. The lipid/oil concentration
for cells grown using: Media 1 at 23°C was 3g/L.; Media 1 at 28°C was 0.4g/L.; Media 2 at
28°C was 18 g/L; and Media 3 at 28°C was 19g/L.. The percent oil based on dry cell weight
for cells grown vsing: Media 1 at 23°C was 32%; Media 1 at 28°C was 40%; Media 2 at 28°C
was 85%; and Media 3 at 28°C was 88%. The lipid profiles (in area %, after normalizing to
the internal standard) for algal biomass generated using the three different media

formulations at 28°C are summarized below in Table 13.

{0363] Table 13. Lipid profiles for Chlorella protothecoides grown under different media

conditions,
Media 1 28°C Media 2 28°C Media 3 28°C
(in Area %) {in Area %) (in Area %)
C14:0 1.40 0.85 072
C16:0 8.71 1.75 743
Cl6:1 - 0.18 017
C17:0 - 0.16 0.15
C17:1 - 0.15 0.15
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C18:0 3.77 3.66 4.25

C18:1 73.39 72.72 73.83

C18:2 11.23 12.82 11.41

C18:3 alpha .50 0.90 1.02

C20:0 - 0.33 0.37

C20:1 - 0.10 0.39

C20:1 -- 0.25 --

C22:0 - 0.13 0.11

Example 3: Genotyping of Microalgae with High Oil Content

[0364] Microalgae samples from the 23 strains listed in Table 12 above were genotyped.
Genomic DNA was isolated from algal biomass as follows. Cells (approximately 200 mg)
were centrifuged from liquid cultures for 5 minutes at 14,000 x g. Cells were then
resuspended in sterile distilled water, centrigured for 5 minutes at 14,000 x g and the
supernatant discarded. A single glass bead ~2mm in diameter was added to the biomass and
tubes were placed at -80°C for at least 15 minutes. Samples were removed and 150 pl of
grinding buffer (1% Sarkosyl, 0.25 M sucrose, 50 mM NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-
HCl, pH 8.0, RNase A 0.5 pg/ul) was added. Pellets were resuspended by vortexing briefly,
followed by the addition of 40 pl of SM NaCl. Samples were vortexed briefly, followed by
the addition of 66 pl of 5% CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) and a final brief
vortex. Samples were next incubated at 65°C for 10 minutes after which they were
centrifuged at 14,000 x g for 10 minutes. The supernatant was transferred to a fresh tube and
extracted once with 300 pl Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol 12:12:1, followed by
centrifugation for 5 minutes at 14,000 x g. The resulting aqueous phase was transferred 1o a
fresh tube containing 0.7 vol of isoproanol (~190 pl), mixed by inversion and incubated at
room temperature for 30 minutes or overnight at 4°C. DNA was recovered via centrifugation
at 14,000 x g for 10 minutes. The resulting pellet was then washed twice with 70% ethanol,
followed by a final wash with 100% ethanol. Pellets were air dried for 20-30 minutes at

room temperature followed by resuspension in 50 pl of 10 mM TrisCl, ImM EDTA (pH 8.0).

[0365] Five ul of total algal DNA, prepared as describe_,d above, was diluted 1:50 in 10 mM
Tris, pH 8.0. PCR reactions, fina! volume 20 pl, were set up as follows. Ten pl of 2 x iProof
HF master mix (BIO-RAD) was added to 0.4 pl primer SZ02613 (5°-
TGTTGAAGAATGAGCCGGCGAC-3’ (SEQ ID NO:5) at 10mM stock concentration).

This primer sequence runs from position 567-588 in Gen Bank accession no. L43357 and is
highly conserved in higher plants and algal plastid genomes. This was followed by the
addition of 0.4 ! primer $Z02615 (5°-CAGTGAGCTATTACGCACTC-3’ (SEQ ID NO:6)
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at 10 mM stock concentration). This primer sequence is complementary to position 1112-
1093 in Gen Bank accession no. 143357 and is highly conserved in higher plants and algal
plastid genomes. Next, 5 ul of diluted total DNA and 3.2 ul dH,0 were added. PCR
reactions were run as follows: 98°C, 45°*; 98°C, 8'*; 53°C, 12°*; 72°C, 20"’ for 35 cycles
followed by 72°C for 1 min and holding at 25°C. For purification of PCR products, 20 ul of
10 mM Tris, pH 8.0, was added to each reaction, followed by extraction with 40 pl of
Phenol:Chloroform:isoamyl alcohol 12:12:1, vortexing and centrifuging at 14,000 x g for 5
minutes. PCR reactions were applied to S-400 columns (GE Healthcare) and centrifuged for
2 minutes at 3,000 x g. Purified PCR products were subsequently TOPO cloned into
PCR8/GW/TOPO and positive clones selected for on LB/Spec plates. Purified plasmid DNA
was sequenced in both directions using M13 forward and reverse primers. Sequences from
strains 1-23 (designated in Example 1, Table 12) are listed as SEQ ID NOs: 7-29 in the
attached Sequence Listing.

Example 4: Genomic DNA analysis of 23S rRNA from Chlorella protothecoides and

Prototheca
[0366] Genomic DNA from 8 strains of Chlorella protothecoides (UTEX 25, UTEX 249,
UTEX 250, UTEX 256, UTEX 264, UTEX 411, CCAP 211/17 and CCAP 211/84) was
isolated and genomic DNA analysis of 23S rRNA was performed according to the methods
described above in Example 3. All strains of Chlorella protothecoides tested were identical
in sequence except for UTEX 25. Sequences for all eight strains are listed as SEQ ID NOs:
30 and 31 in the attached Sequence Listing.

[0367] The 23s rRNA genomic sequence for Prototheca moriformis UTEX 1436 (SEQ ID
NO: 32) was also compred to other Prototheca species (UTEX 1435, UTEX 1437, and
UTEX 1439) and the above described Chlorella protothecoides strains, The comparison
showed that the 23s rRNA genomic sequence for Prototheca moriformis UTEX 1436 was
dissimilar to the other Prototheca genotypes (SEQ ID NO: 33).

Example 5: Diversity of Lipid Chains in Microalgal Species

[0368] Lipid samples from a subset of strains grown in Example 1, Table 12 were analyzed

for lipid profile using HPLC. Results are shown below in Table 14.

[0369] Table 14, Diversity of lipid chains in microalgal species.
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Strain ¥ C:14:0 C:16:0 C:16:1 C:18:0 C:18:1 C:18:2 C:18:3 C:20:0 C:20:1

from

Table 12

1 0.57 10.30 0 an 70.52 14.24 1.45 0.27 o

2 0.61 8.70 0.30 242 71.98 14.21 .15 0.20 0.24
4 0.68 9.82 o 2.83 65.78 12.94 1.46 0 0

5 1.47 21.96 ] 4.35 22.64 9.58 5.2 3.88 33
10 0 1201 0 0 50.33 17.14 0 0 0
11 1.41 29.44 0.70 3.05 571.72 1237 .97 0.33 0
12 1.09 25.77 0 275 54.01 11.90 2.44 0 0

Example 6: Extraction Of Lipids From Microalgae Using Coconut Qil
1. Cell Production
[0370]  An F-Tank batch of Chlorella protothecoides (about 1,200 gallons) was used to

generate biomass for extraction processes. The batch (#ZA07126) was allowed to run for 100

hours, while controlling the glucose levels at 16 g/L, after which time the corn syrup feed was
terminated. Residual glucose levels dropped to <0 g/L two hours later. This resulted in a final
age of 102 hours. The final broth volume was 1,120 gallons. Both in-process contamination
checks and a thorough analysis of a final broth sample failed to show any signs of

~ contamination.

2. Cell Disruption
[0371] Lyophilized Chlorella protothecoides cells were resuspended to 200 g/L with DI
water containing 20 g/l KOH. This cell suspension was autoclaved at 130°C for 30 minutes
and cooled to room temperature. A 10 ml sample of this material was sonicated using a
Misenix 3000 sonicator equipped with a micro-tip on level 7. The suspension was sonicated
for 6 minutes on a 30 sec on/off cycle for a total of 3 cycles. More than 70% breakage was
observed by microscope analysis. An aliquot of this suspension (1 ml sample) was
centrifuged at 14 K rpm for 15 min. Three layers were observed: a pellet of heavy solids, an

aqueous phase and an emulsion phase. No oil layer was observed.

[0372] A second set of experiments were performed looking at cell breakage efficiency at a
varijety of times of sonication to achieve maximal cell breakage. 6 ml samples of Chlorella
protothecoides cells prepared as described above were sonicated using a Misonix 3000
sonicator equipped with a micro-tip on level 8 with interval times of 20 seconds on and 20
seconds off. The sonication times ranged from 10 minutes, 20 minutes and 30 minutes and
were all performed with the samples on ice. The samples were then centrifuged at 4300 rpm

for 30 minutes. Three layers were observed: a pellet of heavy solids, an aqueous phase and
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an emulsion pahse. No oil layer was observed. Each time point sample was also analyzed
qualitatively for total cell breakage by looking for whole cells in the lysate under 100x
magnification. No whole cells were observed in any of the time point samples, indicating
that 10 minutes of sonication was sufficient to achieve maximal cell breakage. Micrographs
of the lysate under magnification showed oil droplets and cell debris consisting of organelles
and disrupted cell membranes. To further inspection of the cell pellets from each of the

samples showed no whole cells were observed, only cell debris.

3. Algal Oil Purification For Control
[0373] Chlorella protothecoides oil was obtained from dried biomass via hexane extraction
using standard methods known in the art (see for example US Patents 5,567,732; 6,255,505,
and Yamada et al., Industrial applications of single cell oils, Eds. Kyle and Ratledge, 118-138
(1992)).

4. HPLC Analysis Of Fatty Acid Profiles
[0374] The fatty acid concentrations and profiles of (i) Chlorelia cells, (ii) pure algal oil,

(1ii) pure coconut oil, and (iv) the extracted oil samples were determined by HPLC.

[0375] A 50 pl sample of the (200 g/L) washed Chlorella cell suspension (before caustic
and heat treatment; see above) was hydrolyzed by incubation at 80°C in an isopropanol/KOH
saturated solution for 4 hours. The cells were then centrifuged at 14 K rpm for 10 min and
the hydrolysate was loaded onto an HPLC column. Samples were analyzed using an Aligent
1100 HPI.C using the following method. The samples were derivatized with bromophenacyl
bromide (60 mg/ml) and loaded onto a Luna 5u C8(2) 100A. 150x2 mm column
(Phenomenex). The samples were eluted from the column using a gradient of water to 100%
Acetonitrile:tetrahydrofuran (95:5). Signals were detected using DAD array detector at a
wavelength of 254nm. The result of such an analysis detailing the lipid profiles for pure oils
(algal and coconut oil}), established separately (i.e., not mixed with each other), is shown in
Figure 1. This result demonstrated that the lipid profiles of pure algal oil and coconut oil are
different. As such, coconut oil can be used as an organic solvent to extract lipids from

microalgae and the percent of lipids extracted can be determined (see below).

5. Construction And Validation Of Theoretical Curves
[0376] The fatty acids from mixtures of pure algal oil extracied from Chlorella and coconut

oil were measured as percentages of the total lipid and are shown in Table 15.

[0377] Table 15. Fatty acid content as percentage of total lipid.
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%o
Coconut | % Algal C18:1 Ci12 Cl4 Cl8:1/Cl12 | C18:1/Cl4
01l Oil
0 100 59 0.01 1.00 35,900 59.00
2 98 57.9 1.09 8.14 53.13 7.12
5 95 563 - 271 8.39 20.76 6.71
10 90 53.5 5.41] 8.81 9.89 6.08
20 80 48.0 10.81 0.64 4.44 4.98
25 75 45.3 13.51 10.06 3.35 4.5
40 60 37.0 21.61 11.31 1.71 3.27
50 50 315 27.01 12.15 1.17 2.59
60 40 26.0 32.40 12.98 0.80 2.00
27 25 17.8 40.5 14.23 0.44 1.25
80 20 15.0 43.2 14.65 0.35 1.02
89.75 10.25 9.6 48.47 15.46 0.20 0.62
94.75 5.25 6.9 51.17 15.88 0.13 0.43
100 0 4 54 17.00 0.07 0.24

[0378} In pure algal oil, 59% of the total fatty acids are of the C18:1 type, 0.01% are of the
Cl12 type, and 1% are of the C14 type. The remaining 39.99% of algal fatty acids are C10:1,
C10, C18:3, C18:2, C16 or C18 fatty acids, the majority being C18:2 fatty acids (see Figure
1). In pure coconut oil, 4% of the fatty acids are of the C18:1 type, 54% are of the C12 type,
and 17% are of the C14 type. The remaining 25% are C10:1, C10, C18:3, C18:2, C16 or C18
fatty acids (see Figure 1). Upon mixing algal oil with coconut oil, the ratio of the respective
fatty acids changes. For example, in a 1:1 mixture of pure algal oil and pure coconut oil,
31.5% of the total fatty acids are of the C18:1 type (where the majority is from aigal oil),
27.01% are of the C12 type (which are almost exclusively from coconut oil), and 12.15% are
of the C14 type (where the majority is from coconut oil). This reference table is useful for
determining the percent of algal fatty acids and the percent of coconut fatty acids upon HPLC
analysis of a lipid:organic solvent composition obtained from the lightest layer of a

microalgai biomass lysate that has been subjected to centrifugation.

[0379] A curve was constructed based on the expected total C18:1 vs C12 or Cl4 ina
mixture of the two pure oils, i.¢., algal oil and coconut oil. - The theoretical measurements for
both curves were validated by HPLC analysis of a 1:1 mixture of pure algal to pure coconut
0il which should result in 50% of each ratio. The measured value from the C18:1 to C12 and

C14 was 51% and 65% respectively when fitted to the corresponding curve (Figure 2),
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6. Separating Microbial Qil From An Emulsion Using An Organic
Solvent (Coconut Oil Example)

[0380] In order to free the oil from the Chlorella lysate, coconut oil was added to 1ml of
disrupted Chlorella cell material at ratios of 3:1, 1:1, 1:3 and 1:10 (algal oil to coconut oil),
mixed well and heated for 15 min at 70°C and then centrifuged for 15 min at {4 Krpmina
microcentrifuge. Upon centrifugation 4 layers were observed: a pellet of heavy solids, an
aqueous phase, an emulsion phase an oil phase. Then the oil phase was separated from the
other layers by pipetting. The oil phase included a mixture of algal cil and coconut oi] of
which an aliquot as subjected to HPLC analysis. The measurement of algal oil in the
suspension was based on ol content of cells. Controls included (i) 3 mg of pure algal oil, (ii)
3 mg of pure coconut oil; and (i) a 1:1 mixture of pure algal oil and pure coconut 0il. A 5l

sample from each was analyzed by HPLC.

7.  Results
[0381] The oil content of the starting cell mass (CM) was approximately 30% as
determined by HPLC. Coconut oil was used to extract lipids from a disrupted cell suspension
of Chlorella (200 g/LL was suspension) in mixtures of 3:1, 1:1, 1:3 and 1:10 (algal to coconut
oil}). The samples in this experiment included: (1) 3mg pure algal oil (control); (2) 3 mg pure
coconut oil (control); (3) 1:1 mix of 3 mg of each pure oil (control); (4) CM (1ml) + coconut
oil (3:1); (5) CM (1ml) + coconut oil (1:1); (6) CM (1ml) + coconut oit (1:3); (7) CM (Iml) +
coconut oil (1:10); and (8) CM (1ml).

[0382] No oil layer was present in the sample without coconut oil (8). The fatty acid
composition {expressed as % fatty acid of total lipid) of the pure oil controls and each of the

extraction mixtures (experiments (1) - (7)) is shown in Table 16.

[0383] Table 16. Fatty acid composition of pure 0il controls and extraction mixtures.

% Fatty Algal Oil (1} Coconut Qil 1:1 Mix of C.pJC.oil{3:1 § C.pJCooil C.p/C.oil(1:3 | C.psC.ail

Acid of 2) Algal Oiland | ) () (1:1){5) ) (6} {1:10) (7)

Total Coconut Qil

(3)

C10:1 0% 1% 0% Q% 0% 0% 0%

CI10 0% 10% 5% 9% 10% 9% 10%
C12 0% 56% 27% 50% 53% 53% 54
C18:3 4% 0% 1% 0% 0% 0% 0%

Cl14 1% 18% 8% 18% 17% 18% 18%
C18:2 25% 1% 11% 1% 1% 1% 1%

Cl6 11% 8% 9% 8% 8% 8% 8%

CIi8:1 59% 4% 33% 11% 8% 8% 6%

C18:0 0% 2% 4% 3% 3% 3% 2%
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C.p., Chlorella protothecoides;, C.oil, coconut oil

[0384] The ratios of C18:1 to C12 and to C14 were calculated and fitted into the theoretical
graph (see above and Figure 2). The extraction efficiency of the coconut oil was determined
by dividing the calculated percent of algal oil (from theoretical curve) by the expected
percent (0il content in starting material). The extraction efficiency ranged from 44% in the
1:10 (algal oil to coconut oil) mixture (see experiment (7) above) to 16% in the 3:1 mixture
(see experiment (4) above) as determined from the C18:1 to C12 data (Table 17). Thus, the
higher the percent of coconut oil in the extraction procedure, the higher the yield of extracting

lipids from Chorella.

[0385] Table 17. Extraction efficiency as a function of coconut oil fraction.

% Algal Oil in Measured % Measured % Extraction
Extraction Cl8:1t0Cl12 (C18:1/C12)
9 (7) 0.12 4.0 449
25 (6) 0.14 6.0 24%
50 (5) 0.16 7.0 14%
75 (4) 0.22 12.0 16%

[0386] The range of the extraction efficiency was 33% (see experiment (7) above) to 14%

(see experiment (4) above) as determined from the C18:1 to C14 data (Table 18). Thus, the
higher the percent of coconut oil in the extraction procedure, the higher the yield of extracting

lipids from Chorella.

[0387] Table 18. Extraction efficiency as a function of coconut oi} fraction.

% Algal Oil in Measured % Measured % Extraction
Exfraction Cl18:1t0 Cl4 (C18:1/C14)
o0 0.35 3.0 33%
25 (6) 043 53 21%
50 (5) 047 6.3 13%
75 (4) 0.62 103 14%

{0388] The above experiments demonstrated that an organic solvent (in this case coconut

oil) efficiently extracted lipids from an algal cell mass to yield a lipid:organic solvent

composition.

[038%9] An additional set of experiments were performed to look at the efficiency of
extracting lipids from a disrupted cell suspension of Chlorella protothecoides (sonication)

using four emulsion breaking surfactants. The surfactants that were used in this study were:
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oleamide DEA (NINOL 201}, laurelamide DEA (NINOL 55L.L}, laurelamide DEA (NINOL
96L.) and cocoamide DEA (NINOL 40CQ). Each surfactant was added in the concentrations
of 0.2%, 0.5% and 1.0% to the cell lysate suspensions and were placed in a oven at 55°C for
15 hours. Each tube was then centrifuged at 4200 rpm for 20 minutes. In each sample, four
phases could be seen: a solid phase, an aqueous phase, and emulsion layer and an oil layer on
the top. Negative control samples with no added surfactant produced no visible oil phase, but
produced only the solid, aqueous and emulsion layers. The oil layers from each of the
surfactant treated samples were carefully pipetted off and were weighed to determine overall
oil yields. The results are summarized below in Table 19. These results show that an organic
solvent, such as a surfactant, efficiently extracted lipids from lipid-containing algae biomass

to yield a lipid:organic solvent composition.

[0390] Table I9. Use of surfactants to extract lipids from algae biomass.

NINOL NINOL MINOL NINOL NINOL MNOL NINOL NINOL NINOL | NINOL NINOL NINOL
Surfactant Name 204 20 20 S5LL S5LL 58LL 40C0 2000 40CD 968L 9651 BESL

Oleamids | Oleands | Olkeemide | La i 1 i \awelatid | € ide | Cocoamk [ i L k L2 | L
Surfactant DEA DEA DEA DER DEA BEA BEA DEA DEA NEA DEA DEA
Parcent viv 1.0% 0.5% 4.2% 1.0% 0. 5% 0.2% 1.0% 0.5% D.2% 1.0% 0.5% 0.2%
it in Ferm g 62 82 62 62 &2 62 62 82 52 62 62 &2
(g Oin&mL
sampls (theomticar) .31 0.31 D1 0.31 0.31 0.31 0.31 0.31 6.3l 4.31 0.31 0.31
Tempeorature (C) 55 55 55 55 55 55 5% 55 55 55 55 55
Time {hrs) 15 5 15 15 15 15 15 185 15 \ 16 15
TOTAL
Oil in sampla (g} 0.183 0.237 0.041 0.262 0.012 0.026 0.278 0,082 0.000 0.286 0.035 0,000
% of thaaratical 59.07% 76.55% 13.91% BL.44% 4.03% 8.40% 58.01% 26.45% 0.0°% S230% 11.41% 0.00%

Example 7: Lysing of Chlorella Protothecoides

1. Biomass Production
(0391] An F-Tank batch of Chlorella protothecoides (about 1,200 gallons) was used to
generate biomass for extraction processes. The batch (#ZA07126) was allowed to run for 100
hours, while controlling the glucose levels at 16 g/L, aftcr which time the cotn syrup feed was
terminated. Residual glucose levels dropped to <0 g/L two hours later. This resulted in a final
age of 102 hours. The final broth volume was 1,120 gallons. Both in-process contamination
checks and a thorough analysis of a final broth sample failed to show any signs of

contamination.

2.  Heat and Chemical Treatment
[0392] Cells were resuspended in water to a biomass concentration of 150 g/L and

aliquoted into 27 x 5 mL tubes. Each tube was conditioned per the matrix below in Table 20,
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{0393] Table 20. Chemical/heat treatment matrix.

Tube | Condition fKOH] mN [H250,4] mN Temp, 30 min
] Control 0 1] 25°C
2 40 mN KOH 40 0 25°C
3 80 mN KOH 80 0 25°C
4 120 mN KOH 120 0 25 °C
5 160 mN KOH 160 0 25 °C
6 40 mN H,804 ] 40 25°C
7 80 mN H,50, 0 80 25°C
8 120 mN H,80, 0 120 25°C
9 160 mN H,S80, 0 160 25°C
10 Control 0 0 65 °C
11 40 mN KOH 40 0 65 °C
12 80 mN KOH 30 0 65 °C
13 120 mN KOH 120 0 65 °C
14 160 mN KOH 160 0 65 °C
15 40 mN H,S0, 0 40 65 °C
16 80 mN H,S0, 0 80 65 °C
17 120 mN H,S0, 0 120 65 °C
18 160 mN H,S0, 0 160 65 °C
19 Control 0 0 130 °C
20 40 mN KOH 40 0 130 °C
21 80 mN KOH 80 0 130 °C
22 120 mN KOH 120 0 130 °C
23 160 mN KOH 160 0 130 °C
24 40 mN H,50, 0 40 130 °C
25 80 mN H,S0, 0 80 130 °C
26 120 mN H,50, 0 120 130 °C
27 160 mN H,30, 0 160 130 °C

[0394] After treatment, a 1.5 ml sample was centrifuged at 14 K rpm for 15 min, and the

size of each of the resulting layers was measured.

3.  Emulsion Water washing
[0395] A fresh set of samples were generated under conditions for samples 21-27 using a
total of 10 mL cell suspension, and aliquoted into 3 x 3 mL samples. The resulting emulsions
were isolated in new 15 mL tubes, and subjected to the following water wash scheme

according to Table 21,

[0396] Table 21. Emulsion water washing matrix.

Wash 1 Wash 2
Ratio of water wash Ratio of water wash
Sample volume:emulsion volume:emulsion
21 1to1 1to]
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22 Ito] itol

23 o] o]

24 l1tal ltol

25 lwl ltol

26 1tol Ttol

27 leol liol

Ratio of water wash Ratio of water wash

Sample volume:emulsion volume:emulsion

21 511 S5tol

22 51 S5tol

23 Stol 5101

24 5tol Stol

25 Sl S5tol

26 5101 5101

27 51 5wl

Ratio of water wash Ratio of water wash

Sample volume:emulsion volume:emulsion

21 10to 1 10t 1

22 1010 1 10to0 1

23 10to 1 10101

24 10to1 10to 1

25 10to1 10t 1

26 10to 1 10to 1

27 1Dto 1 10101

[0397] The water was added to the emulsion, vortexed, and centrifuged at 4,400 rpm for 10
minutes. Following the 1st wash, the aqueous phase was removed, and a 2nd water wash
performed at the same ratio, vortexed, and centrifuged at 4,400 rpm for 10 minutes.

Following treatment, the emulsions were observed for the appearance of a visible oil layer.

4. Sonication
[0398] A sampling of conditions (samples #1, 9, 10, 14, 18, 19, 23, 27) from the
chemical/heat treatment matrix were sonicated using a Misonix 3000 sonicator equipped with
a micro-tip on level 7. The suspension was sonicated for 3 minutes on a 30 sec on/20 sec off
cycle. After treatment, a 1.5 ml sample was centrifuged at 14 K rpm for 15 min and the size

of each of the resulting layers was measured,

5. Emulsion Freezing
[0399] Samples which generated emulsions were subjected to freezing at — 20°C for >24
hours. Following freezing, the samples were thawed at room temperature, vortexed, and

centrifuged at 4,400 rpm for 10 minutes. The samples studied are listed in Table 22.
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[0400] Table 22. Emulsions used in freezing cycle.

Sample Sonicated
160 mN HCI, 130 °C for 30 min Yes, 30 min cycle
120 mN HC], 130 °C for 30 min No
160 mN KOH 130 °C for 30 min Yes, 30 min cycle
No chemical, 130 °C for 30 min Yes, 30 min cycle
i No chemical, no heat Yes, 30 min cycle

[0401] TFollowing treatment, the emulsions were observed for the appearance of a visible

oil layer.

6. Enzyme Treatment Experiments #1
[0402] Several enzymes were evaluated as an alternative method of cell breakage. These
enzymes, all obtained from Sigma Aldrich, were Hemicellulase (P/N H2125), Pectinase (P/N
P2401), Cellulase (C9422), and Driselase (D9515). 5 mL of cell material was prepared to
various biomass concentrations, and exchanged into buffer. The enzyme concentrations were

then prepared as described in Table 23.

[0403] Table 23. Enzyme treatment matrix.

Enzyme conc. | Incubation | Incubation [BM}
Enzyme (%) temp, °C | time, hrs Incubation buffer g/l
Hemicellulase 1% 25°C 12 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Pectinase 1% 25°C 12 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Cellulase 1% 25°C 12 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Driselase 1% 25 °C 12 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Cocktail of all 4 enzymes 1% of each 25 °C 12 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Hemicellulase 1% 37°C 1 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Pectinase 1% 37°C 1 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Cellulase 1% 37°C 1 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Driselase 1% 37°C 1 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Cocktail of all 4 enzymes 1% of each 37°C 1 100 mM Acetate, pH 4.6 150
Hemicellulase/Driselase 4%f2% 37°C 12 50 mM Citrate, pH 4.5 150
Hemicellulase/Drisclase 4%/2% 50°C 12 50 mM Citrate, pH 4.5 150
Hemtcellulase/Driselase 4%2% 37°C 12 50 mM Citrate, pH 4.5 100
Hemicellulase/Driselase 49012 % 50°C 12 50 mM Citrate, pH 4.5 100
Hemicellulase/Driselase 4%/2% 37°C 12 50 mM Citrate, pH 4.5 50
Hemicellulase/Driselase 4%/2% 50°C 12 50 mM Citrate, pH 4.5 50
Hemicellulase/Driselase 4%12% 37°C 12 50 mM Citrate, pH 4.5 25
Hemicellulase/Driselase 4%12% 50°C 12 50 mM Citrae, pH 4.5 25

08



759

WO 2010/138620 PCT/US2010/036238

7.  Enzyme Treatment Experiments #2
[0404] Additional enzymes were evaluated alone, and in combination with one another, and
compared against'disruption of cells by storing and aging the cells with or without enzyme
treatment. A polysaccharide-degrading enzyme mannose and a protease were evaluated for
their ability to disrupt cells of Chlorella protothecoides. Also, the effect of storing and aging
a sample of cultured cells on the weakening of the cell structure to facilitate oil extraction

was evalualed.

[0405] Three experiments were conducted. Chlorella protothecoides cells were generated
via heterotrophic growth using glucose as the sole carbon source. In experiments in which
dried cells were used, fermentation broth was centrifuged and the cell paste was subjected to
drum drying. In experiments in which cells were stored for 7 days, storage was at 4°C. A
polysaccharide-degrading enzyme (Mannaway 4.0L) and protease (Alcalase 2.4 FG}) (both
from Novozymes) were used in the experiments, as indicated. Enzymes were added at a

congcentration of 0.2% weight/volume.

[0406] In the first experiment, dried cells were reconstituted in deionized water to a dry cell
weight of 155 grams/liter in flasks, and maintained at pH 7.5.- Flasks were placed in an
incubating shaker for 22 hours at 50°C. Enzymatic cell lysis for sample 1 in Experiment 1
was very effective when combining enzymes, as evidenced by 90.4% of total oil being found
in the emulsion and not in the pellet. Neither enzyme individually was as effective as the
combination of both, nor was the control without enzyme treatment. The results are shown in
Table 27 below.

[0407] In the second experiment, fresh fermentation broth was separated into two aliquots
for fresh and 7 day broth experiments. The fresh cells were concentrated by centrifugation
and reconstitutéd in deionized water to 170 g/l in flasks. Resuspended cell samples were then
subdivided into two. sets of 4 flasks, half of which were stored for 7 days at 4°C before further
treatment. For experimental treatment, 3 flasks contained combinations of a protease and a
polysaccharide-degrading mannase while the 4™ contained no enzymes (see Table 27 for
experimental conditions). Flasks were placed in an incubating shaker for 22 hours at 50°C.
This second experiment indicated extensive cell lysis with dual enzyme treatment at day 0
and day 7, as well as lysis in the absence of enzymes after 7 days. The results are shown in
Table 28 below.
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{0408] In the third experiment, fermentation broth was collected from fresh fermentations,
concentrated by centrifugation and re-suspended in deionized water at two different
concentrations of 71 and 115 g/l and agitated at 150rpm in Applikon fermentors for 22 hours
at 50°C. pH was maintained at 7.5 by feedback acid/base control. The results of this third
experiment indicated that cell disruption and/or emulsion formation is facilitated by addition

of enzymes and aging of the cells. The results are shown in Table 29 below.

8.  Oil Analysis and Characterization
[0409] TLC was performed on aluminum backed silica TLC plates (Sigma# 60805). The
developing solvent (mobile phase) was hexane/diethyleter/acetic acid (80:20:1, by vol).
Spots were visualized by spraying with 10% sulfuric acid and chaiting on a hotplate.
Recovered oil samples from control, acidic, and basic conditions were analyzed to determine

if any significant product degradation and/or modification occurred due to the processing

conditions.

9.  Results
(a) Heat and Chemical Treatment

[0410] The results from the chemical/heat treatment matrix are reported in Figure 3 and
Table 24 below.

[0411] Table 24. Measurement of layers from chemical/heat treatment matrix.

[KOH] [H2S04] Temp, Pellet, Aqueous, Emulsion,
Tube | Cendition mN mN 30 min mm mmm mm

1 Control 0 \; 25°C 15 15 0
2 40 mN KOH 40 0 25°C 15 15 0
3 80 mN KOH 20 Q 25°C 15 15 0
4 120 mN KOH 120 0 25 °C 15 15 0
5 160 mN KOH 160 0 25°C 15 15 0
6 40 mN H,50, 0 40 25 °C 15 15 0
7 80 mN H,50, 0 80 25°C 15 15 0

120 mN ’
8 H,80, 0 120 25°C 15 15 0

160 mN
9 H,S50, 0 160 25 °C 15 15 0
10 Control 0 0 65 °C 10 19 1
11 40 mN KOH 40 0 65 °C 10 19 1
12 80 mN KOH 80 0 65 °C 10 19 i
13 120 mN KOH 120 0 65 °C 9 19 2
14 160 mN KOH 160 0 65 °C 8 19 3
15 4y mN H,50., 1] 40 65 °C 10 19 I
16 80 mN H,S0, 0 80 65 °C 10 19 1

120 mN
17 H,80, 0 120 65 °C 10 19 1
18 160 mN 0 160 65 °C 10 19 1
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H,50,

19 Control 0 0 65 °C 5 15 10

20 40 mN KOH 40 0 130 °C 10 18 2

21 80 mN KOH 80 0 136 °C 5 15 10

22 120 mN KOH 120 0 130°C 5 15 10

23 160 mN KOH 160 0 130 °C 5 i5 10

24 40 mN H,S0, 0 40 130 °C 2 23 5

25 80 mN H,50, 4 80 130°C 1 19 10
120 mN

26 HyS0, 0 120 130 °C 1 19 10
160 mN

27 H,80, 0 160 130 °C 1 19 10

[0412] At 25°C, no difference was observed between the chemically treated samples and

the control, and no emulsion formed.

[0413] At 65°C, an emulsion began to appear for the KOH treated samples, increasing in
size with higher concentrations of caustic. The aqueous phase also became more turbid with
increasing concentrations of KOH. There appeared to be a proportional decrease in the size
of the pellet as the emulsion size increased. For the acidic treated samples at 65°C, a smaller
emnulsion formed relative to the caustic treated samples, and no increase in the size of the
emulsion was observed with increasing level of acid, and the aqueous phase was clear and

uncoiored.

{0414) Samples heated to 130°C all showed significantly larger emulsions compared to
65°C, and comprised roughly 1/3 of the total sample volume. The aqueous phase of the

caustic treated samples showed increasing dark color with increasing concentration of KOH.

[0415] In the acidic treated samples, the aqueous phase remained clear for all samples. In
contrast to the base treated materials, the pellet virtually disappeared for the acid treated
preparations, indicating that the cells and cell debris had partitioned to the emulsion and

aqueous phase. In none of the 27 conditions tested was a visible oil layer observed.

(b)  Emulsion Water Washing
[0416] The emulsion of the caustic treated samples was poorly defined and difficult to
separate from the aqueous phase to prepare the emulsion for water washing. In contrast, the
acidic emulsion was firm and partitioned easily from the aqueous phase. Under all washing
conditions for the KOH treated samples, the emulsion became thinner and thinner until it was

nearly gone. No visible oil layer was observed during either wash.
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[0417)

phase. The emulsion size remained essentially unchanged during both washes. However, no

The acidic emulsions were easier to manipulate and separate from the aqueous

visible oil layer was observed during either wash.

(c) Sonication

[0418] The results of the sonication are recorded in Table 25 below.

[0419] Table 25. Impact of sonication compared to corresponding pre-sonicated samples.

[KOH] | [H:SO4} Temp, Pellet, Emulsion,

Tube | mN mN 30 min mm mm

1 0 0 25°C -5 +1

9 0 160 25°C -5 +1

10 0 0 65 °C -5 +1

14 160 0 65 °C -3 +2

18 0 160 65 °C -5 +]

19 0 0 130 °C -2 -7

23 160 0 130 °C -3 -7

27 0 160 130 °C +1 -7

(0420] The 25°C and 65°C sample emulsions increased in size while the pellet decreased

relative to their pre-sonicated counterparts. For the 130°C samples, the emulsion decreased
in size substantially, and the pellet of the control and base treated samples decreased, while
the pellet increased for the acid treated preparation. There was some oil layer formation for

the sonicated samples, particularly at the elevated temperatures.

(d) Temperature Reduction of Emnlsion

[0421} The results of the emulsion freezing are recorded in Table 26 below.

[0422] Table 26. Results of emulsion freezing.

Sample Sonicated Visible oil layer
160 mN HCI, 130 °C for 30 min Yes, 30 min cycle Yes
120 mN HCI, 130 °C for 30 min No No
160 mN KOH 130 °C for 30 min Yes, 30 min cycle Yes
No chemical, 130 °C for 30 min Yes, 30 min cycle Yes
No chemical, no heat Yes, 30 min cycle Yes

[0423] Reducing the temperature of the emulsion to — 20°C proved to be an effective
emulsion breaker. In all samples where the emulsion was sonicated, a large oil layer was

observed. A representative result is shown in Figure 4. When compared to the lipid content
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of the cell material by HPLC, the oil layer constituted the majority of the oil from the

emulsion.

(e) Enzymatic Treatment #1
[0424] Samples incubated at 25°C and 37°C at 1% enzyme levels showed minimal
emulsion formation. Considerably larger emulsions formed at the higher enzyme
concentrations of 4%/2% Hemicellulase/Driselase combination, with the 50°C producing a
larger emulsion compared to the 37°C sample. No oil layer was observed with enzyme

treatment alone. Enzyme-generated emulsions subjected to sonication and then— 20°C,

generated an oil layer.

iy Enzymatic Treatment #2

[0425] Enzyme treatment combining a polysaccharide-degrading mannase and a protease
was found effective to disrupt cells from Chlorella protothecoides, Another technique found
effective in weakening cell structure enough to facilitate oil extraction was storing/aging the
cells. Tables 27, 28 and 29 show the results of the three experiments described above, and
. Figure 6 illustrates the resuiting layers from enzyme-treated (left tube) vs. untreated (right
tube) biomass. In the untreated tube, the cell pellet is considerably larger in size because it

comprises a large lipid component. In neither case was lipid found in the aqueous phase.

[0426] Table 27. Enzymatic trcatment #2, cxperiment 1 results,

Sample Number

1 2 3 4
ALCALASE 2.4 FG + + - -
MANNAWAY 4.0 L + - + -
% of oil in cell pellet 9.6% 30.7% | 50.3% 97.8%
% of oil in emulsion 90.4% 69.3% | 49.7% 2.2%

) {0427] Table 28. Enzymatic treatment #2, experiment 2 results.

Sample Number

AGE i 2 3 4
ALCALASE 2.4 FG + + - -
MANNAWAY 4.0 L + - + -
DCW G/L 170.0 170.0| 170.0| 170.0

DAYS | WW% ! WMW% WMW% | WiW%
% of oil in cell pellet 0| 28B.8% 48.2% | 67.8% | 100.0%
% of oil in emulsion 0| 71.2% 51.8% | 322% | 0%
% of oil in cell pellet 7| 47.8% 81.3% | 807% 3 B81.8%
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| % of ol in emulsion | 7l 522%] 187%]| 193%]| 18.2%

[0428] Table 29. Enzymatic treatment #2, experiment 3 results.

Sample Number

1 2 3 4 5
ALCALASE 24 FG - - +
MANNAWAY 4.0 L - - +
DCW G/L 7.7 115.1 1151 71.7 115.1
TEMPERATURE 50 50 50 50 50
PH 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
WMW% | WW% WMW% | WW% | WW%
% of il in cell peallet 81.8% 63.0% 12.0% 49.1% 42.0%
% of oil in emulsion 18.2% 37.0% 88.0% 50.9% 58.0%
| age 0 0 0 7 7

() Oil Analysis and Characterization
[0429] An oil sample was isolated from each of the chemically treated conditions and
analyzed via TLC to determine if product degradation was occurring at the extreme pHs
compared the control condition. TLC analysis is shown in Figure 5. The pattern showed a
minor generation of free fatty acids (FFA’s) under acidic conditions compared to the base

treated and control sample.

Example 8: Methods for Culturing Prototheca

[0430] Prototheca strains were cultivated to achieve a high percentage of oil by dry cell
weight. Cryopreserved cells were thawed at room temperature and S00 ul of cells were added
to 4.5 ml of medium (4.2 g/l K;HPQ;, 3.1 g/I. NaH,POy,, 0.24 g/. MgS047TH,0, 0.25 g/l
Citric Acid monohydrate, 0.025 g/L. CaCl, 2H,0, 2g/L. yeast extract) plus 2% glucose and
grown for 7 days at 28°C with agitation (200 rpm) in a 6-well plate. Dry cell weights were
determined by centrifuging 1 ml of culture at 14,000 rpm for 5 min in a pre-weighed
Eppendorf tube. The culture supernatant was discarded and the resulting cell pellet washed
with 1 ml of deionized water. The culture was again centrifuged, the supernatant discarded,
and the cell peliets placed at -80°C until frozen, Samples were then lyophilized for 24 hrs and
dry cell weights calculated. For determination of total lipid in cuitures, 3 ml of culture was
removed and subjected to analysis nasing an Ankom system (Ankom Inc., Macedon, NY)
according to the manufacturer’s protocol. Samples were subjected to solvent extraction with

an Amkom XT10 extractor according to the manufacturer’s protocol. Total lipid was
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determined as the difference in mass between acid hydrolyzed dried samples and solvent

extracted, dried samples. Percent oil dry cell weight measurements are shown in Table 30.

[0431] Table 30. Percent oil by dry cell weight.

Species Strain % Oil
Prototheca stagnora UTEX 327 13.14
Prototheca moriformis UTEX 1441 18.02
Prototheca moriformis UTEX 1435 27.17

[0432] Microalgae samples from the strains listed in Table 30, above, were genotyped.
Genomic DNA was isolated from algal biomass as follows. Cells (approximately 200 mg)
were centifuged from liquid cultures 5 minutes at 14,000 x g. Cells were then resuspended in
sterile distilled water, centrifuged 5 minutes at 14,000 x g and the supernatant discarded. A
single glass bead ~2mm in diameter was added to the biomass and tubes were placed at -80°C
for at least 15 minutes. Samples were removed and 150 pl of grinding buffer (1% Sarkosyl,
0.25 M Sucrose, 50 mM NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0, RNase A 0.5
ug/ul) was added. Pellets were resuspended by vortexing briefly, followed by the addition of
40 u] of 5M NaCl. Samples were vortexed briefly, followed by the addition of 66 pl of 5%
CTAB (Cety! trimethylammonium bromide) znd a final brief vortex. Samples were next
incubated at 65°C for 10 rﬁinutcs after which they were centrifuged at 14,000 x g for 10
minutes. The supernatant was transferred to a fresh tube and extracted once with 300 pl of
Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol 12:12:1, followed by centrifugation for 5 minutes at
14,000 x g. The resulting aqueous phase was transferred to a fresh tube containing 0.7 vol of
isopropanol (~190 pl), mixed by inversion and incubated at room temperature for 30 minutes
or overnight at 4°C. DNA was recovered via centrifugation at 14,000 x g for 10 minutes. The
resulting pellet was then washed twice with 70% ethanol, followed by a final wash with
100% ethanol. Pellets were air dried for 20-30 minutes at room temperature followed by
resuspension in S0 pl of 10mM TrisCl, {mM EDTA (pH 8.0).

[0433] Five pl of total algal DNA, prepared as described above, was diluted 1:50 in 10 mM
Tris, pH 8.0. PCR reactions, final volume 20 pl, were set up as follows. Ten pl of 2 x iProof
HF master mix (BIO-RAD) was added to 0.4 pl primer S202613 (5°-
TGTTGAAGAATGAGCCGGCGAC-3’ (SEQ ID NO:5) at 10mM stock concentration). This
primer sequence runs from position 567-588 in Gen Bank accession no. L43357 and is highly
conserved in higher plants and algal plastid genomes. This was followed by the addition of

0.4 pl primer SZ02615 (5’-CAGTGAGCTATTACGCACTC-3’ (SEQ ID NO:6) at 10 mM
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stock concentration). This primer sequence is complementary to position 1112-1093 in Gen
Bank accession no. 143357 and is highly conserved in higher plants and algal plastid
genomes. Next, 5 pl of diluted total DNA and 3.2 ul dH,O were added. PCR reactions were
run as follows: 98°C, 45°7; 98°C, 87’; 53°C, 12°7; 72°C, 20" for 35 cycles followed by 72°C
for 1 min and holding at 25°C. For purification of PCR products, 20 pl of 10 mM Tris, pH
8.0, was added to each reaction, followed by extraction with 40 pl of
Phenol:Chloroform:isoamyl alcohol 12:12:1, vortexing and centrifuging at 14,000 x g for 5
minutes. PCR reactions were applied to S-400 columns (GE Healthcare) and centrifuged for 2
minutes at 3,000 x g. Purified PCR products were subsequently TOPO cloned into
PCR&/GW/TOPO and posttive clones selected for on LB/Spec plates. Purified plasmid DNA
was sequenced in both directions using M13 forward and reverse primers. In total, twelve
Prototheca strains were selected to have their 23S rRNA DNA sequenced and the sequences
are listed in the Sequence Listing. A summary of the strains and Sequence Listing Numbers is
included below in Table 31. The sequences were analyzed for overall divergence from the
UTEX 1435 (SEQ ID NO: 17) sequence. Two pairs emerged (UTEX 329/UTEX 1533 and
UTEX 329/UTEX 1440) as the most divergent. In both cases, pairwise alignment resulted in
75.0% pairwise sequence identity. The percent sequence identity to UTEX 1435 is also
included below in Table 31.

[0434] Table 31. Genotyped Prototheca strains.

Species Strain % nt identity SEQ ID NO.

Prototheca kruegani UTEX 329 75.2 SEQ ID NO: 34
Prototheca wickerhamii UTEX 1440 99 SEQID NO: 35
Prototheca stagnora UTEX 1442 75.7 SEQID NO: 16
Prototheca moriformis UTEX 288 75.4 SEQID NO: 36
Prototheca moriformis UTEX 1439; 1441; 100 SEQID NO: 17

1435; 1437 '

Prototheca wikerhamii UTEX 1533 99.8 SEQ ID NO: 37
Prototheca moriformis UTEX 1434 759 SEQ ID NO: 38
Prototheca zopfii UTEX 1438 75.7 SEQ ID NO: 39
Prototheca moriformis UTEX 1436 88.9 SEQ ID NO: 32

[0435) Lipid samples from a subset of the above-listed strains were analyzed for lipid

profile using HPL.C. Results are shown below in Table 32.

(0436] Table 32. Diversity of lipid chains in Prototheca species.

Strain C14:0 C16:0 Clé:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1
UTEX 0 1201 0 Q 50.33 17.14 0 0 0

327

UTEX 1.41 29.44 0.70 3.05 57.712 12.37 0.97 0.33 0

106
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1441
UTEX 1.09 57 0 2.75 54,01 11.90 2.44 0 0
1435

[0437] Algal plastid transit peptides were identified through the analysis of UTEX 1433
(Prototheca moriformis) or UTEX 250 (Chlorella protothecoides) cDNA libraries. ¢cDNAs
encoding potentially plastid targcted proteins based upon BLAST hit homology to other
known plastid targeted proteins were subjected to further analysis by the sowftawre programs
PSORT (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form.html), ChloroP
(http:/fwww.chs.dtu.dk/services/ChloroP/) are TargetP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) . Candidate plastid transit peptides identified
through at least one of these three programs were then PCR amplified from the appropriate
genomic DNA. Below, in Table 33, is a summary of the algal plastid targeting amino acid
sequences (PTS) that were identified from this screen. Also included are the amino acid
sequences of plant fatty acyl-ACP thioesterases that are used in the heterologous expression

Examples below.

[0438] Table 33. Summary of algal plastic targeting amino acid sequences.

cDNA SEQ ID NO.

P.moriformis isopentenyl diphosphate synthase PTS SEQ ID NO: 40
P.moriformis delta 12 fatty acid desaturase PTS SEQID NO: 41
P.moriformis stearoyl ACP desaturase PTS SEQ ID NO: 42
C.protothecoides stearoyl ACP desaturase PTS SEQ ID NO: 43
Cuphea hookeriana fatty acyl-ACP thioesterase (C8-10) SEQ ID NO: 44
Umbellularia californica fatty acyl-ACP thioesterase (C12) SEQ ID NO: 45
Cinnamomum camphora fatty acyl-ACP thioesterase (C14) SEQ ID NO: 46

Example 9: Methods for Transforming Prototheca

1.  General Method for Biolistic transformation of Prototheca
[0439] S5504 gold carriers from Seashell Technology were prepared according to the
protocol from manufacturer. Linearized plasmid (20 pg) was mixed with 50 pl of binding
buffer and 60 wl (30 mg) of $550d gold carriers and incubated in ice for 1 min. Precipitation
buffer (100 ul) was added, and the mixture was incubated in ice for another 1 min. After
vortexing, DNA-coated particles were pelleted by spinning at 10,000 rpm in an Eppendorf
5415C microfuge for 10 seconds. The gold pellet was washed once with 500 p! of cold 100%
ethanol, pelleted by brief spinning in the microfuge, and resuspended with 50 pl of ice-cold
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ethanol. After a brief (1-2 sec) sonication, 10 pl of DNA-coated particies were immediately

transferred to the carrier membrane.

[0440] Prototheca strains were grown in proteose medinm (2g/L yeast extract, 2.94mM
NaNQ3, 0.17mM CaCi2¢2H20, 0.3mM MgS04+7H20, 0.4mM K2HPO4, 1.28mM

KH2PO0O4, 0.43mM NaCl) on a gyratory shaker until it reaches a cell density of 2x10%ells/ml.

The cells were harvested, washed once with sterile distilled water, and resuspended in 50 pl
of medium. 1 x 107 cells were spread in the center third of a non-selective proteose media
plate. The cells were bombarded with the PDS-1000/He Biolistic Particle Delivery system
(Bio-Rad). Rupture disks (1100 and 1350 psi) were used, and the plates are placed 9 and 12
cm below the screen/macrocarrier assembly. The cells were allowed to recover at 25°C for
12-24 h. Upon recovery, the cells were scraped from the plates with a rubber spatula, mixed
with 100 ul of medium and spread on plates containing the appropriate antibiotic selection.
After 7-10 days of incubation at 25°C, colonies representing transformed cells were visible
on the plates from 1100 and 1350 psi rupture discs and from 9 and 12 cm distances. Colonies

were picked and spotted on selective agar plates for a second round of selection.

2. Transformation of Profotheca with G418 Resistance Gene
[04411 Prototheca moriformis and other Prototheca strains sensitive to G418 can be
transformed using the methods described below. G418 is an aminoglycoside antibiotic that
inhibits the function of 808 ribosomes and thereby inhibits protein synthesis. The
corresponding resistance gene fuctions throngh phosphorylation, resulting in inactivation of
G418. Prototheca strains UTEX 1435, UTEX 1439 and UTEX 1437 were selected for
transformation. All three Prototheca strains were genotyped using the methods described
above. All three Prototheca strains had identical 23s TRNA genomic sequences (SEQ ID
NO:17).
[0442] All transformation casseties were cloned as EcoRI-Sacl fragments into pUC19.
Standard molecular biology techniques were used in the construction of all vectors according
to Sambrook and Russell, 2001. The C. reinhardtii beta-tubulin promoter/5’UTR was
obtained from plasmid pHyg3 (Berthold ef al., (2002) Protist: 153(4), pp 401-412) by PCR
as an EcoRI-Ascl fragment. The Chlorella vulgaris nitrate reductase 3’UTR was obtained
from genomic DNA isolated from UTEX strain 1803 via PCR uvsing the following primer
pairs:

Forward:
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5’ TGACCTAGGTGATTAATTAACTCGAGGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCG 3’
(SEQ 1D NO:47)

Reverse:
5 CTACGAGCTCAAGCTTTCCATTTIGTGTTC CCATCCCACTACTTCC 3’
(SEQ ID NQO:48)

(0443] The Chlorella sorokiniana glutamate dehydrogenase promoter/UTR was otained via
PCR of genomic DNA isolated from UTEX strain 1230 via PCR using the following primer
pairs:

Forward: 5' GATCAGAATTCCGCCTGCAACGCAAGG GCAGC 3’ (SEQID NO:34)
Reverse: 5 GCATACTAGTGGCGGGACGGAGAGA GGGCG 3’ (SEQ ID NO:35)

[0444] Codon optimization was based on the codons forPrototheca moriformis. The
sequence of the non-codon optimized neomycin phosphotransferase (nptll) cassette was
synthesized as an Ascl-Xhol fragment and was based on upon the sequence of Genbank
Accession No. YP_788126. The codon optimized nptll cassette was also based on this

Genbank Accession number.

[0445] The three Prototheca strains were transformed using biolistic methods described
above, Briefly, the Prorotheca strains were grown heterophically in liquid medium containing
2% glucose until they reached the desired cell density (1x10 cells/mL to 5x 10’ cells/mL).
The cells were harvested, washed once with sterile distilled water and resuspended at 1x10°
cells/mi.. 0.5ml. of cells were then spread out on a non-selective solid media plate and
allowed to dry in a sterile hood. The cells were bombarded with the PDS-1000/He Biolistic
Particle Delivery System (BioRad). The cells were allowed to recover at 25° C for 24 hours.
Upon recovery, the cells were removed by washing plates with 1 mL of sterile media and
transferring to fresh plates containing 100 pg/mL G418. Cells were allowed to dry in a sterile
hood and colonies were allowed to form on the plate at room temperature for up to three
weeks. Colonies of UTEX 1435, UTEX 1439 and UTEX 1437 were picked and spotted on

selective agar plates for a second round of selection.

[0446] A subset of colonies that survived a second round of selection described above,
were cultured in small volume and genomic DNA and RNA were extracted using standard
molecular biology methods. Southern blots were done on genomic DNA extracted from
untransformed (WT), the transformants and plasmid DNA. DNA from each sample was run

on 0.8% agarose gels after the following treatments: undigested (U), digested with Avrll (A),
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digested with Ncol (N}, digested with Sacl (S). DNA from these gels was blotted on Nylon+
membranes (Amersham). These membranes were probed with a fragment corresponding to
the entire coding region of the nptll gene (NeoR probe). Figure 7 shows maps of the cassettes
used in the trapsformations. Figure 8 shows the results of Southern blot analysis on three
transformants (all generated in UTEX strain 1435) (1, 2, and 3) transformed with either the
beta-tubulin::neo::nit (SEQ 1D NO: 49) (transformants 1 and 2) or glutamate
dehydrogenase:neo:nit (SEQ ID NO: 50) (transformant 3). The glutamate
dehydrogenase:neo:nit transforming plasmid was run as a control and cut with both Ncol and
Sacl. Avrll does not cut in this plasmid. Genomic DNA isolated from untransformed UTEX

strain 1435 shows no hybridization to the NeoR probe.

[0447] Additional transformants containing the codon-optimized glutamate
dehydrogenase:neo:mnit (SEQ ID NO: 51) and codon-optimized f-tubulin::neo::nit (SEQ ID
NO:52) constructs were picked and analyzed by Southern blot analysis. As expected, only
digests with Sacl show linearization of the transforming DNA. These transformation events
are consistent with integration events that occur in the form of oligomers of the transforming
plasmid, Only upon digestion with restriction enzymes that cut within the transforming

plasmid DNA do these molecules collapse down the size of the transforming plasmid.

(0448] Southemrn blot analysis was also performed on transformants generated upon
transformation of Prototheca strains UTEX 1437 and UTEX 1439 with the glutamate
dehydrogenase::neo::nit cassette. The blot was probed with the NeoR probe probe and the
results are similar to the UTEX 1435 transformants. The results are indicative of integration
events characterized by oligomerization and integration of the transforming plasmid. This
type of integration event is known to occur quite commonly in Dictyostelium discoideum
(see, for example, Kuspa, A. and Loomis, W. (1992) PNAS, 89:8803-8807 and Morio et al.,
(1995) J. Plant Res. 108:111-114).

[0449] To further confirm expression of the transforming plasmid, Northern blot analysis
and RT-PCR analysis were performed on selected transformants. RNA extraction was
performed using Trizol Reagent according to manufacturer’s instructions. Northern blot
analysis were run according to methods published in Sambrook and Russel, 2001. Total RNA
(15 pg) isolated from five UTEX 1435 transformants and untransformed UTEX 1435 (control
lanes) was separated on 1% agarose-formaldehyde gel and blotted on nylon membrane. The

blot was hybridized to the neo-non-optimized probe specific for transgene sequences in
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transformants 1 and 3. The two other transformants RNAs express the codon-optimized
version of the neo-transgene and, as expected, based on the sequence homology between the

optimized and non-optimized neo genes, showed significantly lower hybridization signal.

{04501 RNA (1 pg) was extracted from untransformed Prototheca strain UTEX 1435 and
two representative UTEX 1435 transformants and reverse transcribed using an oligio dT
primer or a gene specific primer. Subsequently these cDNAs (in duplicate) were subjected to

agPCR analysis on ABI Veriti Thermocycler using SYBR-Green qPCR chemistry using the
following primers (nptIl}):

Forward: 5 GCCGCGACTGGCTGCTGCTGG 3° (SEQ ID NO:53)
Reverse: 5’ AGGTCCTCGCCGTCGGGCATG 3’ (SEQ ID NO:54)

[0451] Possible genomic DNA contamination was ruled out by a no reverse transcriptase
negative control sample. The results indicated that the NeoR genes used to transform these

strains is actively transcribed in the transformants.

3.  Transformation of Prototheca with Secreted Heterologous Sucrose
Invertase
[0452] All of the following experiments were performed using liquid medium/agar plates
based on the basal medium described in Ueno et al., (2002) J Bioscience and Bivengineering
04(2):160-65, with the addition of trace minerals described in US Patent No. 5,900,370, and
1x DAS Vitamin Cocktail (1000x solution): tricine: 9g, thiamine HCL: 0.67g, biotin: 0.01g,

cyannocobalamin (vitamin B12): 0.008g, calcium pantothenate: 0.02g and p-aminobenzoic
acid: 0.04g).

[0453] Two plasmid constructs were assembled using standard recombinant DNA
techniques. The yeast sucrose invertase genes (one codon optimized and one non-codon
optimized), suc2, were under the control of the Chilorella reinhardtii beta-tubulin
promoter/5’UTR and had the Chlorella vulgaris nitrate reductase 3’UTR. The sequences
(including the 5"UTR and 3"UTR sequences) for the non-codon optimized (Crp-tub::NCO-
suc2::CvNitRed) construct, SEQ ID NO: 55, and codon optimized (Crp-tub::CO-
suc2::CvNitRed) construct, SEQ ID NO: 56, are listed in the Sequence Listing. Codon
optimization was based on Prototheca sp (see Table 4). Figure 9 shows a schematic of the
two constructs with the relevant restriction cloning sites and arrows indicating the direction
of transcription. Selection was provided by Neo R. Codon optimization was based on

preferred codon usage in Prototheca strains in Table 4.
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[0454] Preparation of the DNA/gold microcarrier: DNA/gold microcairiers were prepared
immediately before use and stored on ice until applied to macrocarriers. The plasmid DNA
{in TE buffer) was added to 50 pl of binding buffer. Saturation of the gold beads was
achieved at 15 ug plasmid DNA for 3 mg gold carrier. The binding buffer and DNA were
mixed well via vortexing. The DNA and binding buffer should be pre-mix prior to gold
addition to ensure uniformed plasmid binding to gold carrier particles. 60 pl of $550d
(Seashell Technologies, San Diego, CA) gold carrier was added to the DNA/binding buffer
mixture. For a gold stock at 50 mg/ml, addition of 60 pl results in an optimal ratio of 15 ug
DNA/3 mg gold carrier. The gold carrier/DNA mixture was allowed to incubate on ice for 1
minute and then 100 pl of precipitation buffer was added. The mixture was allowed to
incubate again on ice for 1 minute and then briefly vortexed and centrifuged at 10,000 rpm at
room temperature for 10 seconds to pellet the gold carrier. The supernatant was carefully
removed with a pipette and the pellet was washed with 500 pl of ice cold 100% ethanol. The
gold particles were re-pelleted by centrifuging again at 10,000 rpm for 10 seconds. The
ethanol was removed and 50 ul of ice cold ethano! was added to the gold mixture.
Immediately prior to applying the gold to macrocarriers, the gold/ethano! was resuspended
with a brief 1-2 second pulse at level 2 on a MISONIX sonicator using the micro tip.
Immediately after resuspension, 10 1 of the dispersed gold particles was transferred to the

macrocarrier and allowed to dry in a sterile hood.

[0455] The two Prototheca moriformis strains (UTEX 1435 and 1441) were grown
heterotrophically in liquid medium containing 2% glucose from cryopreserved vials. Each
strain was grown to a density of 107 cells/ml. This seed culture was then diluted with fresh
media to a density of 10° cells/ml and allowed to grow for 12-15 hours to achive a final cell
density of approximately 105 cells/ml. The microalgae were aliquoted into 50 ml conical
tubes and centrifuged for 10 minutes at 3500 rpm. The cells were washed with fresh medium
and centrifuged again for 10 minutes at 3500 rpm. The cells were then resuspended at a

density of 1.25 x 10 cells/ml in fresh medium.

[0456] In a sterile hood, 0.4ml of the above-prepared cells were removed and placed
directly in the center of an agar plate (without selection agent). The plate was gently swirled
with a level circular motion to evenly distribute the cells to a diameter of no more than 3cm.
The cells were allowed to dry onto the plates in the sterile hood for approximately 30-40

minutes and then were bombarded at a rupture disk pressure of 1350 psi and a plate to
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macrocarrier distance of 6 cm. The plates were then covered and wrapped with parafilm and

allowed to incubate under low light for 24 hours.

[0457] Afier the 24 hour recovery, 1ml of sterile medium (with no glucose) was added to
the lawn of cells. The cells were resuspended wsing a sterile loop, applied in a circular motion
to the lawn of cells and the resuspended cells were collected using a sterile pipetie. The cells
were then plated onto a fresh agar plate with 2% glucose and 100 pg/ml G418. The
appearance of colonies occurred 7-12 days after plating. Individual colonies were picked and
grown in selective medium with 2% glucose and 100 pg/ml G418, The wildtype
(untransformed) and transgenic cells were then analyzed for successful introduction,

integration and expression of the transgene.

[0458] Genomic DNA from transformed Prototheca moriformis UTEX 1435 and 1441 and
their wildtype (untransformed) counterparts were isolated using standard methods. Briefly,
the cells were centrifuged for 5 minutes at 14,000 rpm in a standard table top Eppeadorf
centrifuge (mode! 5418) and flash frozen prior to DNA extraction. Cell pellets were lysed by
adding 200 uL of Lysis buffer (100 mM Tris HCI, pH 8.0, 1% Lauryl Sarcosine, S0 mM
NaCl, 20 mM EDTA, 0.25 M sucrose, 0.5 mg/ml RNase A) for every 100-200 mg of cells
(wet weight) and vortexing for 30-60 seconds. Cetyl trimethyammeonium bromide (CTAB)
and NaCl were brought to 1% and 1 M, respectively, and cell extracts were incubated at 60-
65°C for 10 minutes. Subsequently, extracts were clarified via centrifugation at 14,000 rpm
for 10 minutes and the resulting supernatant was extracted with an equal volume of
phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1). Samples were then centrifuged for 5 minutes at
14,000 rpm and the aqueous phase removed. DNA was precipitated with 0.7 volumes of
isopropanol. DNA was pelleted via centrifugation at 14,000 rpm for 10 minutes and washed
twice with 80% ethanol, and once with cthanol. After drying, DNA was resuspended in 10
mM Tris HCI, pH 8.0 and DNA concentrations were determined by using PicoGreen

fluorescence quantification assay (Molecular Probes).

[0459] RNA from transformed Prototheca moriformis UTEX 1435 and 144] and their
wildtype (untransformed) counterparts were isolated using standard methods. Briefly, the
cells were centrifuged for 5 minutes at 14,000 rpmn in a standard table top Eppendorf
centrifuge (model 5418) and flash frozen before RNA extraction. Ccll pellets were lysed by
addition of 1 mL of Trizol reagent (Sigma) for every 100 mg of cells (wet weight) and by

vortexing for 1-2 minutes. Samples were incubated at room temperature for 5 minutes and
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subsequently adjusted with 200 uL of chloroform per 1 mL of Trizol reagent. After extensive
shaking, cells were incubated at room temperature for 15 minutes and then subjected to
centrifugation at 14000 rpm for 15 minutes in a refrigerated table top microcentrifuge. RNA
partitioning (o the upper aqueous phase was removed and precipitated by addition of
isopropanol (500 uL per 1ml of Trizol reagent). RNA was collected by centrifugation for 10
minutes and the resulting pellet washed twice with 1 mL of 80% ethanol, dried, and
resuspended in RNAse free water. RNA concentration was estimated by RiboGreen

fluorescence quantification assay (Molecular Probes).

[0460] Expression of neomycin phophotransferase gene conferring G418 antibotic
resistance and yeast invertase was assayed in non-transformed Prototheca moriformis UTEX
1435 and 1441 and transformants T98 (UTEX 1435 transformant) and T97 (UTEX 1441
transformant) using reverse transcription quantitative PCR analysis (RT-qPCR) . 20 ng total
RNA (isolated as described above) was subjected to one step RT-qPCR analysis using iScript
SYBR Green RT-PCR kit (BioRad Laboratories) and primer pairs targeting the neomycin
resistance gene (forward primer 5’CCGCCGTGCTGGACGTGGTG 3’ and reverse primer 5
GGTGGCGGGGTCCAGGGTGT 37; SEQ ID NOs: 57 and 58, respectively) and suc2
invertase transcripts (forward primer 5° CGGCCGGCGGCTCCTTCAAC 3' and reverse
primer 5> GGCGCTCCCGTAGGTCGGGT 3°; SEQ ID NO: 59 and 60, respectively).
Endogenous beta-tubulin transcripts served as an internal positive control for PCR

amplification and as a normalization reference to estimate relative transcript levels.

[0461] Both codon optimized and non-codon optimized constructs were transformed into
UTEX 1435 and 1441 Prototheca moriformis cells as described above. Initially,
transformants were obtained with both constructs and the presence of the transgene was
verified by Southern blot analysis followed by RTPCR to confirm the presence of the DNA
and mRNA from the transgene. For the Southern blot analysis, genomic DNA isolated as
described above was electrophoresed on 0.7% agarose gels in 1x TAE buffer. Gells were
processed as described in Sambrook et al. (Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 2™
Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Probes were prepared by random
priming and hybridizations carried out as described in Sambrook et al. Transformants from
both the codon optimized and the non-codon optimized constructs showed the presence of the
invertase cassette, while the non-transformed control was negative. Invertase mRNA was also

detected in transformants with both the codon optimized and non-codon optimized constructs.
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[0462] To confirm that the transformants were expressing an active invertase protein, the
transformants were plated on sucrose plates. The transformants containing the non-codon
optimized cassette failed to grow on the sucrose containing plates, indicating that, while the
gene and the mRNA encoding the SUC2 protein were present, the protein was either (1) not
being translated, or (2) being transiated, but not accumulating to levels sufficient to allow for
growth on sucrose as the sole carbon source. The transformants with the codon optimized
cassette grew on the sucrose containing plates. To assess the levels of invertase being
expressed by these transformants, two clones (T98 and T97) were subjected to an invertase
assay of whole cells scraped from solid medium and direct sampling and quantitation of
sugars in the culture supernatants after 48 hours of growth in liquid medium containing 2%

sucrose as the sole carbon source.

[0463] For the invertase assay, the cells (T98 and T97) were grown on plates containing
2% sucrose, scraped off and assyed for invertase activity. 10 pl of the scraped cells was
mixed with 40 pl of 50mM NaOAc pH 5.1. 12.5 pl of 0.5M sucrose was added to the cell
mixture and incubated at 37°C for 10-30 minutes. To stop the reaction, 75 pl of 0.2M
K,HPO, was added. To assay for glucose liberated, 500 ul of reconstituted reagent (glucose
oxidase/peroxidase + o-Dianisidine) from Sigma (GAGO-20 assay kit) was added to each
tube and incubated at 37°C for 30 minutes. A glucose standard curve was also created at this
time (range: 25 ug to 0.3 pg glucose). After incubation, 500 pl of 6N I1Cl was added to stop
the reaction and to develop the color. The samples were read at 540nm. The amount of
glucose liberated was calculated from the glucose standard curve using the formula y=mx+c,
where y is the 540nm reading, and x is pg of glucose. Weight of glucose was converted to
moles of glucose, and given the equimolar relationship between moles of sucrose hydrolyzed
to moles of glucose generated, the data was expressed as nmoles of sucrose hydrolyzed per
unit time. The assay showed that both T98 and T97 clones were able to hydrolyze sucrose,

indicating that a functional sucrose invertase was being produced and secreted by the cells.

{0464] For the sugar analysis on liquid culture media after 48 hours of algal growth, T97
and T98 cells were grown in 2% sucrose containing medium for 48 hours and the culture
media were processed for sugar analysis. Culture broths from each transformant (and
negative non-transformed cell control) were centrifuged at 14,000 rpm for 5 minutes. The
resulting supernatant was removed and subjectcd- to HPLC/ELSD (evaporative light
scattering detection). The amount of sugar in each sample was determined using external

standards and liner regression analysis. The sucrose levels in the culture media of the
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transformants were very low (less than 1.2g/L, and in most cases 0g/L). In the negative

controls, the sucrose levels remained high, at approximately 19g/L. after 48 hours of growth.

[0465] These results were consistant with the invertase activity results, and taken together,
indicated that the codon optimized transformants, T97 and T98, secreted an active sucrose
invertase that allowed the microalgae to utilize sucrose as the sole carbon source in contrast
to (1) the non-codon optimized transformants and (2) the non-transformed wildtype

microalgae, both of which could not utilize sucrose as the sole carbon source in the culture

medium,.

[0466] Prototheca moriformis strains, T98 and T97, expressing a functional, secreted
sucrose invertase (SUC2) transgene were assayed for growth and lipid production using

sucrose as the sole carbon source.

[0467] Wild type (untransformed), T98 and T97 strains were grown in growth media (as
described above) containing either 4% glucose or 4% sucrose as the sole carbon source under
heterotrophic conditions for approximately 6 days. Growth, as determined by A750 optical
density readings were taken of all four samples every 24 hours and the dry cell weight of the
cultures and lipid profiles were determined after the 6 days of growth. The optical density
readings of the transgenic strains grown in both the glucose and sucrose conditions were
comparable to the wildtype strains grown in the glucose conditions. These resuits indicate
that the transgenic strains were able to grow on either glucose or sucrose as the sole carbon
source at a rate equal to wildtype strains in glucose conditions. The non-transformed,

wildtype strains did not grow in the sucrose-only condition.

[0468] The biomass for the wildtype strain grown on glucose and T98 strain grown on
sucrose was analyzed for lipid profile. Lipid samples were prepared from dried biomass
(lyophilized) using an Acid Hydrolysis System (Ankom Technology, NY) according to
manufacturer’s instructions. Lipid profile determinations were carried as described in
Example 6. The lipid profile for the non-transformed Prototheca moriformis UTEX 1435
strain, grown on glucose as the sole carbon source and two colonal T98 strains (UTEX 1435
transformed with a sucrose invertase transgene), grown on sucrose as the sole carbon source,
are disclosed in Table 34 (wildtype UTEX 1435 and T98 clone 8 and clone 11 below. C:19:0

lipid was used as an internal calibration conirol.

[0469] Table 34. Lipid profile of wildtype UTEX 1435 and UTEX 1435 clones with suc2

transgene.
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Name wildtype (Area T98 clone 11 TO8 clone 8
% - ISTD) {Area % - ISTD} | (Arca % - ISTD)

Ci12:0 0.05 0.05 0.05
C14:0 1.66 1.51 148
C14:1 0.04 nd nd
C15:0 0.05 0.05 (.04
Cl16:0 21.27 26.39 26.50
Cieé:l 0.86 0.80 0.84
C17:0 Q.15 0.18 0.14
cini 0.05 0.07 0.05
C18:0 3.35 4.37 4.50
C18:1 53.05 54.48 54.50
C18:2 11.79 10.33 10.24
C 19:0 (1STD) - - -
C 18:3 alpha .90 0.84 0.81
C20:0 0.32 0.40 0.38
C20:1 0.10 0.13 0.12
C20:1 0.04 0.05 0.04
ca2x20 0.12 0.16 0.12
C203 0.07 0.08 0.07
c240 0.12 0.11 0.10

nd - denotes none detected

PCT/US2010/036238

[0470] Oil extracted from wildtype Prototheca moriformis UTEX 1435 (via solvent

extraction or using an expeller press) was analyzed for carotenoids, chlorophyll, tocopherols,

other sterols and tocotrienols. The results are summarized below in Table 35.

[0471] Table 35. Carotenoid, chlorophyll, tocopherol/sterols and tocotrienol analysis in oil

extracted from Prototheca moriformis (UTEX 1435).

Pressed oil Solvent extracted

{mcg/ml) oil {mcg/ml)
cis-Lutein 0.041 0.042
trans-Lutein 0.140 0.132
trans-Zeaxanthin 0.045 0.039
cis-Zeaxanthin 0.007 0.013
t-alpha-Crytoxanthin 0.007 0.010
t-beta-Crytoxanthin 0.009 0.010
t-alpha-Carotene 0.003 0.001
c-alpha-Carotene none detected none detected
t-beta-Carotene 0.010 0.009
9-cis-beta-Carotene 0.004 0.002
Lycopene nonc detected none detected
Total Carotenocids 0.267 0.238
Chlorophyll <0.01 mg/kg <0.01 mg/kg

Tocopherols and Sterols

Pressed oil Solvent extracted

(me/100g) oil (mg/100g)
gamma Tocopherol 0.49 0.49
Campesterol 6.09 6.05
Stigmasterol 47.6 478
Beta-sitosterol 1.6 11.5
Other sterols 445 446
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Tocotrienols
Pressed oil Solvent extracted
(mg/g) oil (mg/g)
alpha Tocotrienol 0.26 0.26
beta Tocotrienol <0.01 <().01
gamma Tocotrienol 0.10 0.10
deta! Tocotrienol <0.01 <(}.01
Total Tocotrienols 0.36 0.36

[0472] The ability of using sucrose as the sole carbon source as the selection factor for
clones containing the suc? transgene construct instead of G418 (or another antibiotic) was
assessed using the positive suc2 gene transformants. A subset of the positive transformants
was grown on plates containing sucrose as the sole carbon source and without antibiotic
selection for 24 doublings. The clones were then challenged with plates containing glucose as
the sole carbon source and G418. There was a subset of clones that did not grow on the
glucose + G418 condition, indicating a loss of expression of the transgene. An additional
experiment was performed using a plate containing sucrose as the sole carbon source and no
G418 and streaking out a suc2 transgene expressing clone on one half of the plate and wild-
type Prototheca moriformis on the other half of the plate. Growth was seen with both the
wild-type and transgene-containing Prototheca moriformis cells. Wild-type Prototheca
moriformis has not demonstrated the ability to grow on sucrose, therefore, this result shows
that unlike antibiotic resistance, the use of sucrose/invertase selection is not cell-autonomous.
It is very likely that the transformants were secreting enough sucrose invertase into the
plate/media to support wildtype growth as the sucrose was hydrolyzed into fructose and

glucose.

Example 10: Recombinant Prototheca with Exogenous TE Gene

[0473] As described above, Prototheca strains can be transformed with exogenous genes.
Prototheca moriformis (UTEX 1435) was transformed, using methods described above, with
either Umbellularia californica C12 thioesterase gene or Cinnamomum camphora Cl14
thiotesterase gene (both codon optimized according to Table 4). Each of the transformation
constructs contained a Chlorella sorokiniana glutamate dehydrogenase promoter/5’ UTR
region (SEQ ID NO: 61) to drive expression of the thioesterase transgene. The thioesterase
transgenes coding regions of Umbellularia californica C12 thicesterase (SEQ ID NO: 62) or
Cinnamomum camphora Cl4 thioesterase (SEQ ID NO: 63), each with the native putative

plastid targeting sequence. Immediately following the thioéstcrasc coding sequence is the
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coding sequence for a c-terminal 3x-FLAG tag (SEQ ID NO: 64), followed by the Chlorella
vulgaris nitrate reductase 3’UTR (SEQ ID NO: 65).

[0474] Preparation of the DNA, gold microcarrier and Prototheca moriformis (UTEX
1435) cells were perfomed using the methods described above in Example 9. The microalgae
were bombarded vsing the gold microcarrier~—DNA mixture and plated on selection plates
containing 2% glucose and 100pg/ml G418. The colonies were allowed to develop for 7to 12
days and colonies were picked from each transformation plate and screened for DNA
construct incorporation using Southern blots assays and expression of the thioesterase

constructs were screened using RT-PCR.

[0475] Positive clones were picked from both the C12 and C14 thioesterase transformation
plates and screened for construct incorporation using Southern blot assays. Southern blot
assays were carried out using standard methods (and described above in Example 9) using an
optimized c probes, based on the sequence in SEQ ID NO: 62 and SEQ ID NO: 63.
Transforming plasmid DNA was run as a positive control. Out of the clones that were
positive for construct incorporation, a subset was selected for reverse transcription

quantitative PCR (RT-qPCR) analysis for C12 thicesterase and C14 thioesterase expression.

[0476] RNA isolation was performed using methods described in Example 9 above and
RT-qPCR of the positive clones were performed wsing 20 ng of total RNA from each clone
using the below-described primer pair and iScript SYBR Green RT-PCR kit (Bio-Rad
Laboratories) according to manufacturer’s protocol. Wildtype {non-transformed) Prototheca
moriformis total RNA was included as a negative control. mRNA expression was expreesed
as relative fold expression (RFE) as compared to negative control. . The primers that were
used in the C12 thicesterase transformation RT-qPCR screcning were:

U. californica C12 thioesterase PCR primers:

Forward: 5° CTGGGCGACGGCTTCGGCAC 3’ (SEQ ID NO: 66}

Reverse: 5" AAGTCGCGGCGCATGCCGTT 3° (SEQ ID NO: 67)

[0477] The primers that were used in the C14 thioesterase transformation RT-gPCR
screening were: _

Cinnamomum camphora C14 thioesterase PCR primers:

Forward: 5 TACCCCGCCTGGGGCGACAC 3’ (SEQ ID NO: 68)

Reverse: 5’ CITGCTCAGGCGGCGGGTGC 3’ (SEQ ID NO: 69)
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[0478] RT-qPCR results for C12 thicesterase expression in the positive clones showed an
increased RFE of about 40 fold to over 2000 fold increased expression as compared to
negative control. Similar results were seen with C14 thioesterase expression in the positive
clones with an increase RFE of about 60-fold to over 1200 fold increased expression as

compared to negative control.

[0479] A subset of the positive clones from each transformation (as screened by Southern
blotting and RT-qPCR assays) were selected and grown under nitrogen-replete conditions
and analyzed for total lipid production and profile. Lipid samples were prepared from dried
biomass from each clone. 20-40 mg of dried biomass from each transgenic clone was
resuspended in 2 mL of 3% H,50, in MeOH, and 200ul of toluene containing an appropriate
amount of a suitable internal standard (C19:0) was added. The mixture was sonicated briefly
to disperse the biomass, then heated at 65-70°C for two hours. 2 ml. of heptane was added to
extract the fatty acid methyl esters, followed by addition of 2 mL of 6% K;COs (aq) to
neutralize the acid. The mixture was agitated vigorously, and a portion of the upper layer
was transferred to a vial containing Na,SO4 (anhydrous) for gas chromatography analysis
using standard FAME GC/FID (fatty acid methyl ester gas chromatography flame ionization
detection) methods. Lipid profile (expressed as Area %) of the positive clones as compared
to wildtype negative control are summarized in Tables 36 and 37 below. As shown in Table
36, the fold increase of C12 production in the C12 transformants ranged from about a 5-fold
increase (clone C12-5) to over 11-fold increase {clone C12-1). Fold increase of C14
production in the C14 transformants ranged from about a 1.5 fold increase to about a 2.5 fold

increase.

{0480] Table 36. Snmmary of total lipid profile of the Prototheca moriformis C12

thioesterase transformants,

Wildtype | C12-1 C12-2 C12-3 Cl12-4 C12-5 Cl12-6 c12-7 Cl12-8
C6:0 0.03 nd nd nd nd nd nd nd nd
CR:0 0.11 0.09 nd 0.11 nd nd nd nd nd
C10:0 nd nd nd 0.01 0.01 nd nd 0.01 nd
C12:0 0.09 1.04 0.27 0.72 0.71 0.50 0.67 0.61 0.92
C14:0 2.7 2.68 2.84 2.68 2.65 2.79 2.13 2.56 2.69
Cl4:1 0.01 nd nd 0.02 nd nd nd 0.01 nd
C15:0 0.30 0.09 0.10 0.54 0.19 0.09 0.13 0.97 0.09
Cl5:1 0.05 nd nd 0.02 nd nd nd nd nd
Cl16:0 24.13 23.12 24.06 22,91 22.35 2361 23.14 21.90 23.18
Cl6:1 0.57 0.62 0.10 0.52 0.69 0.63 0.69 0.49 0.63
Ct7:0 0.47 0.24 0.27 1.02 0.36 0.17 0.26 2.21 0.19
Cl7:1 0.08 nd 0.09 0.27 0.10 0.05 0.09 0.80 0.05
Cl18:0 nd nd 2.14 1.75 2.23 2.16 2.38 1.62 2.47
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C18:1 22.10 23.15 24.61 21.90 23.52 19.30 22.95 2022 22.85
Ci8:1 nd 0.33 0.24 nd nd 0.09 0.09 ngd Q.11
C18:2 37.16 34.71 35.29 35.44 35.24 36.29 35.54 36.01 35.31
C18:3 11.68 11.29 9,26 11.62 10.76 13.61 10.64 11.97 10.81
alpha
C20:0 0.15 0.16 0.19 0.16 0.16 0.14 0.18 0.14 0.18
C20:1 0.22 0.17 0.19 0.20 0.21 0.19 0.21 0.20 0.21
C20:2 0.05 nd 0.04 0.05 0.05 0.05 0.04 0.05 0.04
C22:.0 nd nd nd 0.01 nd nd nd 0.02 nd
Cc22:1 nd nd nd nd nd 0.01 nd 0.01 nd
C20:3 0.05 nd 0.07 0.06 0.06 0.10 0.07 0.05 0.06
C20:4 nd nd nd nd nd 0.02 nd nd nd
C24:0 nd nd 0.24 0.01 0.20 0.19 0.19 0.14 0.20

[0481]) Table 37. Summary of total lipid profile of the Prototheca moriformis C14

thioesterase transformants.

Wildtype | Cl4-1 C14-2 Cl14.3 Cld4 C14-5 C14-6 Cl14.7
C6:0 0.03 ngd nd nd nd nd nd nd
C8:0 0.11 nd nd nd ndl nd nd nd
C10:0 nd 0.01 nd 0.0 nd 0.01 nd nd
C12:0 0.09 0.20 0.16 0.25 0.21 0.19 040 0.17
Ci4:0 2,71 431 4.76 4,94 4.66 4.30 6.75 4.02
Cl4:i 0.01 nd 0.0t nd nd 0.01 nd nd
C15:0 0.30 0.43 0.45 0.12 0.09 0.67 0.10 0.33
C15:1 0.05 nd nd nd nd nd nd nd
C16:0 24 13 22 .85 23.20 2383 23.84 23.48 24.04 23.34
C16:1 0.57 0.65 0.61 0.60 0.60 0.47 0.56 0.67
C17:0 047 0.77 0.76 0.21 0.19 1.11 .18 0.54
Cl7:1 0.08 0.23 0.15 0.06 0.05 0.24 0.05 0.12
C18:0 nd 1.96 1.46 2.48 2.34 1.84 2.50 2.06
Cl13:1 22.10 22.25 19.92 22.36 20.57 19.50 20.63 22.03
C18:1 nd nd nd nd nd nd 0.10 nd
C18:2 37.16 34,97 36.11 34.35 35.70 35.49 34.03 35.60
Cig3 11.68 10.71 12.00 10.15 11.03 12.08 0.98 10.47
alpha
C20:0 0.15 0.16 0.19 0.17 0.17 0.14 0.18 0.16
C20:1 0.22 0.20 0.12 019 0.19 0.19 0.17 0.20
C20:2 0.05 0.04 0.02 0.03 0.04 0.05 0.03 0.04
C22:0 nd nd nd nd 0.02 0.01 nd nd
C22:1 nd 0.01 nd nd nd nd nd (.01
C20:3 0.05 0.08 0.03 0.06 0.09 (.05 0.05 0.07
C20:4 nd 0.01 nd nd nd nd 0.02 nd
C24:0 nd 0.17 0.14 0.19 0.20 0.16 0.22 0.17

[0482] The above-described experiments indicate the successful transformation of
Prototheca moriformis (UTEX 1435) with transgene constructs of two different thioesterases
(C12 and C14), which involved not only the successful expression of the transgene, but also
the correct targeting of the expressed protein to the plastid and a functional effect (the
expected change in lipid profile) as a result of the transformation. The same transformation

experiment was performed using an expression construct containing a codon-optimized

121



WO 2010/138620

138

PCT/US2010/036238

(according to Table 4) Cuphea hookeriana C8-10 thicesterase coding region with the native

plastid targeting sequence (SEQ ID NO: 70) yielded no change in lipid profile. While the

introduction of the Cuphea hookeriana C8-10 transgene into Prototheca moriformis (UTEX

1435) was successful and confirmed by Southern blot analysis, no change in C8 or C10 fatty

acid production was detected in the transformants compared to the wildtype strain.

Example 11: Generation of Prototheca moriformis strain with exogenous plant

[0483]

TE with algal plastid targeting sequence

In order to investigate whether the use of algal chloroplast/plastid targeting

scquences would improve medium chain (C8-C14) thioesterase expression and subsequent

medium chain lipid production in Prototheca moriformis (UTEX 1435), several putative algal

plastid targeting sequences were cloned from Chlorella protothecoides and Prototheca

moriformis. Thioesterase constructs based on Cuphea hookeriana C8-10 thicesterase,

Umbellularia californica C12 thioesterase, and Cinnamomum camphora C14 thicesterase

were made using made with a Chlorella sorokiniana glutamate dehydrogenase

promoter/5'UTR and a Chlorella vuigaris nitrate reductase 3°UTR. The thioesterase coding

sequences were modified by removing the native plastid targeting sequences and replacing

them with plastid targeting sequences from the Chlorella protothecoides and the Prototheca

moriformis genomes. The thioesterase expression constructs and their corresponding

sequence identification numbers are listed below. Each transformation plasmid also contained

a Neo resistance construct that was identical to the ones described in Example 9 above.

Additionally, another algal-derived promoter, the Chlamydomonas reinhardtii p-tubulin

promoter, was also tested in conjunction with the thioesterase constructs. “Native” plastid

targeting sequence refers to the higher plant thioesterase plastid targeting sequence. A

summary of the constructs used in these experiments is provided below:

Construct Promoter/ Plastid Gene IUTR SEQ ID NO.
Name SUTR targeting seq
Construct 1 C. sorokiniana  C.protothecoides Cuphea C. vulgaris SEQID NO: 71
glutamate stearoy! ACP hookeriana nifrate
dehydrogenase  desaturase C8-10TE reductase
Construct 2 C. sorokiniana P, moriformis Cuphea C. vulgaris SEQIDNO: 72
glutamate delta 12 fatty hookeriana nitrate
dehydrogenase  acid desaturase C8-10 TE reductase
Construct 3 C. sorokiniana  P. moriformis Cuphea C. vulgaris SEQIDNQ: 73
glutamate isopenteny! hookeriana nitrate
dehydrogenase  diphosphate C3-10 TE reductase
synthase
Construct 4 C. sorokiniana  P. moriformis Umbellularia C. vidgaris SEQID NO: 74

122



WO 2010/138620

Construct §

Construct 6

Construct 7

Construct 8

Construct 9

Construct 10

Construct 11

Construct 12

Construct 13

Construct 14

Construct 15

Construct 16

Construct 17

Construct 18

glutamate
dehydrogenase

C. sorokiniana
glutamate
dehydrogenase

C. sorokiniana
glutamate
dehydrogenase

C. sorokiniana
glutamate
dehydrogenase

C. sorokiniana
glutamate
dehydrogenase

Chiamydomonas
reinhardrii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubulin

Chiamydomonas
reinhardiii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardrii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardiii
B-tubulin

Chlamydomenas
reinhardtii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubuiin

Chlamydomonas
reinhardtit
B-tubulin

Chilamydomonas
reinhardti
fB-tubulin

isopentenyl
diphosphaie
synthase

P. moriformis
stearoyl ACP
desaturase

C.protothecoides
siearoyl ACP
desaturase

P. moriformis
delta 12 fatty
acid desaturase

C.protothecoides
stearoyl ACP
desaturase

Native

P. moriformis
isopentenyl
diphosphate
synthase

P. moriformis
delta 12 fatty
acid desaturase

C.protothecoides
stearoyl ACP
desaturase

P. moriformis
stearoyl ACP
desaturase

Native

P. moriformis
isopentenyl
diphosphate

P. moriformis
delta 12 fatty
acid desaturase

C.protothecoides
stearoyl ACP
desaturase

P. moriformis
stearoyl ACP
desaturase

123

californica
CI2TE

Umbellularia
californica
CI2TE

Umbellularia
californica
C12 TE

Umbellularia
californica
Ci12TE

Cinnamomum
camphora
Cl4TE

Cuphea
hookeriana
C8-10 TE

Cuphea
hookeriana
C8-10TE

Cupheq
hookeriana
C8-10 TE

Cuphea
hookeriana
C8-10 TE

Cuphea
hookeriana
C8-10 TE

Umbellularia
californica
CI12ZTE

Umbellularia
californica
Cl12TE

Umbellularia
californica
CI2 TE

Umbellularia
californica
CI2TE

Umbellularia
californica
CI2TE

PCT/US2016/036238

nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate

SEQIDNO:75

SEQID NO: 76

SEQID NG: 77

SEQIDNO: 78

SEQID NO: 79

SEQ ID NO: 80

SEQ ID NO: 81

SEQ ID NO: 82

SEQ ID NO: 83

reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitratc
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
rcductase

SEQIDNO: 84

SEQ ID NO: 85

SEQ ID NO: 86

SEQID NO: 87

SEQ ID NO: 88
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Construct 19

Construct 20

Construct 21

Construct 22

Construct 23

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardtit
B-tubulin

Chlamydomonas
retnhardtii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardtii
{#-tubulin

Native

P. moriformis
isopentenyl
diphasphate
synthase

P. moriformis
delta 12 fatty
acid desaturase

C.protothecoides

stearoyl ACP
desaturase

P. moriformis
stearoyl ACP
desaturase

Cinnamomum

camphora
Cl4TE

Cinnamomum
camphora
Cl4TE

Cinnamomum

camphora
Cl14 TE

Cinnamomum
camphora
Cl4TE

Cinnamomum
camphora
CI14TE

4O
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C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vilgaris
nitrate
reduciase

C. vulgaris
nitrate
reductasc

C. vulgaris
nitrate
reductase

C. vulgaris
nitrate
reductase

SEQID NO: 89

SEQ ID NO: 90

SEQ ID NO: 91

SEQID NO: 92

SEQ ID NO: 93

[0484] Each construct was transformed into Prototheca moriformis (UTEX 1435) and

selection was performed using G418 using the methods described in Example @ above.

Several positive clones from each transformation were picked and screened for the presence

thioesterase transgene using Southern blotting analysis. Expression of the thioesterase

transgene was confirmed using RT-PCR. A subset of the positive clones (as confirmed by

Southern blotting analysis and RT-PCR) from each transformation was selected and grown

for lipid profile analysis. Lipid samples were prepared from dried biomass samples of each

clone and lipid profile analysis was performed using acid hydrolysis methods described in

Example 9. Changes in area percent of the fatty acid corresponding to the thioesterase

transgene were compared to wildtype levels, and clones transformed with a thioesterase with

the native plastid targeting sequence.

[0485] The clones transformed with Cuphea hookeriana C8-10 thioesterase constructs with

the native plastid targeting sequence had the same level of C8 and C10 fatty acids as

wildtype. The clones transformed with Cuphea hookeriana C8-10 thioesterase constructs

(Constructs 1-3) with algal plastid targeting sequences had over a 10-fold increase in C10

fatty acids for Construct 3 and over 40-fold increase in C10 fatty acids for Ceonstructs 1 and 2

(as compared to wildtype). The clones transformed with Umbellularia californica C12

thioesterase constructs with the native plastid targeting sequence had a modest 6-8 fold

increase in C12 faity acid levels as compared to wildtype. The clones transformed with the

Umbellularia californica C12 thioesterase constructs with the algal plasid targeting
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constructs (Constracts 4-7) had over an 80-fold increase in C12 fatly acid level for Construct
4, about an 20-fold increase in C12 fatty acid level for Construct 6, about a 10-fold increase
in C12 fatty acid level for Construct 7 and about a 3-fold increase in C12 fatty acid level for
Construct 5 (all compared to wildtype). The clones transformed with Cinnamomum
camphora C14 thicesterase with either the native plastid targeting sequence or the construct 8
(with the Chlorella protothecoides stearoyl ACP desaturase plastid targeting sequence) had
about a 2-3 fold increase in C14 fatty acid levels as compared to wildtype. In general clones
transformed with an algal plastid targeting sequence thioesterase constructs had a higher fold
increase in the corresponding chain-length fatty acid levels than when using the native higher

plant targeting sequence.

1.  Clamydomonas reinhartii p-tubulin promoter
[0486] Additional heterologous thioesterase expression constructs were prepared using the
Chlamydomonas reinhardtii B- tubulin promoter instead of the C. sorokinana glutamate
dehydrogenase promoter. The construct elements and sequence of the expression constructs
are listed above. Each construct was transformed into Prototheca moriformis UTEX 1435
host cells using the methods described above. Lipid profiles were generated from a subset of
positive clones for each construct in order to assess the success and productivity of each
construct. The lipid profiles compare the fatty acid levels (expressed in area %) to wildtype
host cells. The “Mean” column represents the numerical average of the subset of positive
clones. The “Sample” column represents the best positive clone that was screened (best
being defined as the sample that produced the greatest change in area % of the corresponding
chain-length fatty acid production). The “low-high” column represents the lowest area % and
the highest area % of the fatty acid from the clones that were screened. The lipid profile

results of Constructs 9-12 and 14-23 are summarized below.

Construct 9. Cuphea hookeriana C8-10 TE
Fatty Acid  wildtype Mean Sample  low/high

C8:0 0 0.05 0.30 0-0.29

C10:0 0.01 0.63 2.19 0-2.19

C12:0 (.03 0.06 0.10 0-0.10

C 14:0 1.40 1.50 141 1.36-
359

C16:0 24.01 24.96 24.20

Cléi 0.67 0.80 0.85

C1i7:0 0 G.16 0.16

Ci7:l 0 0.91 0

C18:0 4.15 17.52 3.19

C 181 55.83 4481 5754

Cl8:2 10.14 7.58 8.83

C 18:3a 0.93 0.68 0.76

C20:0 033 0.21 0.29
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C 24:0

0

0.05

0.1t

Construct 10. Cuphea hookeriana C8-10 TE

Fatty Acid  wildtype

C8:0
C 10:0
C12:0
C 14:0
C 14:1
C 15:0
C 16:0
C 16:1
C17:0
C17:1
C18:0
C18:1
C18:2
Cl83y
C 18:3a
C20:0
C 201
C20:1
C22:0
C 24:0

0

0
0.04
1.13
0
0.06
19.94
0.84
0.19
0.10
2.68
63.96
9.62
0
0.63
0.26
0.06
0.08
0
0.13

Mean
0.01
0.16
0.05
1.62
0.04
0.05
26,42
0.96
0.14
0.06
3.62
54.90
0.83
0.01
0.79
0.35
0.08
0.06
0.08
0.13

Sample
0.02
0.35
.07
1.81
0.04
0.05
28.08
0.96
0.13
0.05
343
5391
811
0
0.73
0.33
0.09
0.07
0.09
0.11

Construct 11. Cuphea hookeriana C8-10 TE

Fatty Acid  wildtype

C8:0
C10:0
Cc12:0

C 14:0

C 141
C 150
C 16:0
C16:1
Cc17:0
Cl171
C18:0
C 181
C18:2
C183y
C18:3a
C 20:0
C 20:1
C 20:1
c22.0
C24:0

0
0
0.04

113

0
0.06
19.94
0.84
0.19
0.10
2.68
63.96
9.62
0
0.63
0.26
0.06
0.08
0
0.13

Mean
0.82
31.86
0.13

1.80

0.04
0.06
25.60
1.01
0.13
0.06
298
51.59
5.85
0.01
0.91
0.29
0.06
0.06
0.08
0.06

Sample
1.57
6.76
0.20

1.98

0.04
0.06
2544
1.02
o.11
0.05
2.38
48.85
9.62
0
0.92
0.26
0
0.03
0.08
0

Construct 12. Cuphea hookeriana C8-10 TE

Fatty Acid  wildiype

C8:0
C10:0

C12:0
C14:0

0
0

0.04
113

Mean
0.31
2.16

¢.10
1.96

Sample
0.85
4.35

0.15
1.82

low/high
0-0.03
0-0.35
0-0.07
0-0.05

low/high
0-1.87
0-6.76
0.03-
0.20
1.64-
2.05

low/high

0-0.85
0.20-
4.35
0-0.18
1.66-
297
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Cl4:1 0 0.03 0.04
C15:0 0.06 0.07 0.07
C16:0 19.94 26.08 25.00
C16:] 0.84 1.04 0.83
C17.0 0.19 0.16 0.16
cCI7:1 0.10 0.05 0.07
C18:0 2.68 3.02 3.19
C18:1 63.96 51.08 52.15
C18:2 9.62 11.44 947
Cl8:3y 0 0.01 0

C 18:3a 0.63 0.98 0.50
C20:0 0.26 030 0.28
c201 0.06 0.06 0.05
C 20:1 0.08 0.04 0
C22:0 0 0.07 0
C24:0 0.13 0.05 0

Construct 14. Umbellularia californica C12 TE
Fatty Acid wildtype Mean Sample low/high

C10:0 0.01 0.02 0.03 0.02-
0.03

C12:0 0.03 2.62 3.91 0.04-
391

C14:0 1.40 1.99 2.1% 1.83-
2.19

C16:0 24.01 27.64 27.01

C16:1 0.67 0.92 0.92

C18:0 4.15 2.99 2.87

C18:1 5583 3322 52.89

C18:2 10.14 8.68 8.41

C18:3a 0.93 0.78 0.74

C20:0 0.33 0.29 027

Construct 15. Umbellularia californica C12 TE
Fatty Acid  wildtype Mean Sample low/high

C10:0 G 0.05 0.08 0-0.08

Cizo 0.04 8.12 12,80 4.35-
12.80

C13:0 0 0.02 0.03 0-0.03

C14:0 1.13 2.67 3.02 2.18-
337

C 14:] 0 0.04 0.03 0.03-
.10

C15:0 0.06 0.07 0.06

C16:0 19.94 25.26 23.15

C16:1 034 0.99 0.86

C170 0.19 0.14 0.14

C17:1 0.10 0.05 0.05

C 18:0 2.68 2.59 2.84

C18:1 63.96 4691 4493

C18:2 9.62 10.59 10.01

C 18:3a 0.63 0.92 0.83

C20:0 0.26 0.27 0.24

C20:1 0.06 0.06 0.06

C20:1 0.08 .05 0.04

C22:0 0 0.07 0.09

C24:0 0.13 0.13 0.12
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Construct 16. Umbellularia californica C12 TE
Fatty Acid wildtype Mean Sample low/high

C10:0 Q 0.03 0.04 0.02-
0.04

C12:0 0.04 2.43 532 0.98-
5.32

C13:0 0 0.01 0.02 0-0.02

C14:0 1.13 1.77 1.93 1.62-
1.93

C 14:1 0 0.03 0.02 0.02-
0.04

C15:0 0.06 0.06 0.05

C16:0 19.94 24.89 22.29

C16:1 0.34 091 0.82

c17:0 0.19 0.16 0.15

C17:1 0.10 0.06 0.06

C18:0 2.68 3.81 367

C18:1 63.56 53.19 52.82

C18:2 9.62 10.38 10.57

C18:3a (.63 0.80 0.77

C 20:0 0.26 0.35 0.32

C20:1 0.06 0.06 0.07

C20:1 0.08 0.07 0.08

C22:0 0 0.08 0.07

C24:0 0.13 0.15 0.14

Construct 17, Umbellularia californica C12 TE

Fatty Acid  wildiype  Mean Sample tow/high

C 10:0 0 0.04 0.07 0.03-
0.08

C12:0 0.04 7.02 i4.11 4.32-
14.11

C13:0 0 0.03 0.04 0.01.
0.04

C 14:0 1.13 225 3.01 1.95-
3.01

C 141 0 0.03 0.03 0.02-
0.03

C 150 0.06 0.06 0.06

C 16:0 19.94 23.20 21.46

C 16:1 0.84 0.82 0.77

C17:0 0.19 0.15 0.14

Ci71 0.10 0.06 0.06

C18:0 2.68 3.47 2.93

C18:1 63.96 50.30 45.17

C18:2 9.62 10.33 9.98

Ci83y 0 0.01 0

C 18:3a 0.63 0.84 0.86

C 20:0 0.26 032 0.27

C20:1 0.06 0.07 0.06

C20:1 0.08 0.06 0.06

C22:0 0 0.08 0.09

C24:0 0.13 0.14 0.13

Construct 18. Umbellularia californica C12 TE
Fatty Acid  wildiype  Mean Sample low/high

C10:0 0 0.03 0.05 0.01-
0.05
C12:0 0.04 5.06 7.1 0.37-
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C130
C14:0 1.13
C 14:1 0
C 150 0.06
C 160 19.94
C 161 0.84
C17:0 0.19
C17:1 0.10
C18:0 2.68
C18:1 63.96
C18:2 9.62
Cl8:3y 0
C18:3¢ 0.63
C20:0 0.26
C20:1 0.06
C20:1 0.08
C22:0 0
C24:0 0.13

Construct 19. Cinnamomum camphora C14 TE
Fatty Acid  wildtype

C10:0

C12:0

C14:0

C16:0
C 16:1
C18:0
C18:1
C18:2
C 183
C20:0

Construct 20, Cinnamomum camphora C14 TE
wildtype

Fatty Acid
C13:0

C1i2:0
C13:0

C 14:0
C 14:1

C15:0
C 16:0
C16:!
C17:0
Ci7:1
C13:0
C18:1
C18:2
C18:3a
C 20:0

0.02
0.05
1.52
25.16
0.72
3,70
54.28
1224

0.87
0.33

0.01

0.03

0

1.40

24.01
0.67

4.15
55.83
10.14
0.93
0.33

0.02
211

.03

0.06
24.60
0.86
0.15
0.06
331
51.26
10.18
0.01
0.86
0.32
0.05
0.07
0.08
0.13

Mean
0.01

0.27
4.47

28.14
0.84
3.17
51.89
9.36
0.74
0.33

Mean
0.0

0.39
0.01

5.61
0.03

0.06
25.93
0.75
0.13
0.05
330
51.00
10.38
0.91
0.35

0
2.39

0.03

0.06
23.95
0.83
0.14
0.05
2.96
49.70
10.02
0.02
0.86
0.29
0.05
0.04
0.08
0.13

Sample
0.01

0.40
5.81

28.55
0.82
2.87
51.01
8.62
0.75
0.31

Sample
0.02

0.65
0.01

8.4
0.03

0.07
25.57
0.71
0.12
0.05
323
48.48
10.35
0.88
0.32

7.77
0-0.03
1.82-
239
0.02-
0.05

low/high
0.01-
0.02
0.08-
0.41
2.10-
5.81

low/high
0.01-
0.02
0.08-
0.65
0.01-
0.02
2.1-84
0.02-
0.03
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C20:1
C20:1
c22:0
C24:0

Construct 21. Cinnamomum camphora C14 TE
Fatty Acid  wildtype

C10:Q
cl12:0

C 14:0

C 16:0
C16:1
C17:0
cCi17:1
C 1810
C18:1
Ci1s:2
C 18:3a
C 20:0
C20:1
C20:1
C22:0

Construct 22, Cinnamomum camphora C14 TE
Fatty Acid  wildtype

C 10:0
C12:0
C 130
C 14:0
C14:1

C15:0
Ccl16:0
C 16:1
C17:0
C17:1
C 18:0
C18:1
cC182
C18:3a
C20:0
C20:1
C20:1
C22:0

Construct 23, Cinnamomum camphora C14 TE
Fatiy Acid  wildtype

C10:0
Cl1z:0

C13:0
C14:0

0
0
0
0

0.01
0.03

1.40

24.01
0.67
0

0
4.15
55.83
10.14
0.93
0.33
0

0

0

0.01
0.03
0

1.40

24,01
0.67

4.15
55.83
10.14
0.93
0.33
0

0

0

0.01
0.05

0
1.45

0.08
0.07
0.08
0.14

Mean
0.01
0.10

228

26.10
0.79
0.15
0.06
3.59
53.53
10.83
0.97
0.36
0.09
0.07
0.09

Mean
0.02

1.22
0.02
12.77
0.02

0.07
24,79
0.64
0.11
0.04
2.85
45.16
9.96
0.91
0.30
0.07
0.06
0.08

Mean
0.01
0.57

0.02
7.18

0.08
0.07
0.08
0.13

Sample
0.01
0.27

4.40

26.38
0.73
0.16
0.06
3.51
50.86
11.11
0.87
0.37
0.08
0.07
0.09

Sample
0.02

1.83
0.03
17.33
0.02

0.08
24.22
0.58
0.10
0.04
275
41.23
9.65
0.85
0.30
0.06
0.05
0.08

Sample
0.02
1.08

0.02
11.24

Jow/high
0-0.01
0.04-
0.27
1.47-
4.40

Towfhigh
0.02-
0.02
0.59-
1.83
0.0t-
0.03
7.97-
17.33
0.02-
0.04

low/high
0-0.02
0.16-
1.08
0-0.02
2.96-
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11.24

C 14:] 0.02 0.03 0.03 0.02-
0.03

C 150 0.06 0.07 0.07

C16:0 24.13 2578 252

Clé:1 0.77 072 0.66

ci1m0 0.19 0.13 0.11

Ciml 0.08 0.05 0.04

C 18:0 353 335 3.2

C18:1 56.15 49.65 46.35

c18:2 11.26 10.17 9.72

C 183 0.84 0.95 0.83

C20:0 032 0.34 0.32

c20:1 0.09 0.08 0.09

C20:1 0.07 0.05 0.06

C22:0 0.07 0.08 0.08

C24:0 .13 0.13 0.12

[0487] Constructs 9-12 were expression vectors containing the Cuphea hookeriana C8-10
thioesterase construct. As can be seen in the data summaries above, the best results were
seen with Construct 11, with the Sample C8 fatty acid being 1.57 Area % (as compared to 0
in wildtype) and C10 fatty acid being 6.76 Area % (as compared to 0 in wildtype). There was
also a modest increase in C12 fatty acids (approximately 2-5 fold increase). While the native
plastid targeting sequence produced no change when under the control of the C.sorokinana
glutamate dehydrogenase promoter, the same expression construct driven by the C.reinhardtii
f-tubulin promoter produced significant changes in C8-10 fatty acids in the host cell. This is
further evidence of the idiosyncrasies of heterologous expression of thioesterases in
Prototheca species. All of the clones containing the C.reinhardtii §-tubulin promoter C8-10
thioesterase construct had greater increases in C8-10 fatty acids than the clones containing
the C.sorokinana glutamate dehydrogenase promoter C8-10 thioesterase construct. Lipid

profile data for Construct 13 was not obtained and therefore, not incleded above.

f0488] Constructs 14-18 were expression vectors containing the Umbellularia californica
C12 thioesterase construct. As can be seen in the data summaries abave, the best results were
seen with Constructs 15 (P.moriformis isopentenyl diphosphate synthase plastid targeting
sequence) and 17 (C.protothecoides stearoyl ACP desaturase plastid targeting sequence). The
greatest change in C12 fatty acid production was seen with Construct 17, with C12 fatty acids
levels of up to 14.11 area %, as compared to 0.04 area % in wildtype. Modest changes (about
2-fold} were also seen with C14 fatty acid levels. When compared to the same constructs with
the C.sorokinana glutamate dehydrogenase promoter, the same trends were true with the

C.reinhardtii B-tubulin promoter—the C.protothecoides stearoyl ACP desaturase and

131



WO 2010/138620 PCT/US2010/036238

P.moriformis isopentenyl diphosphate synthase plastid targeting sequences produced the

greatest change in C12 fatty acid levels with both promoters.

[0489] Constructs 19-23 were expression vectors containing the Cinnamomum camphora
C14 thioesterase construct. As can be seen in the data summaries above, the best results were
seen with Constructs 22 and Construct 23. The greatest change in C14 fatty acid prodhction
was seen with Construct 22, with C14 fatty acid levels of up to 17.35 area % (when the
valtues for C140 and C141 are combined), as compared to 1.40% in wildtype. Changes in C12
fatty acids were also seen (5-60 fold). When compared to the same constructs with the
C.sorokinana glutamate dehydrogenase promoter, the same trends were true with the
C.reinhardtii B-tabulin promoter—the C.protothecoides stearoyl ACP desaturase and
P.moriformis stearoyl ACP desaturase plastid targeting sequences produced the greatest
change in C14 fatty acid levels with both promoters. Consistently with all thioesterase
expression constructs, the C.reinhardtii B-tubulin promoter constructs produced greater

changes in C8-14 fatty acid levels than the C.sorokiniana glutamate dehydrogenase

[0490] Two positive clones from the Construct 22 were selected and grown under high
selective pressure (50mg/L G418). After 6 days in culture, the clones were harvested and
their lipid profile was determined using the methods described above, The lipid profile data is

summarized below and is expressed in area %.

Construct 22 clones + 50mg/L

G418

Fatty Acid  Construct  Construct
22 A 22B

C1i2:0 3.21 337

C14:0 27.55 26.99
Cl16:0 25.68 24.37

C16:1 0.99 0.92
C1R:0 1.37 1.23
C18:1 28.35 31.07
C18:2 [1.73 11.05
C183a 0.92 0.81
C20:0 0.16 0.17

[0491] Both clones, when grown under constant, high selective pressure, produced an
increased amount of C14 and C12 fatty acids, about double the levels seen with Construct 22
above. These clones yielded over 30 area % of C12-14 fatty acids, as compared to 1.5 area %

of C12-14 faity acids seen in wildtype cells.
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WHAT IS CLAIMED IS:
1. A method of extracting a lipid from a microorganism comprising the
steps of:

(a) lysing a cultured microorganism to produce a lysate, wherein the
microorganism:
(i) has not been subjected to a drying step between culturing and
lysing; and
(ii) contains a lipid;
(b) treating the lysate with an organic solvent for a period of time sufficient to
allow the lipid from the microorganism to become solubilized in the organic solvent; and

(c) separating the lysate into layers comprising a lipid:organic solvent layer

and an aqueous layer;

whereby the lipid is extracted from the microorganism.

2. The method of claim 1, wherein the treating step comprises treating

with more than about 5% v/v of an organic solvent to the lysate.

3. The method of claim 1, wherein the layers further comprise a

lipid:aqueous emulsion layer and/or a cell pellet.
4. The method of claim 1, wherein step (a) is performed at an acidic pH.

5. The method of claim 1, wherein step (a) comprises one or more
methods of lysing the microorganism selected from the list consisting of heating, sonication,
mechanical lysis, osmotic shock, expression of an autolysis gene, exposure to pH above 8,

exposure to pH below 6, and digestion with an enzyme.

6. The method of claim 1, wherein the microorganism produces a lipid

that comprises at least 25% w/v of total cellular lipid as C18 triacylglycerols.

7. The method of claim 1, wherein the microorganism produces a lipid

that comprises at least 25% w/v of total cellular lipid as C16 triacylglycerols.

8. The method of claim 1, wherein the microorganism produces a lipid

that comprises at least 10% w/v of total cellular lipid as C14 triacylglycerols.
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S. The method of claim 1, wherein the microorganism produces a lipid

that comprises at least 10% w/v of total cellular lipid as C12 triacylglycerols.

10.  The method of claim 1, wherein the microorganism produces a lipid

that comprises at least 10% w/v of total cellular lipid as C10 triacylglycerols.

11.  The method of claim 1, wherein the microorganism produces a lipid

with a lipid profile comprising at least 4% C8-Cl14.

12.  The method of claim 1, wherein the microorganism produces a lipid
with a lipid profile comprising between 4% and 40% C10-C14.

13.  The method of claim 1, wherein step (a) comprises acidic lysis and

heating.

14.  The method of claim 1, wherein the organic solvent comprises an oil
selected from the group consisting of oil from soy, rapeseed, canola, palm, palm kernel,
coconut, corn, waste vegetable, Chinese tallow, olive, sunflower, cotton seed, chicken fat,
beef tallow, porcine taﬂow, microalgae, macroalgae, Cuphea, flax, peanut, choice white
grease, lard, Camelina sativa, mustard seed cashew nut, oats, lupine, kenaf, calendula, hemp,
coffee, linseed, hazelnut, euphorbia, pumpkin seed, coriander, camellia, sesame, safflower,
rice, tung oil tree, cocoa, copra, pium poppy, castor beans, pecan, jojoba, jatropha,

macadamia, Brazil nuts, avocado, a fossil oil, or a distillate fraction thereof.
15.  The method of claim 1, wherein the organic solvent is a surfactant.

16.  The method of claim !, wherein step (c¢) comprises reducing the

temperature of the mixture below 25°C.

17, The method of claim 1, wherein the microorganism is selected from
the group of microorganisms consisting of a bacterium, a cyanobacterium, a eukaryotic

microalgae, an oleaginous yeast, and a fungus.

18.  The mcthod of claim 17, wherein the microorganism is of the genus

Chlorella or Prototheca.

19.  The method of claim 1, further comprising the step of:

(d) removing the lipid:organic solvent composition from the other layer(s).
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20.  The method of claim 19, wherein step (d) is performed without

substantially separating the lipid from the organic solvent composition.

21. A method of producing fuel comprising the steps of:

(a) lysing a lipid-containing microorganism to produce a lysate;

(b) treating the lysate with an organic solvent for a period of time sufficient to
allow the lipid from the microorganism to become solubilized in the organic solvent,

(c) separating the lysate into a lipid:organic solvent composition and an
aqueous composition and, optionally, an emulsified composition and/or cell pellet
composition;

(d) removing the lipid:organic solvent composition from the aqueons
composition, emulsion composition, or cell pellet composition; and

(e) subjecting the lipid:organic solvent composition to a chemical reaction,

whereby a fuel 1s produced.

22. The method of claim 21, wherein the chemical reaction is

transesterification and the fuel is biodiesel.

23, The method of claim 22, wherein the biodiesel meets or excecds the
ASTM D6751 hiodiese! standard. |

24, The method of claim 22, wherein the biodiesel meets or exceeds the
EN 14214 biodiese! standard.

25. The method of claim 21, wherein the chemical reaction comprises one or
more reactions selected from the group consisting of hydroprocessing, deoxygenation, and

isomerization and the fuel is renewable diesel.

26, The method of claim 25, wherein the renewable diesel meets or
exceeds the ASTM D 975 standard.

27, The method of claim 21, wherein the chemical reaction comprises

hydrotreating and the fuel is jet fuel.

28. The method of claim 21, wherein the microorganism has not been

subjected to a drying step.
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29.  The method of claim 21, wherein the organic solvent comprises an oil
selected from the group consisting of oil from soy, rapeseed, canola, palm, palm kernel,
coconut, corn, waste vegetable, Chinese tallow, olive, sunflower, cotton seed, chicken fat,
beef tallow, porcine tallow, microalgae, macroalgae, Cuphea, flax, peanut, choice white
grease, lard, Camelina sativa, mustard seed, cashew nmut, oats, lupine, kenaf, calendula, hemp,
coffee, linseed, hazelnut, euphorbia, pumpkin seed, coriander, camellia, sesame, safflower,
rice, tung o1l tree, cocoa, copra, pium poppy, castor beans, pecan, jojoba, jatropha,

macadamia, Brazil nuts, avocado, a fossil oil or a distillate fraction thereof.
30.  The method of claim 21, wherein the organic solvent is a surfactant.

31.  The method of claim 21, wherein the microorganism is selected from
the group of microorganisms consisting of a bacterium, a cyanobacterium a eukaryotic

microalgae, an oleaginous yeast, and a fungus.

32.  The method of claim 31, wherein the microorganism is of the genus

Chlorella or Prototheca.

33.  The method of claim 21, wherein the microorganism produces a lipid

with a lipid profile comprising at least 4% C8-C14.

34.  The method of claim 21, wherein the microorganism produces a lipid
with a lipid profile comprising between 4% and 40% C10-C14,

35.  The method of claim 21, wherein step (e} is performed without

substantially separating the lipid from the organic solvent.

36.  The method of claim 21, wherein the microorganism has at least 85%
23S rRNA genomic sequence identity to one or more sequences selected from the group
consisting of SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11,
SEQID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQID
NO:17, SEQ ID NO:18§, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22,
SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33,
SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, and SEQ
ID NO:39.
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FRACCIONAMIENTO DE LA BIOMASA MICROBIANA QUE
CONTIENE ACEITE

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Lsta solicitud reivindica el beneficio bajo 35 U.S.C. 119(e) de la solicitud
provisional de Estados Unidos nim. 61/181,252, presentada el 26 de mayo de 2009, la que se

incorporada en la presente como referencia en su totalidad para todos los propésitos.
REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIA

Esta solicitud incluye un LISTADO DE SECUENCIAS, anexado como péginas 1-
45,

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere, generalmente, a la produccién de composiciones de aceite
en microorganismes, tal como un lipido. En particular, la invencién proporciona métodos
para la exfraccion, recuperacion, aislamiento y obtencién de un lipido a partir de un
microorganismo y composiciones que comprenden el lipido. La invencién describe también
los métodos para la produccion de composiciones de hidrocarburo o lipido para la produccién
de biodiesel, diesel renovable, combustible de reactor, y surfactantes lipidicos que tienen

diferentes longitudes de cadena de carbono, que incluyen C8, C10, C12y Cl4.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] El combustible fésil es un término general para los depdsitos
geoldgicos de combustible enterrado de materiales organicos, formados a partir de plantas y
animales descompuestos, que se transforman en aceite crudo, hulla, gas natural o aceites
pesados por la exposicion al calor y a la presion en la corteza terrestre durante cientos de

millones de afios.

[0002] Los combustibles fosiies son una fuente finita, no renovable. Con la
modernizacion global en los siglos 20 y 21, las ansias de energia a partir de combustibles
fosiles, especialmente la gasolina derivada del petréleo, es una de las causas de mayores
conflictos regionales y globales. El incremento de la demanda energética por la globalizacién

economica también ha ejercido presién en el aumento del costo de los hidrocarburos.
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Ademas de la energfa, muchas industrias, incluyendo los productores de plastico y sustancias
quimicas, dependen en gran medida de la disponibilidad de hidrocarburos como materia
prima para sus procesos de fabricacidn. Las alternativas rentables a las fuentes actuales de

suministro pueden ayudar a atenuar la presidn ascendente sobre estas materias primas.

Los lipidos para uso en biocombustibles se pueden producir en microorganismos,
tales como algas, hongos y bacterias. Tipicamente, la fabricacion de un lipido en un
microorganismo implica cultivar los microorganismos, tales como algas, hongos o bacterias,
que son capaces de producir un lipido deseado en un fermentador o biorreactor, aislar la

biomasa microbiana, secarla y extraer los lipidos intracelulares.

Existe una necesidad de un proceso para la extracciéon de lipidos a partir del
microorganismo que solucione los problemas anteriores de baja eficiencia y alto costo de
extraccion de lipido a partir del microorganismo. La presente invencion proporciona una

solucidn a estos problemas antetiores de la técnica.
BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

En un aspecio, la presente invencion se dirige a un método de extraccion de un
lipido a partir de un microorganismo. En una medalidad, el método comprende lisar un
microorganismo cultivado que no se ha sometido a una etapa de secado entre el cultivo y la
lisis, y que contiene un lipido, para producir un lisado, tratar el lisado con un solvente
organico durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que el lipido del
microorganismo se solubilice en el solvente organico, y separar el lisado en capas que
comprenden una capa lipido:solvente organico, y una capa acuosa, a través de lo cual el

lipido se extrae del microorganismo.

En otro aspecto, la presente invencién se dirige a una composicion que comprende
un lipido aislado de un microorganismo, y un aceite obtenido de una fuente que no es el
microorganismo. En algunos casos, la proporcion de lipido al aceite esta entre 1 y 100. En
otros casos, la proporcién del lipido al aceite estd entre 1 y 10. En algunas modalidades, el

lipido comprende al menos 50% de un lipido C18:1, o al menos 10% de un lipido combinado
Ci2yCl4.

En otro aspecto, la presente invencién se dirige a un método para la produccion de
biodiesel. En una modalidad, el método comprende lisar un microorganismo que contiene

lipido para producir un lisado, tratar el lisado con un solvente orgénico durante un periodo de
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tiempo suficiente para permitir que el lipido del microorganismo se solubilice en el solvente
organico, separar el lisado en una composicion lipido:solvente organico y una composicion
acuosa y, opcionalmente, una composicién emulsionada y/o composicion de sedimento
celular, eliminar la composicion lipido:solvenie organico de la composicién acuosa,
composicion de emulsién, o composicién de sedimento celular, y transesterificar la
composicién lipido:solvente organico para producir biodiesel. En algunos casos, el biodiesel
cumple o excede la norma de biodiesel ASTM D6751 y/o la norma de biodiesel EN 14214,

n una modalidad, el microorganismo no se somete a una etapa de secado.

En algunas modalidades del método para la produccion de biodiesel al menos 20%
p/v del lipido total a partir del microorganismo es C18:1. En una modalidad, las capas
comprenden ademds una capa lipidica:emulsion acuosa y/o un sedimento celular. La
transesterificacion del lipido: solvente organico se puede realizar sin separar sustancialmente

el lipido del solvente orgénico.

Atlin en otro aspecto, la presente invencion se dirige a un método de produccion de
diesel renovable. En una modalidad, el método comprende lisar un microorganismo que
contiene lipido para producir un lisado, tratar el lisado con un solvente organico durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir que el lipido del microorganismo se solubilice en
el solvente organico, separar el lisado en una composicion lipido:solvente organico y una
composicién acuosa y, opcionalmente, una composicién emulsionada y/o composicién de
sedimento celular, eliminar la composicién lipido:solvente orgénico de la composicion
acuosa, composicion de la emulsién, o composicion de sedimento celular, y tratar la
composicion lipido:solvente organico para producir un alcano de cadena lineal del producto

diesel renovable. En algunos casos, el diesel renovable cumple o excede la norma ASTM D
97s.

IEn diversas modalidades del método de produccién de diesel renovable, el
microorganismo no se ha sometido a una etapa de secado. En algunos casos, el tratamiento de
la composicién lipido:solvente orgénico se realiza sin la separacion sustancial del lipido del
solvente orgdntco. En algunas modalidades, el tratamiento de la composicidon lipido:solvente

organico comprende el hidrotratamiento, hidroprocesamiento, o la licuefaccién indirecta.

En otro aspecto, la presente invencidn se dirige a un método para producir un
combustible de reactor. En una modalidad, el método comprende lisar un microorganismo

que contiene lipido para producir un lisado, tratar el lisado con un solvente organico durante

163



10

15

20

.25

30

un periodo de tiempo suficiente para permitir que el lipido del microorganismo se solubilice
en el solvente organico, separar el lisado en una composicion lipido:solvente organico y una
composicion acuosa y, opcionalmente, una composicién emulsionada o composicion de
sedimento celular, eliminar la composicién lipido:soivente orgdnico de la composicién
acuosa, composicion de emulsion, o composicion de sédimento celular, tratar la composicién
lipido:solvente orgénico para producir un alcano de cadena lineal y craquear el alcano de

cadena lineal para producir el producto de combustible de reactor.

En diversas modalidades del método de produccion de combustible de reactor, el
microorganismo no se ha sometido a una etapa de secado. En algunos casos, el tratamiento de
la composicién lipido:solvente orgénico se realiza sin separar sustancialmente el lipido de!
solvente organico. En algunas modalidades, el tratamiento de la composicién lipido: solvente
organico se realiza haciendo fluir la composicién lipido:solvente orginico a una zona de
craqueo catalitico fluido, y puede comprender, ademads, conmtactar la composicién
lipido:solvente organico con un catalizador en condiciones de craqueo. En una modalidad, el
tratamiento de la composicion lipido:solvente orgénico se realiza por hidrodesoxigenacion de
la composicion lipido:solvente orgénico. En algunos casos, el método comprende, ademas,

someter la composicion lipido hidrodesoxigenada:solvente organico a isomerizacion.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un método de extraccion de lipidos
a partir de un microorganismo al contactar un microorganismo que contiene un lipido con un
acido para producir un lisado, separar el lisado en capas que comprende una capa acuosa y

una capa de emulsion lipidica: acuosa, y extraer los lipidos de la capa de emulsion.

En diversas modalidades del método de extraccién de lipido a partir de un
microorganismo, el microorganismo se pone en contacto con el dcido para producir una
concentracion de acido de 5-200 mN, y el contacto del microorganismo se puede realizar por
encima de 25 °C. En diversas modalidades, un solvente organico se adiciona al
microorganismo o lisado antes, simultineamente con, o después de contactar el
microorganisino con el 4cido. En algunos casos, el microorganismo se pone en contacto con
un acido a un pH de no mas de 4, a un pH de no més de 3, 0 a un pH de no mas de 2. En
algunas modalidades, ademds de contactar el microorganismo con el 4cido, se utilizan
también uno o mas métodos adicionales de lisis del microorganismo. En algunos casos, el
contacto del microorganismo con el 4cido se realiza a una temperatura de 50-160°C. En otros

casos, la ctapa de contacto del microorganismo con el acido se realiza a una temperatura de
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20-65°C. En una modalidad, el lipido se extrae a partir de 1a emulsién mediante el contacto
de 1a emulsién con un solvente orgénico, a través de lo cual el lipido se divide de la emulsion
en el solvente organico. En algunos casos, Ja separacion del lisado se realiza por el
enfriamiento de la emulsién por debajo de 25°C, por debajo de 10°C, o hasta una temperatura
igual o inferior a 0°C, a través de lo cual una capa lipidica se separa de la capa de emulsion.
En una modalidad, el método comprende, ademds, centrifugar la emulsién después del
enfriamiento para separar la capa de lipido. En algunas modalidades, el método comprende,
ademads, separar la emulsion de la fase acuosa antes de separar los lipidos de la emulsion. En

una modalidad, el lipido se extrae de la emulsién lipidica:acuosa sin el uso de un sotvente

organico.

En otro aspecto, la presente invencién se dirige a un método para extraer lipido a
partir de un microorganisme al lisar un microorganismo que contiene un lipido para producir
un lisado que comprende una emulsion lipidica:acuosa, y enfriar la emulsién por debajo de

25 °C para separar el lipido de la emulsion.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un método para extraer lipido a
partir de la biomasa microbiana generada mediante el cultivo de un microorganismo que
produce un lipido. La extraccién comprende lisar los microorganismos en la biomasa para
producir un lisado que comprende una emulsién lipidica:acuosa. En algunos casos, la
separacién de una capa lipidica a partir de la emulsion comprende desestabilizar la emulsion
con la adicion de un surfactante a la emulsién. En algunos casos, el lisado se puede tratar con
un solvente organico durante un perfodo de tiempo suficiente para permitir a los lipidos de
los microorganismos solubilizarse en el solvente orgénico, y el lisado se puede separar en dos
0 més capas, incluyendo una capa lipidica: solvente organico y al menos una capa acuosa. En
algunos casos, el método puede incluir, ademds, eliminar la composicién lipido:selvente
orgénico de las otras capas. Opcionalmente, la composicién lipido:solvente orginico de las
otras capas se puede realizar sin separar sustancialmente los lipidos del solvente organico. En
algunos casos, el método puede incluir, ademas, la transesterificacion de la composicién
lipido:solvente orgénico para producir un alquil éster de 4cido graso, o tratar la composicién
lipido:solvente orgénico para producir un alcano de cadena lineal. En este 0ltimo caso, el

método puede incluir, ademas, craquear el alcano de cadena lineal.

En otro aspecto, la presente invencion se dirige a una composicion de ésteres de

dcidos grasos que comprende ésteres derivados de un microorganismo, y ésteres derivados de
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un aceite no microbiano. En algunas modalidades, no més de 20%, no mas de 10%, 0 no mas
de 6%, de los ésteres en la composicion se derivan de un aceite no microbiano. En algunos
casos, los ésteres se seleccionan de! grupo que consiste en ésteres de metilo, etilo y alquilo.
En algunas modalidades, el microorganismo cultivado no se ha separado del medio liquido
usado para cultivar el microorganismo, y/o esta presente en una proporcién de menos de 1:1

v/v de microorganismo cultivado al medio liquido extracelular.

En diversas modalidades del método de extracciéon de lipido a partir de un
microorganismo, la emulsién se enfria por debajo de 10 °C, o de una temperatura igual o
inferior a 0 °C. En una modalidad, el método comprende, ademas, centrifugar el lisado para
producir capas que comprenden la emulsién y una capa acuosa. En algunos casos, el método
comprende, ademas, separar la emulsion de la fase acuosa. En una modalidad, el lipido se
extrae de la emulsion lipidica: acuosa sin el uso de un solvente orgdnico. En algunos casos, el
método comprende, ademas, tratar el lisado con un solvente organico durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir a los lipidos de los microorganismos solubilizarse en el

solvente organico.

Los microorganismos utiles de acuerdo con la presente invencién pueden
seleccionarse del grupo de microorganismos que consisten en una bacteria, una canobacteria,
una microalga eucariota, una levadura oleaginosa, y un hongo. En algunos casos, los
microorganismos pueden seleccionarse de las Tablas 1, 2 6 3. Tales microorganismos
incluyen microorganismos del género Chlorella. En una modalidad, el microorganismo es
Chlorella protothecoides. En algunos casos, los microorganismos de la presente invencién
producen un lipido que comprende al menos 10% p/v del lipido celular total como C18
triacilgliceroles, o al menos 10% p/v del lipido celular total como C16 triacilgliceroles. En
algunos casos, los microorganismos producen un lipido que comprende al menos 10% p/v del
lipido celular total como C14 triacilgliceroles, al menos 10% p/v del lipido celular total como
C12 triacilgliceroles, o al menos 10% p/v del lipido celular total como C10 triacilgliceroles.
En algunos casos, los microorganismos de la presente invencién tienen al menos 85% de
identidad de la secuencia gendémica del ARNr 23s con una o0 mas secuencias seleccionadas

del grupo que consiste en sec. con nims. de ident.:7-33.

[0003] En algunos casos, el microorganismo es del género Profotheca. En
una modalidad, el microorganismo es Profotheca moriformis. En algunos casos, los

microorganismos de la presente invencion tienen al menos 75% de identidad de secuencia
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con una o mas secuencias seleccionadas del grupo que consiste en sec. con nims. de ident.:
33,34,35,16,36, 17,37, 38,39, y 32.

En varias modalidades de acuerdo con la presente invencion, el lisado de los
microorganismos cultivados se realiza a un pH 4cido, un pH écido no mayor que 5, un pH
acido no mayor que 4, un pH acido no mayor que 3, o un pH 4cido no mayor que 2. En
alpunas modalidades, el lisado de los microorganismos cultivados se rcaliza a un pH de al
menos 9. En algunos casos, lisar el microorganismo cultivado comprende uno o mas métodos
de lisis seleccionados de la lista que consiste en calentamiento, sonicacién, lisis mecénica,
choque osmético, oscilacion de presion, expresion de un gen de autolisis, exposicién a un pH
por encima de 8, exposicién a pH por debajo de 6, y digestién con una enzima. En algunos
casos, la lisis del microorganismo comprende lisis 4cida y calentamiento. En una modalidad,
el microorganismo se lisa por la digestion con una enzima de degradacién de polisacaridos,
que puede ser una enzima de degradacién de polisacaridos a partir de Chlorella o un virus
Clorella. En algunos casos, el microorganismo se lisa por la digestién con una proteasa. En
otros casos, el microorganismo se digiere con una combinacién de al menos una proteasa y al
menos una enzima de degradacion de polisacaridos. En algunos casos, la proteasa es alcalasa
y/o la enzima de degradacién de polisacdridos es Mannaway. En algunos casos, se usan otras
combinaciones de lo anterior, por ejemplo, el contacto de la biomasa con una proteasa y unas
enzimas que degradan polisacaridos en combinacién con el calentamiento de la biomasa a

uita temperatura de al menos 30 grados CelsiusCelsius.

En diversas modalidades de acuerdo con la presente invencion, el tratamiento de!
lisado comprende tratar con mas de aproximadamente 5% v/v de un solvente organico al
lisado. En otros casos, la etapa de tratamiento comprende tratar con mas de un 6% v/v de un
solvente orgdnico al lisado, 0 con mas de un 7% v/v de un solvente organico al lisado. Atin en
otros casos, el v/v del solvente organico al lisado es mayor que entre aproximadamente 5% y
mayor que aproximadamente 25%. En una modalidad, el tratamiento del lisado se puede

facilitar mediante la agitacién del lisado.

En modalidades de la presente invencion el solvente organico puede comprender un
aceite. El aceite puede seleccionarse del grupo que consiste en aceite de soja, colza, canola,
palma, almendra de palma, coco, maiz, residuos vegetales, sebo de China, oliva, girasol,
semilla de algodon, grasa de pollo, sebo de buey, sebo porcino, microalgas, macroalgas,

Cuphea, lino, cacahuate, grasa blanca selecta, manteca de cerdo, Camelina sativa, semilla de
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mostaza, nuez de marafién, avena, lupino, kenaf, caléndula, céfiamo, café, semilla de lino,
avellana, euforbia, semillas de calabaza, cilantro, camelia, ajonjoli, cartamo, arroz, arbol del
tung, cacao, copra, amapola del opio, semillas de ricino, nuez, jojoba, jatrofa, macadamia,
nueces del Brasil, aguacate, petréleo, o una fraccion destilada de cualquiera de los aceites
antertores. En algunos casos el aceite es aceite de soja. En algunos casos el aceite es aceite
de palma. En otros casos el aceite es aceite de coco. En aun otros casos el aceite es aceite de
canola. En aun otros casos el aceite es aceite de jatrofa. En una modalidad, el tiempo

suficiente para permitir que el lipido del microorganismo se solubilice en el solvente orgénico

es entre 0.1 y 30 minutos,

En diversas modalidades de acuerdo con la presente invencidn, la separacion del
lisado comprende la cenfrifugacion del lisado tratado, a través de lo cual se separa el lisado
en una capa ligera que comprende la composicion lipido:solvente organico y una capa pesada
que comprende la composicion acuosa y, opcionalmente, una composicién emulsionada y/o
composicion de sedimento celular. En algunos casos, separar el lisado comprende el
asentamiento del lisado tratado, a través de lo cual se separa el lisado en una capa ligera que
comprende la composicion lipido:solvente orgénico y una capa pesada que comprende la
composicién acuosa y, opcionalmente, una composicién enwlsionada y/o composicién de
sedimento celular. La separacién del lisado puede incluir la reduccién de la temperatura de la
mezcla por debajo de 25 °C, por debajo de 10°C, o una temperatura igual o inferior a 0°C. En
algunos aspectos de la invencién, las capas comprenden, ademds, una capa de emulsién

lipidica: acuosa y/o un sedimento celular.

En algunos casos, los métodos de la invenciéon comprenden, ademads, eliminar la
composicién lipido:solvente organico de la(s) otra(s) capa(s). En una modalidad, la

eliminacion se realiza sin separar sustancialmente los lipidos del solvente organico.

En algunos métodos de la invencion, el microorganismo se produce en un proceso
de cultivo y, opcionalmente después se almacena durante un periodo de tiempo entre la
terminacion del proceso de cultivo y el cometido de etapas adicionales para la lisis del
microorganismo. En algunos casos, lisar los microorganismos en la biomasa produce un
lisado que comprende una emulsion lipidica: acuosa. En algunos casos, el microorganismo se
almacena durante a] menos una hora entre la terminacion del proceso de cultivo y el cometido
de etapas adicionales para la lisis del microorganismo cultivado. En algunos casos, el

microorganismo se almacena durante al menos veinticuatro horas entre la terminacién del

168



10

15

20

.25

30

proceso de cultivo y el cometido de etapas adicionales para la lisis de! microorganismo
cultivado. En algunos casos, el microorganismo se almacena durante al menos cuarenta y
ocho horas entre la terminacién del proceso de cultivo y el cometido de etapas adicionales
para la lisis del microorganismo cultivado. En otros casos, se almacena el caldo de
fermentacién. En algunos casos, el caldo de fermentacién se concentra, por ejemplo, por
centrifugacién o filtracion, y las células se resuspenden en un medio acuoso antes de su

almacenamiento. En algunos casos el medio acuoso es agua desionizada o destilada.

En algunas modalidades de la presente invencion, los microorganismos (biomasa)
preparados en un proceso de cultivo se aimacenan opcionalmente a una temperatura por
debajo de 15 grados Celsius entre la terminacion del proceso de cultivo y el cometido de
etapas adicionales acometidas para la lisis del microorganismo cultivado. En algunos casos,
la biomasa se almacena a una temperatura por debajo de 5 grados Celsius entre la
terminacién del proceso de cultivo y el cometido de las etapas adicionales para lisar los
microorganismos cultivados. En algunos casos, el microorganismo se almacena a una
temperatura por encima de 30 grados Celsius entre la terminacion del proceso de cultivo y el
cometido de etapas adicionales para la lisis del microorganismo cultivado. En algunos casos,
¢l microorganismo se almacena a una temperatura por encima de 40 grados Celsius entre la
terminacién del proceso de cultivo y el cometido de etapas adicionales para la lisis del
microorganisimo cultivado. En algunos casos, el microorganismo se somete a agitacion

durante el almacenamiento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 representa dos perfiles de lipidos de los aceites puros preparados de
acuerdo con el método de la presente invencién. Se muestran los acidos grasos C10:1, C10,
C12, C18:3, C14, Cl18:2, Cl66, C18:1 y CI18:0 de aceite puro de Chiorella (barras
sombreadas ligero) y aceite de coco (barras sombreadas oscuro). La mayoria del aceite puro
de Chlorella comprende dcidos grasos C18:1 (59%), mientras que la mayoria del aceite de

coco puro comprende dcidos grasos C12 (54%). Los detalles se describen en el Ejempio 6.

La Figura 2 representa la proporcion de acidos grasos C18:1 a C12 y dcidos grasos
C18:1 a CI4 en la mezcla de aceite puro de algas/coco. Los detalles se describen en €l

Ejemplo 6.

[0004] La Figura 3 representa los resultados del tratamiento quimico/térmico

de Chiorella protothecoides. Los detalles se describen en el Ejempio 7.
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La Figura 4 representa una imagen de la capa de aceite recuperada a partir de una
emulsion congelada, tratada con calor. Los detalles se describen en el Ejemplo 7

(Tratamiento enzimatico #1).

La Figura 5 representa un resultado de un analisis de control por cromatografia en
capa delgada (TLC), muestras de aceite generadas basica y 4cida. Linea 1, Referencia @ 100
pg/cada una (FAME/TAG/FFA); Linea 2, sin tratamiento quimico; Linea 3, tratamiento con
120 mN H2804; Linea 4, tratamiento con 160 mN KOH; Linea 3, sin tratamiento quimico;
Linea 6, tratamiento con 120 mN H2S04; Linea 7, tratamiento con 160mN de KOH. FAME,
metil éster de acido graso, TAG, triacilglicéridos, FFA, 4cidos grasos libres, DAG,
diacilglicerol (1,3-dioleina); MAG, monoacilglicerol (1-monooleina) Los detalles se

describen en el Ejemplo 7.

La Figura 6 representa una imagen de las capas recuperadas a partir de la enzima
tratada (tubo a la izquierda) contra al material de cultivo celular sin tratar (tubo a la derecha).

Los detalles se describen en el Ejemplo 7 (Tratamiento enzimatico #2).

[0005] La Figura 7 muestra los mapas de los casetes usados en las

transformaciones de Prototheca, como se describe en el Ejemplo 9.

[0006] La ligura 8 muestra los resultados del anélisis de transferencia de tipo

Southern de tres transformantes de la cepa UTEX 1435, como se describe en el Ejemplo 9.

[0007] La Figura 9 muestra un esquema del constructo transgénica del codén
optimizado y del codén no optimizado swc2 (sacarosa invertasa de levadura (yInv)). Se

indican los sitios de restriccion relevantes del clonaje y las flechas indican la direccidn de la

transcripeion.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
L Definiciones
[0008] A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y

cientificos usados en Ia presente descripcién tienen el significado comtnmente entendido por
una persona experta en la materia a la que perienece esta invencidn. Las siguientes
referencias proporcionan al experto una definicién general de muchos de los términos usados
en esta invencién: Singleton y ofros, Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (2da

edicidn, 1994); The Cambridge Dictionary of Science and Technology (Ediciones Walker,
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1988); The Glossary of Genetics, Sta Edicion, R. Rieger y ofros (editores), Springer Verlag
(1991); y Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Como se usa en
la presente descripcion, los stguientes términos tienen el significado atribuido a ellos a menos

que se especifique de cualquier otra forma.

Como se usa con referencia a un acido nucleico, la frase “activo en las microalgas”
se refiere a un 4cido nucleico que es funcional en microalgas. Por ejemplo, un promotor que
se ha usado para manejar un gen de resistencia a los antibidticos para impartir resistencia
antibiotica a una microalga transgénica estd activo en las microalgas. Los ejemplos de
promotores activos en las microalgas son promotores enddgenos para determinadas especies

de algas y promotores enconirados en los virus de plantas.

[0009] Como se usa en la presente descripcion, una “proteina portadora de
acilos” o “ACP”, es una proteina que se une a una cadena acilo en crecimiento durante la
sintesis de dcidos grasos como un tiol éster al tiol distal de 1a porcién de 4-fosfopantoteina y

comprende un componente del complejo de la dcido graso sintasa.

[0010] Una “molécula de acil-CoA™ o “acil-CoA”, es una molécula que
comprende una porcion acilo covalentemente unida a la coenzima A a través de un enlace tiol

éster en el tiol distal de a porcion de 4-fosfopantoteina de la coenzima A.

Como se usa en la presente descripcion, el término “alquilo” se refiere a un radical
hidrocarburo lineal o ramificado, y puede incluir radicales di- y multivalentes, que tienen el
numero de atomos de carbono designado (es decir C1-C10significa de uno a diez carbonos).
Los ejemplos de radicales hidrocarburo saturados incluyen los grupos tales como metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, homélogos e isémeros de,

por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, y similares.

Como se usa en la presente descripeion, el término “alquenilo™ se refiere a un grupo
alquilo insaturado que tiene uno o mas enlaces dobles. Los ejemplos de grupos alquenilo
incluyen vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo), 2,4-pentadienilo y 3-

(1,4-pentadienilo), y los homdlogos e isémeros superiores.

Como se usa en la presente descripcion, el término “alquinilo™ se refiere a un grupo
alquilo insaturado que tiene uno o mas enlaces triples. Los ejemplos de grupos alquinilo
incluyen etinil (acetilenilo), 1-propinilo, 1- y 2-butinilo, y los homoblogos e isémeros

supertores.
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Como se usa en la presente descripcion, la frase “composicién acuosa o

emulsionada”, se refiere a la biomasa microbiana que contiene lipidos.

[0011] Como se usa en la presente descripcion, la frase “porcentaje del 4rea”,
se refiere al drea de picos observados usando los métodos de deteccion FAME GC/FID, en
los que cada &cido graso en la muestra se éonvierte en un metil éster de acido graso (FAME)
antes de la deteccién. Por ejemplo, un pico separado se observa para un 4cido graso de 14
atomos de carbono sin insaturaciones (C14:0) comparado con cualquier otro 4cido graso, por
ejemplo un Ci4:1. El area del pico para cada clase de FAME es directamente proporcional a
su porcentaje de la composicion en ta mezcla y se calcula en base a la suma de todos los
picos presentes en la muestra (es decir [area del pico especifica/drea total de todos los picos
medidos] x 100). Al referirse a los perfiles lipidicos de los aceites y las células de la
invencion, "al menos 4% de C8-C14", por ejemplo, significa que al menos el 4% de los
acidos grasos totales en la célula o en la composicion del glicerolipidos exiraidos, tiene una

longitud de cadena que incluye 8, 10, 12 6 14 dtomos de carbono.

Como se usa en la presente descripcidn, el término “arilo™ se refiere a un
sustituyente hidrocarburo aromatico poliinsaturado que tiene 5-12 miembros del anillo, que
puede ser un anillo sencillo o miltiples anillos (hasta tres anillos) los cuales estan fusionados
o unidos covalentemente. Los ejemplos no limitantes de grupos arilo incluyen fenilo, 1-
naftilo, 2-naftilo, 4-bifenilo, y bencilo. Otros grupos arilo son utiles, ademas, en la presente

invencion.

Como se usa en la presente descripeion, el término "axénico” se refiere a un cultivo

de un microorganismo que estd libre de contaminacién por otros organismos vivientes.

Como se usa en la presente descripcidn, el término "base” se refiere a cualquier

compuesto cuya pKa es mayor que la del agua.

Como se usa en la presente descripcién, el término “biodiesel” se refiere a un éster

de acido graso producido a partir de la transesterificacion de un lipido.

Como se usa en la presente descripcién, el término “biomasa™ se refiere al material
producido por el crecimiento y/o propagacion de las células. La biomasa puede contener
células y/o contenidos intracelulares, asi como material extracefular. El material extracelular

incluye, pero no se limitan a, los compuestos secretados por una célula.
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Como se usa en la presente descripcion, el término "biorreactor” se reficre a un
recinto o recinto parcial en el cual las células, por ejemplo, los microorganismos, se cultivan,

opcionalmente en suspension.

Como se usa en la presente descripcion, el término “catalizador” se refiere a un
agente, tal como una molécula o complejo macromolecular, capaz de facilitar o promover una
reaccion quimica de un reactivo a un producto sin convertirse en una parte del producto. Un
catalizador aumenta asi Ia velocidad de una reaccion, después de lo cual, el catalizador puede
actuar sobre otro reactante para formar el producto. Un catalizador generalmente disminuye
la energia de activacion total requerida para la reaccién, de modo que esta ocurre mas
rapidamente 0 a una temperatura mas baja. Asi, un equilibrio de la reaccién puede lograrse
mds rapidamente. Los ejemplos de catalizadores incluyen enzimas, las cuales son

catalizadores biologicos, y calor, el cual es un catalizador no biolégico.

Como se usa en la presente descripcion, el término “material celulésico™ significa
los productos de la digestién de celulosa, tales como glucosa, xilosa, arabinosa, disacaridos,

oligosacaridos, lignina, furfurales, y otras moléculas.

[0012] Como se usa en la presente descripcion, el término “co-cultivo”, y
variantes de este como “co-cultivar”, definen la presencia de dos o m4s tipos de células en el
mismo biorreactor. Los dos o0 més tipos de células pueden ser ambos microorganismos, como
las microalgas, o pueden ser una célula de microaigas cultivada con un tipo celular diferente.
Las condiciones del cultivo pueden ser aquellas que fomentan el crecimiento y/o ia
propagacion de los dos o mas tipos celuiares o aquellas que facilitan el crecimiento y/o
proliferacién de una, o un subconjunto de las dos o mas células, mientras se mantiene el

crecimiento celular para el resto.

Como se usa en la presente descripcion, el término “cofactor” se refiere a cualquier
molécula, distinta del sustrato, que es requerido por una enzima para llevar a cabo su

actividad enzimaética.

Un promotor “constitutivo” es un promotor que se activa bajo la mayoria de las

condiciones ambientales y de desarrollo.

Como se usa en la presente descripcion, el término “cultivado” y variantes de éste,
se refieren al fomento intencional del crecimiento (incremento del tamafio celular, el

contenido celular, y/o la actividad celular) y/o propagacion (incremento de los nimeros de

13



10

15

20

.25

30

células via mitosis) de una o varias células mediante el empleo de condiciones de cultivo
seleccionadas. La combinacion de ambos, crecimiento y propagacion, puede ser nombrada
como proliferacion. Una o més de las células pueden ser las de un microorganismo, tal como
una microalga. Los ejemplos de condiciones seleccionadas incluyen el uso de un medio
definido (con caracteristicas conocidas como pli, fuerza iénica, y fuente de carbono), y
condiciones especificas de temperatura, tensién de oxigeno, niveles de diéxido de carbono, y
crecimiento en un biorreactor. El término no se refiere al crecimiento o propagacién de los
microorganismos en la naturaleza o en otra parte sin la intervencién humana, tal como el

crecimiento natural de un organismo que finalmente se convierte en un fésil para producir el

aceite crudo geologico.

Como se usa en la presente descripcion, el térmimo “cicloalquilo” se refiere a un
hidrocarburo ciclico saturado que tiene 3 a 15 carbonos, y 1 a 3 anillos que se pueden
fusionar o unir covalentemente. Los grupos cicloalquilo utiles en la presente invencion
incluyen, pero sin limitarse a, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo. Los grupos
bicicloalquilo tiles en la presente invencién incluyen, pero sin limitarse a,
(3.3.0]biciclooctanilo, [2.2.2]biciclooctanilo, [4.3.0]biciciononano, [4.4.0]biciclodecano

(decalin), espiro[3.4]octanilo, espiro[2.5}octanilo, y demas.

Como se usa en la presente descripeion, el término “cicloalquenilo” se refiere a un
hidrocarburo ciclico no saturado que tiene de 3 a 15 carbonos, y de 1 a 3 anillos que se

pueden fusionar o unir covalentemente. Los grupos cicloalquenilo ttiles en la presente

invencion incluyen, pero no se limitan a, ciclopentenilo, ciclohexenilo, cicloheptenilo y

ciclooctenilo. Los grupos bicicloalquenilo son utiles también en la presente invencion.

Como se usa en la presente descripcion, el término "citolisis" se refiere a la lisis de
células en un ambiente hipotdnico. La citdlisis es provocada por la 6smosis excesiva, o por el
movimiento del agua, hacia el interior de una célula (hiperhidratacién). La membrana celviar

no puede resistir la presién osmotica del agua en su interior, y explota.

Como se usa en la presente descripcion, el término “gen exdgeno” se refiere a un
acido nucleico transformado en una célula. Una célula transformada puede definirse como
una c€lula recombinante, dentro de la cual se puede introducir un gen(es) exdgeno(s)
adicional(es). Il gen exdgeno puede ser de una especie diferente (heterélogo), o de la misma
especie (homologo) con respecto a la célula que se transfoma. En el caso de un gen

homologo, este ocupa un lugar diferente en el genoma de la célula relativa a la copia
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endogena del gen. El gen exdgeno puede estar presente en mas de una copia en la célula. El

gen exogeno puede mantenerse en una célula como una insercién en el genoma o como una

molécula episomal.

Como se usa en la presente descripcidn, el término "proporcionado exégenamente”
en el contexto de cultivar una célula, se refiere a una molécula proporcionada a un medio de

cultivo de un culiivo celular.

[0013] Como se usa en la presente descripcion, los términos “vector de
expresion” o "constructo de expresion" se refiere a un constructo de 4cido nucleico, generado
recombinante o sintéticamente, con una serie de elementos de 4cido nucleico especificados
que permiten la transcripeién de un écido nucleico particular en una célula huésped. El vector
de expresion puede ser parte de un plasmido, virus, o fragmento de 4cido nucleico.
Tipicamente, el vector de expresién incluye un acido nucleico para ser transcrito

operativamente unido a un promotor.

[0014] Como se usa en la presente descripcién, una “acil graso-ACP
tioesterasa” define a una enzima que cataliza Ja ruptura de un 4cido graso de una proteina

portadora de acilos (ACP) durante la sintesis de los lipidos.

[0015] Como se usa en la presente descripcion, una “acil-graso CoA/aldehido
reductasa” define a una enzima que cataliza la reduccién de una molécula de acil-CoA a un

alcohol primario.

Como se usa en la presente descripcién, una "acil graso-CoA reductasa” es una

enzima que cataliza la reduccion de una molécula de acil-CoA a un aldehido.

[0016] Como se usa en la presente descripcién, una “aldehido graso

decarbonilasa” es una enzima que cataliza la conversién de un aldehido graso a un alcano.

Como se usa en la presente descripcion, una "aldehido graso reductasa" es una

enzima que cataliza la conversién de un aldehido a un alcohol primario.

Como se usa en la presente descripcién, el término “fuente fija de carbono”
significa molécula(s) que contienen carbono, preferentemente organico, que estan presentes a

temperatura y presion ambiental en forma sélida o liquida.

Como se usa en la presente descripcion, e! término "hongo," significa organismos

heter6trofos caracterizados por una pared celular from quitinosa del reino de los hongos.
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Como se usa en la presente descripcion, el término “heteroarilo” se refiere a un
sustituyente hidrocarburo aromatico poliinsaturado, que tiene 5-12 miembros del anillo, el
cual puede ser un anillo sencillo o miiltiples antllos (hasta tres anillos) los cuales estan
fusionados o unidos covalentemente, y el cual tiene al menos un heteroatomo en el anillo, tal
como N, O, o S. Un grupo heteroartlo puede estar unido al resto de la molécula a través de un
heterodtomo. Los ejemplos no limitantes de grupos heteroarilo incluyen 1-pirrolilo, 2-
pirrolilo, 3-pirrolilo, 3-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, pirazinilo, 2-oxazolilo, 4-
oxazolilo, 2-phenyl-4-oxazolilo, 5-oxazolilo, 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2-
tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-furilo, 3-furilo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-
piridilo, 2-pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo, 2-benzimidazolilo, 5-indolilo,
1-isoquinolilo, S-isoquinolilo, 2-quinoxalinilo, S-quinoxalinilo, 3-quinolilo, y 6-quinoliio.
Los grupos heteroarilo adicionales utiles en la presente invencién incluyen piridilo N-oxido,
tetrazolilo, benzofuranilo, benzotienilo, indazolilo, o cualquiera de los radicales sustituidos,

especialmente mono- o di-sustituido.

Como se usa en la presente descripcion, el término "heterodtomo" significas
cualquier dtomo que no es carbono o hidrogeno. Los ejemplos de heteroatomos incluyen

magnesio, calcio, potasio, sodio, azufre, f6sforo, hierro y cobre.

Como se usa en la presente descripcion, el término “heterocicloalquilo” se refiere a
un hidrocarburo ciclico saturado que tiene 3 a 15 miembros del anillo, y 1 a 3 anillos que
pueden estar fusionados o unidos covalentemente, y el cual tiene al menos un heteroitomo en
el anillo, tal como N, O, 0 S. Ademas, un heteroatomo puede ocupar la posicién en la que el
heterociclo se une al resto de la molécula. Los ejemplos de heterocicloalquilo incluyen 1
(1,2,5,6-tetrahidropiridilo), 1-piperidinilo, 2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo, 3-
morfolinilo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, tetrahidrotien-2-ilo, tetrahidrétien-3-

ilo, 1 -piperazinilo, 2-piperazinilo, y similares,

Como se usa en la presente descripcion, en el contexto de la biomasa, el término

"homogenato” significa la biomasa que ha sido fisicamente desintegrada.

Como se usa en la presente descripcion, “hidrocarburo” se refiere a: (a) una
molécula que contiene solamente atomos de hidrégeno y carbono donde los atomos de
carbono se unen covalentemente para formar la cadena principal lineal, ramificada, ciclica o
parcialmente ciclica a los que los atomos de hidrogeno se unen, o (b) una molécula que sélo

contiene principalmente hidrégeno y dtomos de carbono y que se puede convertir para
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contener solo dtomos de hidrégeno y carbono por una a cuatro reacciones quimicas. Los
ejemplos no limitativos de esto tltimo incluyen hidrocarburos que contienen un atomo de
oxigeno entre un atomo de carbono y un hidrégeno para formar una molécula de alcohol, asi
como aldehidos que contienen un solo dtomo de oxigeno. Los métodos para la reduccion de
alcoholes a hidrocarburos que contienen sélo atomos de carbono e hidrogeno son bien
conocidos. Otro ejemplo de un hidrocarburo es un éster, en el que un grupo orgénico
reemplaza a un atomo de hidrégeno (o mas de uno) en un acido de oxigeno. La estructura
molecular de los compuestos hidrocarburos varia de la mas simple, en forma de metano
(CH4), que cs un constituyente del gas natural, a una muy pesada y compleja, tales como
algunas moléculas como los asfaltenos encontrados en el aceite crudo, petréleo, y betin. Los
hidrocarburos pueden encontrarse en forma gaseosa, liquida, o sdlida, o en cualquier
combinacién de estas formas, y pueden tener uno o mas dobles o triples enlaces entre los
atomos del carbono adyacentes a la cadena principal. Por lo tanto, el término incluye
alcanos, alquenos, lipidos y parafinas lineales, ramificadas, ciclicas o parcialmente ciclicas.

Los ejemplos incluyen propano, butano, pentano, hexano, octano, escualeno y carotenoides.

Como se usa en la presente descripcion, el término "enzimas modificadoras de
hidrocarburos” se refiere a una enzima que altera la estructura covalente de un hidrocarburo.
Los ejemplos de enzimas modificadoras de hidrocarburos incluyen una lipasa, una acil graso
ACP tioesterasa, una acil graso-CoA/aldehido reductasa, una acil graso-CoA reductasa, una

aldehido graso reductasa, y una aldehido graso decarbonilasa.

Como se usa en la presente descripcion, el término “proporcidn hidrdgeno:carbono”
se refiere a la proporcién de dtomos de hidrogeno a dtomos de carbono en una molécula en
una base atomo-a-atomo. La relacion puede usarse para referirse al nimero de 4tomos de
carbono y de hidrégeno en una molécula de hidrocarburo. Por ejemplo, el hidrocarburo con

la relacion mas alta es el metano CH, (4:1).

Como se usa en la presente descripeién, el término “fraccién hidrofoba” se refiere a
una porcién, o fraccion, de un material que es mas soluble en una fase hidréfoba en
comparacion con una fase acuosa. Un fragmento hidréfobo es substancialmente insoluble en

agua y normalmente es no polar.

[0017} Como se usa en la presente descripcion, un “incremento del
rendimiento lipidico" se refiere al aumento en la productividad de un cultivo microbiano, por

ejemplo, incrementando el peso seco de células por litro de cultivo, aumentando el porcentaje
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de células que constituyen los lipidos, o incrementando la cantidad total de lipidos por litro de

volumen de cultivo por unidad de tiempo.

[0018] Un “promotor inducible”, es un promotor que media la transcripcion

de los genes operativamente vinculados en respuesta a un estimulo particular.

Como se usa en la presente descripcion, el término “in situ™ significa “en el lugar” o
“en su posicion original.” Por ejemplo, un cultivo puede contener una primera microalga que
secreta un catalizador y un segundo microorganismo que secreta un sustrato, donde los tipos
de células primera y segunda producen los componentes necesarios para que ocurra una
reaccion quimica particular in situ en el co-cullivo sin requerir la separacién adicional o el

procesamiento de los materiales.

Como se usa en la presente descripcion, el término “isémeros” se refiere a
compuestos de la presente invencién que poseen dtomos de carbonos asimétricos (centros
opticos) o dobles enlaces. Se pretende que todos los racematos, diasterémeros, isdmeros
geométricos y los isomeros individuales estén incluidos dentro del alcance de la presente

invencion.

Comeo se usa en la presente descripcion, la frase “concentracion limitante de un
nuiriente” se refiere a una concentracion en un cultivo que limita la propagacion de un
organismo cultivado. Una concentracién "no limitante de un nutriente” es una concentracion
que ayuda a la propagacion maxima durante un periodo dado del cultivo. Asi, el ntimero de
células producidas durante un periodo dado del cultivo es mas bajo en presencia de una
concentracion limitante de un nutriente que cuando el nutriente es no limitante. Se dice que
un nutriente estd "en exceso" en un cultivo, cuando el nutrienie estd presente en una

concentracién mayor que la necesaria para la propagacién maxima.

Como se usa en la presente descripcidn, una “lipasa” es una enzima que cataliza la
hidrolisis de los enlaces éster en sustratos lipidos insolubles en agua. Las lipasas catalizan la

hidrélisis de lipidos en gliceroles y dcidos grasos.

[0019] Los “lipidos”, son una clase de moléculas que son solubles en
solventes no polares (como el éter y el cloroformo) y son relativamente o completamente
insolubles en agua. Las moléculas de lipidos tienen estas propiedades porque estan
constituidas por largas colas de hidrocarburos que son de naturaleza hidréfoba. Los ejemplos

de lipidos incluyen los 4cidos grasos (saturados e insaturados); glicéridos o glicerolipidos
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(como monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos o grasas neutras y fosfoglicéridos o
glicerofosfolipidos); no glicéridos (esfingolipidos, esterol lipidos incluyendo colesterol y
hormonas esteroideas, lipidos de prenol incluyendo terpenoides, aicoholes grasos, ceras, y
poliquétidos); y derivados de lipidos complejos (lipidos unidos a azficares, o glicolipidos, y

lipidos unidos a proteinas). Las “grasas” son un subgrupo de lipidos denominados

“triacilglicéridos”.

Como se usa en la presente descripcion, la frase “composicién lipido:solvente

organico” se refiere a una mezcla de lipido y solvente organico.

Como se usa en la presente descripcion, una “enzima de la via lipidica” es cualquier
enzima que desempeiia un papel en el metabolismo de lipido, es decir, ya sea sintesis de
lipido modificacion o degradacién. Este término incluye las proteinas que modifican

quimicamente los lipidos, asi como las proteinas portadoras.

Como se usa en la presente descripcion, el término “lisado” se refiere a una solucién

que contiene el contenido de las células lisadas.

[0020] Como se vsa en la presente descripcion, el término “lisis” se refiere a
la rotura de la membrana plasmatica y opcionalmente de la pared celular de un organismo
bioldgico, que es suficiente para liberar al menos algiin contenido intracelular, a menudo por

mecanismos mecanicos, virales u osmaéticos que comprometen la integridad de la célula.

Como se usa en la presente descripcion, el término “lisis” se refiere a la ruptura de
la membrana celular y, opcionalmente, de la pared celular de un organismo o célula biolégica

lo suficiente para liberar al menos alguin contenido intracelular.

Como se usa en la presente descripcion, el término “microalgas™ significa un
organismo microbiano que es ya sea (a) eucariota y contiene un cloroplasto o remanente de
cloroplasto, o (b) es una cianobacteria. Las microalgas incluyen los fotoautotrofos obligados,
que no pueden metabolizar una fuente fija de carbono en energia, como lo hacen los
heterotrofos, los cuales pueden vivir tinicamente a costa de una fuente fija de carbono. Las
microalgas se pueden referir a los organismos unicelulares que se separan de las células
hermanas poco después de la division celular, tales como Chlamydomonas, y se puede referir
también a los microbios, tales como, por ejemplo, Volvox, que es un microbio fotosintético
multicelular simple de dos tipos distintos de células. Las *Microalgas™ se pueden referir

también a las células tales como Chlorella y Dunaliella. Las “Microalgas”™ también incluyen
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otros organismos fotosintéticos microbianos que presentan adhesion célula-célula, tales como
Agmenellum, Anabaena, y Pyrobotrys, as{ como los organismos que contienen estructuras
similares al cloroplasto que ya no son capaces de realizar fotosintesis, tales como las
microalgas del género Prototheca y algunos dinoflagelados. Las “Microalgas” incluyen
microorganismos heterdtrofos obligados que han perdido la capacidad de realizar la

fotosintesis, tales como determinadas especies de dinoflagelados.

Los términos “microorganismo” y “microbio™ se usan indistintamente en la presente

descripcidn para referirse a los organismos unicelulares microscépicos.

Como se usa en la presente descripcion, el término “aceite” significa una sustancia
que contiene carbono no polar, hidréfoba, lipofilica, incluyendo pero no limitado a, aceite
crudo derivado geoldgicamente, fracciones destiladas de aceite crudo derivado

geolégicamente, aceite vegetal, aceite de alga, y lipidos microbianos.

Como se usa en la presente descripcion, el término “levadura oleaginosa,” significa
la levadura que puede acumular mas de 10% de su peso seco celular como lipido. La levadura
oleaginosa incluye organismos tales como Yarrowia lipolytica, asi como las cepas
modificadas de levadura tales como Saccharomyces cerevisiae que se han modificado para

acumular mas del 10% del peso seco celular como lipido.

Como se usa en la presente descripcion, los términos “unida operativamente”, “en
unidn operativa,” o equivalentes gramaticales de éstos se refieren a una unién funcional entre
dos secuencias, tal como una secuencia control (tipicamente un promotor) y la secuencia
unida. Un promotor estd en una unidn operativa con un gen exégeno si puede mediar la

transcripcion del gen.

Como se usa en la presente descripcidn, el término “solvente orgédnico” se refiere a
un material que contiene carbono que disuelve un soluto sélido, liquido, o gaseoso,

resultando en una solucion.

Como se usa en la presente descripcidn, el término “choque osmético” se refiere a
la ruptura de las células bacterianas, algas u otras en una solucién a continuacién de una
reduccién sibita en la presién osmética. El choque osmético se induce a veces para liberar

los comiponentes celulares de estas células a una solucion.

Como se usa en la presente descripcién, el término “fotobiorreactor” se refiere a un

recipiente, al menos parte del que es al menos parcialmente transparente o parcialmente
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abierto, permitiendo de ese modo que la luz pase a través, en el que, por ejemplo, se cultivan
una o mas c€lulas de microalgas. Los fotobiorreactores pueden ser cerrados, como en el caso

de una bolsa de polietileno o frasco Erlenmeyer, o pueden ser abiertos al medio ambiente,

como en el caso de un estanque al aire libre.

Como se usa en la presente descripcion, el término “polisacarido” (también llamado
“glicano”) se refiere al carbohidrato compuesto de monosacéridos unidos a la vez por uniones
glicosidicas. La celulosa es un ejemplo de un polisacarido que forma las paredes celulares de
ciertas plantas. La celulosa puede ser despolimerizada por enzimas para producir

monosacaridos como la glucosa y la xilosa, asi como disacaridos mas grandes y

oligosacaridos.

Como se usa en la presente descripeion, el término “enzima de degradacion de
polisacaridos” se refiere a cualquier enzima capaz de catalizar la hidrélisis, o
despolimerizacion, de cualquier polisacarido. Por ejemplo, la celulasa cataliza la hidrolisis de

la celulosa.

Como se usa en la presente descripcion, el término “puerto”, en el contexto de un
biorreactor, se refiere a una abertura en el biorreactor que permite la entrada o salida de
materiales tales como gases, liquidos v células. Los puertos se conectan normalmente a la

tuberia principal del fotobiorreactor.

Un “promotor” se define como una disposicién de secuencias control de 4cido
nucleico que dirigen la transeripeién de un 4cido nucleico. Como se usa en la presente
descripcion, un promotor incluye necesariamente secuencias de 4cidos nucleicos cercanas al
sitio de inicio de la transeripcion, como, por ejemplo, en el caso del promotor de la
polimerasa de tipo II, un elemento TATA. El promotor también incluye, opcionalmente,
potenciadores distales o elementos represores, que se pueden encontrar a varios miles de

pares de bases del sitio de inicio de la transcripcidn.

Como se usa en la presente descripcion, el término “recombinante” cuando se usa
con referencia a, por ejemplo, una célula, o 4cido nucleico, proteina, o vector, indica que la
célula, 4acido nucleico, proteina o vector, se ha modificado por la introduccién de un 4cido
nucleico heterélogo o proteina o la alteracion de un dcido nucleico o proteina nativa, o que la
célula se deriva de una célula siempre modificada. De este modo, por ejemplo, las células
recombinantes expresan genes que no se encuentran dentro de la forma nativa de la ¢élula (no

recombinante) o expresan genes nativos que son, de cualquier otra forma, expresados
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anormalmente, expresados por debajo o no expresados en absoluto. Por el término “acido
nucleico recombinante™ se entiende en la presente un acido nucleico formado originalmente
in vitro, en general, por la manipulacion de 4cidos nucleicos, por ejemplo, usando las
polimerasas y endonucleasas, en una forma que normalmente no se encuentra en la
naturaleza. De esta manera, se logra la unién operativa de las diferentes secuencias. Asi, un
acido nucleico aislado, en una forma lineal, o un vector de expresién formado in vitro por la
ligadura de moléculas de ADN que normalmente no se unen en la naturaleza, se consideran
recombinantes para los propésitos de la presente invencion. Se entiende que una vez que un
acido nucleico recombinante s¢ prepara y reintroduce en una célula hospedera u organismo,
se replicard de forma no recombinante, es decir, usando la maquinaria celular in vivo de la
célula huésped en lugar de manipulaciones in vivo, sin embargo, dichos acidos nucleicos, una
vez producidos de forma recombinante, aunque posteriormente replicados de forma no
recombinante, todavia se consideran recombinantes para los propésitos de la invenciéon. Del
mismo modo, una “proteina recombinante” es una proteina producida usando técnicas de

recombinacion, es decir, a través de la expresion de un 4cido nucleico recombinante como se

represent6 anteriormente.,

Como se usa en la presente descripcion, el término “diesel renovable” se refiere a
una mezcla de alcanos (tales como, C10:0, C12:0, C14:0, C16:0 y C18:0) producidos a través
de la hidrogenacién y desoxigenacion de lipidos. El diesel renovable incluye también el
combustible diesel derivado de la biomasa como se define en la Seccion 45K (c) (3), usando

el proceso de despolimerizacion térmica (EPAct 2005).

Como se usa en la presente descripcion, el término “sonicacién™ se refiere a un
p ,
proceso de ruptura de materiales bioldgicos, tal como una célula, mediante el uso de energia

de onda de sonido.

Como se usa en la presente descripcion, el término “aguas residuales™ se refiere a
los residuos acuosos que tipicamente contienen el agua de lavado, desechos de lavanderia,
heces, orina y otros desechos liquidos o semi-liquidos. Se incluyen algunas formas de

residuales urbanos, as{ como en segundo lugar aguas residuales tratadas.

IL. GENERAL

Las solicitudes de patente de Estados Unidos nims.: 60/941,581; 60/959,174;
60/968,291; y 61/024,069 se incorporan de este modo como referencia en su totalidad para

todos los propodsitos.
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La invencién se refiere generalmente a la produccion de composiciones de
hidrocarburos, tales como un lipido, en los microorganismos. En particular, la invencién
proporciona los métodos para la extraccidn, recuperacion, aislamiento y obtencién de un
lipido a partir de un microorganismo y las composicioneé que comprenden el lipido. La
invencion también describe los mélodos para la produccion de composiciones de
hidrocarburos para uso como biodiesel, diesel renovable, combustible de reactor, y para la

produccion de surfactante lipidico que tiene una longitud de cadena de carbono de C12 y
Cl4,

La invencidn se basa, en parte, en la idea de que determinados microorganismos se
pueden usar para producir econémicamente composiciones de hidrocarburos y en grandes
cantidades para uso en el transporte de combustible y la industria petroquimica, entre otras
aplicaciones. Los microorganismos adecuados incluyen microalgas, levadura oleaginosa, y
hongos. Un género preferido de microalgas para uso en la invencién es la microalgas
Chlorellaque producen lipido. La transesterificacion acida de los lipidos produce ésteres de
acidos grasos de cadena larga que pueden ser Wtiles como biodiesel. Otros procesos
enzimdticos se pueden adaptar para producir dcidos grasos, aldehidos, alcoholes y alcanos. La
presente solicitud describe los métodos de modificacion genética de multiples especies y
cepas de microorganismos, incluyendo Chlorella y microbios similares para proporcionar a
los organismos que tienen caracteristicas que facilitan la produccion de lipidos adecuados
para su conversién en biodiesel u ofros compuestos de hidrocarburos. La presente solicitud
describe también los métodos de cuitivo de microalgas para la productividad aumentada y

rendimiento lipidico aumentado.

Los microorganismos utiles en la invencién producen lipidos o hidrocarburos
adecuados para la produccion de biodiesel o como materia prima para las aplicaciones
industriales. Los hidrocarburos adecuados para la produccion de biodiesel incluyen
triglicéridos (TAG), que contienen moiéculas de 4cidos grasos de cadena larga. Los
hidrocarburos adecuados para las aplicaciones industriales, tales como la fabricacién de
surfactantes, incluyen  acidos grasos, aldehidos, alcoholes y alcanos. En algunas
modalidades, los acidos grasos adecuados, o los alcoholes primarios, aldehidos, o alcanos
correspondientes, generados por los métodos descritos en la presente descripeion, contienen
al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos [5, al menos16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al

menos 22, al menos 23, al menos 24, al imenos 25, al menos 26, al menos 27, al menos 28, al
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menos 29, al menos 30, al menos 31, al menos 32, al menos 33, al menos 34, o al menos 35
atomos de carbono o mds. Los acidos grasos de cadena larga preferidos para el biodiesel

generalmente contienen al menos 14 atomos de carbono o més.

Los &cidos grasos preferidos, o los alcoholes primarios, aldehidos, y alcanos
correspondientes, para las aplicaciones industriales contienen al menos 8 o mas atomos de
carbono. En ciertas modalidades, los 4cidos grasos anteriores, asi como las otras moléculas de
hidrocarburos correspondientes, son saturados (sin enlaces carbono-carbono dobles o triples),
mono insaturados (enlace doble 1inico); poli insaturados (dos o mas enlaces dobles); son

lineal (no ciclico), y/o tienen poca o ninguna ramificacion en sus estructuras.

Los triacilgliceroles que contienen longitudes de cadena de carbono en el intervalo
de C8 a C22 se prefieren. Preferidas para los surfactantes son C10-C14. Preferidas para el
biodiesel o diesel renovable son C16 a C18. Preferidas para el combustible de reactor son
C8-C10. Preferidos para la nutricidén son los acidos grases poliinsaturados C22 (tal como

DIHA) y carotenoides (tal como la astaxantina).
M. MICROORGANISMOS UTILES PARA LA PRODUCCION DE LiPIDOS

Cualquier especie de organismo que produce el lipido o hidrocarburo adecuado se
puede usar, aunque se prefieren los microorganismos que producen naturalmente altos niveles
de lipido o hidrocarburo adecuado. La produccion de hidrocarburos por microorganismos es
revisada por Metzger y otros, Appl Microbiol Biotechnol (2005) 66: 486-496 y A Look Back
en el U.S. Department of Energy’s Aquatic Species Program: Biodiesel from Algae,
NREL/TP-580-24190, John Sheehan, Terri Dunahay, John Benemann y Paul Roessler
(1998).

Las consideraciones que afectan la seleccion de un microorganismo para su uso en
la invencion incluyen, ademds de la produccion de hidrocarburos adecuados para el biodiesel
0 para aplicaciones industriales: (1) alto contenido de lipidos como porcentaje del peso
celular; (2) facilidad de crecimiento; (3) facilidad de manipulacién por ingenieria genética; y
(3) facilidad de procesamiento. En modalidades particulares, el microorganismo de tipo
salvaje o genéticamente modificado produce células que son al menos: aproximadamente
40%, aproximadamente 45%, aproximadamente 50%, aproximadamente 55%,
aproximadamente 60%, aproximadamente 65%, o aproximadamente 70% o mads de lipido.
Los organismos preferidos crecen de manera heterdtrofa (en azicar en ausencia de luz) o

pueden disefiarse para hacerlo usando, por ejemplo, los métodos descritos en las solicitudes
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de patente de Estados Unidos nums. 60/837,839 y 60/968,291 de propiedad mancomunada,
las que se incorporan en la presente como referencia en su totalidad. La facilidad de la
transformacion y disponibilidad de marcadores de seleccidon y promotores, constitutivo y/ o
inducible, que son funcionales en el microorganismo afecta la facilidad de la ingenieria
genélica. Las consideraciones de procesamiento se pueden incluir, por ejemplo, la

disponibilidad de medios eficaces para la lisis de las células.

A.  Algas

En una modalidad preferida de la presente invencion, un microorganismo que

produce un lipido o un microorganismo a partir del cual se puede extraer, recuperar, u

obtener un lipido es un alga.

Los ejemplos de algas que pueden usarse para practicar la presente invencién

incluyen, pero sin limitarse a, las siguientes algas enumeradas en la Tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de algas.

Achnanthes orientalis, Agmenellum, Amphiprova hyaline, Amphora coffeiformis, Amphora
coffeiformis linea, Amphora coffeiformis punctata, Amphora coffeiformis taylori, Amphora
coffeiformis tenuis, Amphora delicatissima, Amphora delicatissima capitata, Amphora sp.,
Anabaena, Ankistrodesmus, Ankisirodesmus falcatus, Boekelovia hooglandii, Borodinella sp.,
Botryococcus braunii, Botryococcus sudeticus, Carteria, Chaetoceros gracilis, Chaefoceros
muelleri, Chaetoceros muelleri subsalsum, Chaetoceros sp., Chlorella anitrata, Chlorella
Antarctica, Chlorella aureoviridis, Chlorelia candida, Chlorella capsulate, Chlorella
desiccate, Chlorella ellipsoidea, Chlorella emersonii, Chlorella fusca, Chlorella fusca var.
vacuolata, Chlorella glucotropha, Chlorellu infusionum, Chlorella infusionum var. actophila,
Chlorella infusionum var. auxenophila, Chlorella kessleri, Chlorella lobophora (cepa SAG
37.88), Chlorella luteoviridis, Chiorella luteoviridis var, aureoviridis, Chlorella luteoviridis
var. lutescens, Chlorella mz‘niat(}, Chlorella minutissima, Chlorella mutabilis, Chlorella
nocturna, Chlorella parva, Chiorella photophila, Chlorella pringsheimii, Chlorella
protothecoides (incluyendo cualquiera de las cepas UTEX 1806, 411, 264, 256, 255, 250,
249, 31, 29, 25, y las cepas CCAP 211717y 211/8d), Chlorella protothecoides var. acidicola,
Chlorella regularis, Chlorella regularis var. minima, Chlorella regullaris var. umbricata,

Chlorella reisiglii, Chlorella saccharaphila, Chlorella saccharophila var. ellipsoidea,

Chlorella salina, Chlorella simplex, Chlorella sorokiniana, Chlorella sp., Chlorella
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sphaerica, Chlorella stigmatophora, Chiorella vannicllii, Chlorella vulgaris, Chiorella
vulgaris, Chlorella vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris var. autoirophica, Chlorella vulgaris
var. viridis, Chlorella vulgaris var. vulgaris, Chlorella vulgaris var. vulgaris f tertia,
Chiorella vulgaris var. vulgaris f. viridis, Chlorella xanthella, Chlorella zofingiensis,
Chlorella trebouxioides, Chlorella vulgaris, Chlorococcum infusionum, Chlorococcum sp.,
Chlorogonium, Chroomonas sp., Chrysosphaera sp., Cricosphaera sp., Cryptomonas sp.,
ciclotella cryptica, ciclotella meneghiniana, ciclotella sp., Dunaliella sp., Dunaliella
bardawil, Dunaliella bioculata, Dunaliclla granulate, Dunaliella maritime, Dunaliella
minuta, Dunaliella parva, Dunaliella peireei, Dunaliella primolecta, Dunaliella salina,
Dunaliella terricola, Dunaliella tertiolecta, Dunalielia vividis, Dunaliella tertiolecta,
Eremosphaera viridis, Eremosphaera sp., Ellipsoidon sp., Euglena, Franceia sp., Fragilaria
crotonensis, Fragilaria sp., Gleocapsa sp., Gloeothamnion sp., Hymenomonas sp., Isochrysis
aff. galbana, Isochrysis galbana, Lepocinclis, Micractinium, Micractinium (UTEX LB 2614),
Monoraphidium minutum, Monoraphidium sp., Nannochloris sp., Nammochloropsis salina,
Nannochloropsis sp., Navicula acceptata, Navicula biskanterae, Navicula pseudotenelloides,
Navicula pelliculosa, Navicula saprophila, Navicula sp., Nephrochloris sp., Nephroselmis
sp., Nitschia communis, Nitzschia alexandrina, Nitzschia communis, Nitzschia dissipata,
Nitzschia frustulum, Nitzschia hantzschiana, Nitzschia inconspicua, Nitzschia intermedia,
Nitzschia microcephala, Nitzschia pusilla, Nitzschia pusilla elliptica, Nitzschia pusilla
monoensis, Nitzschia quadrangular, Nitzschia sp., Ochromonas sp., Oocystis parva, Oocystis
pusilla, Oocystis sp., Oscillatoria limnetica, Oscillatoria sp., Oscillatoria subbrevis,
Pascheria acidophila, Paviova sp., Phagus, Phormidium, Platymonas sp., Pleurochrysis
carterae, Pleurochrysis dentate, Pleurochrysis sp., Prototheca wickerhamii, Prototheca
stagnora, Prototheca portoricensis, Prototheca moriformis, Prototheca zopfii, Pyramimonas
sp., Pyrobotrys, Sarcinoid chrysophyte, Scenedesmus armatus, Spirogyra, Spirulina
platensis, Stichococcus sp., Synechococeus sp., Tetraedron, Tetraselmis sp., Tetraselmis

suecica, Thalassiosira weissflogii, vy Viridiella fridericiana

1. Chiorelia y Prototheca

En una modalidad preferida de la presente invencion, el microorganismo que
produce un lipido o un microorganismo a partir del cual se puede extraer, recuperar, u

obtener un lipido, es del género Chlorella, de preferencia, Chlorella protothecoides.
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La Chiorella es un género de algas verdes unicelulares, que pertenecen al phylum
Chlorophyta. Es en forma esférica, aproximadamente de 2 a 10 pm de didmetro, y es sin

flagelos. Algunas especies de Chlorella son naturalmente heterotréficas.

La Chiorella, en particular Chlorella protothecoides, es un microorganismo
preferido para uso en la invencion, debido a su alta composicién de lipido (al menos
aproximadamente 55% por peso), en particular lipido de cadena larga adecuado para
biodiesel. Ademds, esta microalga que crece heterotréficamente, se puede disefiar

genéticamente como se demuestra en los Ejemplos en la presente, y se puede lisar por el virus
Chiorella.

En una modalidad preferida de la presente invencion, el microorganismo usado para
la expresion de un transgen es del género Chlorella, preferentemente, Chiorella
protothecoides. Los ejemplos de expresion de transgenes en, por ejemplo, Chlorella, pueden
encontrarse en la literatura (ver, por ejemplo, Current Microbiology Vol. 35 (1997), pp. 356
362; Sheng Wu Gong Cheng Xue Bao. 2000 jul;16(4):443-6; Current Microbiology Vol. 38
(1999), pp. 335-341; Appl Microbiol Biotechnol (2006) 72: 197-205; Marine Biotechnology
4, 63-73, 2002; Current Genetics 39:5, 365-370 (2001); Plant Cell Reports 18:9, 778-780,
(1999); Biologia Plantarium 42(2): 209-216, (1999); Plant Pathol. T 21(1): 13-20, (2005)).
Ver, ademds, los ejemplos en la presente descripcion. Otros microbios que producen lipido
pueden disefiarse también, incluyendo los microbios procariotas (ver Kalscheuer y otros,

Applied Microbiology and Biotechnology, volumen 52, ntimero 4/octubre, 1999).

En otra modalidad preferida de la presente invencién, el microorganismo que
produce un lipido o un microorganismo a partir del cual se puede extraer, recuperar, u
obtener un lipido es del género Profotheca, preferentemente, Prototheca moriformis. Las
especies del género Prototheca son adecuadas para produccidn de lipidos debido a que
pueden producir altos niveles de lipidos, particularmente lipidos adecuados para produccion
sustancias quimicas y combustibles. Los lipidos producidos por Profotheca tienen cadenas de
acidos grasos de menor longitud y de un mayor grado de saturacién que los lipidos
producidos por la mayoria de las microalgas. Ademas, los lipidos de Profotheca estin
generalmente libres de pigmentos (niveles bajos a indetectables de clorofila y ciertos
carotenoides) y en todo caso contienen mucho menos pigmentos que lipidos de otras
microalgas. Las cepas ilustrativas de Protorheca para su uso en los métodos de la invencion

incluyen Prototheca wickerhamii, Prototheca stagnora (que incluyen UTEX 327),
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Prototheca portoricensis, Prototheca morifornis (que incluyen las cepas UTEX 1441, 1435),

y Profotheca zopfii. Las especies del género Profotheca son heterdtrofos obligados.

2. Identificacion de especies de microalgas

Las especies de microalgas, que incluyen Chlorella y Prototheca, para su uso en la
invencién pueden identificarse por amplificacién de ciertas regiones objetivo del genoma.
Por ejemplo, la identificacién de una especie especifica de Chlorella puede lograrse por
amplificacién y secuenciacion de ADN nuclear y/o de cloroplastos usando cebadores y la
metodologia descrita en Wu y otros, Identification of Chlorella spp. isolates using any region
of the genome. Los ejemplos incluyen secuencias de ADN ribosomal, Bot. Bull. Acad Sin.
(2001) 42:115-121. Los métodos bien establecidos para el andlisis filogenético, tales como Ia
amplificacién y secuenciacién del espaciador transcrito interno ribosomal (ITS1 y ITS2
ADNr), ARNr 188, y otras regiones conservadas del genoma pueden ser usados por aquellos
expertos en la materia para identificar especies no solamente de Chlorella o Prototheca, sino
también otros organismos prod'uctores de lipidos e hidrocarburo capaces de usar los métodos
descritos en la presente descripcién. Para ejempioé de métodos de identificacion y
clasificacién de algas ver ademas, por ejemplo, Genetics, agosto de 2005; 170(4): 1601-10 y
RNA, abril de 2005;11(4):361-4.

[0021] La comparacién de ADN gendémico puede ser empleada para identificar
especies de microalgas que se usan en la presente invencion. Las regiones de ADN genémico
conservado, tales como, aunque no limitados al ADN que codifica para ARNr 238, puede ser
amplificada a partir de especies de microalgas y comparadas con secuencias consenso con el
objetivo de examinar especies de microalgas que estén taxondémicamente relacionadas con la
microalgas de preferencia usadas en la presente invencién. Abajo se muestran algunos

ejemplos de la comparacién de las secuencias de ADN para especics del género Chlorella.

[0022] La comparacion del ADN genémico también puede ser Util para
identificar especies de microalgas que han sido mal identificadas en un coleccion de cepas. A
menudo, una coleccién de cepas identificard especies de microalgas en base a sus
caracteristicas fenotipicas y morfologicas. El uso de estas caracteristicas puede conllevar a la
categorizacién incorrecta de las especie o del género de una microalga. El uso de la
comparacion del ADN genémico puede ser un mejor método de categorizacion de especies

de microalgas basado en su relacion filogenética. Los ejemplos especificos de usar los datos
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del genotipado para establecer relaciones filogenéticas de cepas de microalgas posiblemente

mal identificadas se describen mas abajo en los Ejemplos.

En algunos casos, las microalgas que se prefieren para usar en la presente invencion
tienen secuencias de ADN gendémico que codifican para ARNr 23s que tienen al menos 99%,
al menos 98%, al menos 97%, al menos 96%, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%,
al menos 92%, al menos 91%, al menos 90%, al menos 89%, al menos 88%, al menos 87%, o
al menos 86% identidad de nucledtidos con al menos una de las secuencias enumeradas en la
sec. con nims. de ident.: 7-31. En otros casos, las microalgas que se prefieren para usar en la
presente invencién tienen secuencias de ADN genémico que codifican para ARNr 23s que
tienen al menos 85%, al menos 80%, al menos 75% al menos 70% al menos 65% o al menos
60% identidad de nucleétidos con al menos una de las secuencias enumeradas en la sec. con

nums. de ident..7-31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, v 39.

B. Levadura oleaginosa

En una modalidad preferida de la presente invencion, un microorganismo que
produce un lipido o un microorganismo a partir del cual se puede exiraer, recuperar, u

obtener un lipido es una levadura oleaginosa.

Los ejemplos de levadura oleaginosa que puede usarse para practicar la presente

invencién incluyen, pero sin limitarse a, las signientes levaduras oleaginosas enumeradas en
la Tabla 2.

Tabla 2. Ejemplos de levadura oleaginosa.

Candida apicola, Candida sp., Cryptococcus curvatus, Cryplococcus terricolus,
Debaromyces hansenii, Endomycopsis vernalis, Geotrichum carabidarum, Geotrichum
cucujoidarum, Geotrichum histeridarum, Geotrichum silvicola, Geotrichum vulgare,
Hyphopichia burtonii, Lipomyces lipofer, Lypomyces orentalis, Lipomyces starkeyi,
Lipomyces tefrasporous, Pichia mexicana, Rodosporidium sphaerocarpum, Rhodosporidium
toruloides Rhodotorula aurantiaca, Rhodotorula dairenensis, Rhodotorula diffluens,
Rhodotorula glutinus, Rhodotorula glutinis var. glitinis, Rhodotorula gracilis, Rhodotorula
graminis Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula mucilaginosa var.
mucilaginosa, Rhodotorula terpenoidalis, Rhodotorula toruloides, Sporobolomyces
alborubescens, Starmerella bombicola, Torulaspora delbruekii, Torulaspora pretoriensis,

Trichosporon behrend, Trichosporon brassicae, Trichosporon domesticum, Trichosporon
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laibachii, Trichosporon loubieri, Trichosporon loubieri var. loubieri, Trichosporon
montevideense, Trichosporon pullulans, Trichosporon sp., Wickerhamomyces Canadensis,

Yarrowia lipolytica, y Zygoascus meyerae.

En una modalidad preferida de la presente invencion, el microorganismo usado para
la expresiéon de un transgen es una levadura oleaginosa. Los ejemplos de expresion de
transgenes en levadura oleaginosa (por ejemplo, Yarrowia lipolytica) pueden encontrarse en

la literatura (ver, por ejemplo, Bordes y otros, J Microbiol Methods, Jun 27 (2007)).

C. Otros hongos

En una modalidad preferida de la presente invencion, un microorganismo que
produce un lipide o un microorganismo a partir del cual se puede extraer, recuperar, u

obtener un lipido es un hongo.

Los ejemplos de hongos que pueden usarse para practicar la presente invencién

incluyen, pero sin limitarse a, los siguientes hongos enumeradas en la Tabla 3.

Tabla 3. Ejemplos de hongos no levadura,

Mortierella, Mortierrla vinacea, Mortierella alpine, Pythium debaryanum, Mucor
circinelloides, Aspergillus ochraceus, Aspergillus terreus, Pennicillium iflacinum,

Hensenulo, Chaetomium, Cladosporium, Malbranchea, Rhizopus, y Pythium

En una modalidad preferida de la presente invencidn, el microorganismo usado para
la expresion de un transgen es un hongo. Los ejemplos de expresion de transgenes en hongos
(por ejemplo, Mortierella alpine, Mucor circinelloides, v Aspergillus ochraceus) pueden
encontrarse también en la literatura (ver, por ejemplo, Microbiology, jul; 153(Pt. 7):2013-25
(2007); Mol Genet Genomics, jun; 271(5):595-602 (2004); Curr Genet, mar;21(3):215-23
(1992); Current Microbiology, 30(2):83-86 (1995); Sakuradani, NISR Research Grant,
"Studies of Metabolic Engineering of Useful Lipid-producing Microorganisms" (2004); y
PCT/IP2004/012021). |

D. Bacterias

En una modalidad preferida de la presente invencién, un microorganismo que
produce un lipido o un microorganismo a partir del cual se puede extraer, recuperar, u

obtener un lipido es una bacteria.
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Los ejemplos de expresion de genes exdgenos en bacterias, tales como E. coli, son
bien conocidos; ver, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook y

ofros. (3ra edicion, 2001, Cold Spring Harbor Press).

IV.  MODIFICACION DEL MICROBIO

En ciertas modalidades de la presente invencidn, se desea modificar genéticamente
un microorganismo. De este modo, la presente solicitud describe las cepas genéticamente
modificadas de microalgas, levadura oleaginosa, bacterias, u hongos con uno o mis genes

exogenos para producir diversos compuestos de hidrocarburos.

Los promotores, ADNc, y 3’UTR, asi como otros clementos de vectores de
expresion, se pueden generar a través de técnicas de clonacién usando fragmentos aislados a
partir de fuentes nativas (ver, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Sambrook y ofros. (3ra edicién, 2001, Cold Spring Harbor Press; y la patente de Estados
Unidos 4,683,202). Como alternativa, los elementos se pueden generar sintéticamente usando

métodos conocidos (ver, por ejemplo, Gene, 16 de octubre de 1995; 164 (1) :49-53).

A. Optimizacién del codén para la expresion

Il ADN que codifica un polipéptido que se expresa en un microorganismo, por
ejemplo, una lipasa y marcador de seleccion son de preferencia ADNc con codén optimizado.
Los métodos de grabacion para la expresion de genes en las microalgas se describen en la
patente de Estados Unidos 7,135,290. Informacion adicional para la optimizacién del codén
esta disponible, por ejemplo en la base de datos de uso de codones del GenBank. Como
ejemplos no limitantes, el uso de codones en especies de Prototheca, Dunaliella salina, y

Chliorella protothecoides se muestran en las Tablas 4, 3, y 6, respectivamente.

Tabla 4. Uso de codones en especies de Prototheca

Ala  GCG 345 (0.36) Asn  AAT  8(0.04)
GCA 66 (0.07) AAC 201 (0.96)

GCT 101 (0.11)
GCC 442 (0.46) Pro  CCG 161 (0.29)
CCA 49 (0.09)
Cys  TGT 12 (0.10) CCT 71 (0.13)
TGC 105 (0.90) CCC 267 (0.49)
Asp  GAT 43 (0.12) Gin  CAG 226(0.82)
GAC 316 (0.88) CAA  48(0.18)
Glu  GAG 377 (0.96) Arg  AGG 33 (0.06)
GAA 14 (0.04) AGA 14 (0.02)

CGG 102 (0.18)
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Phe I'T1
TTC

Gly GGG
GGA
GGT
GGC

His CAT
CAC
Ile ATA
ATT
ATC

Lys AAG

Leu TG
TTA
CTG
CTA
CTT
CTC

Met ATG

89 (0.29)

216 (0.71)

92 (0.12)
56 (0.07)
76 (0.10)

559 (0.71)

42(0.21)

154 (0.79)

4{0.01)
30 (0.08)

338 (0.91)

284 (0.98)

7 (0.02)

26 (0.04)
3 (0.00)

447 (0.61)

20 (0.03)
45 (0.06)

190 (0.26)

191 (1.00)

Ser

Thr

Val

Trp

Tyr

CGA
CGT
CGC

AGT
AGC
TCG
TCA
TCT
TCC
ACG
ACA
ACT
ACC

GTG
GTA
GTT
GTC

TGG

TAT
TAC

Terminacidon

49 (0.08)
51 (0.09)
331 (0.57)

16 (0.03)
123 (0.22)
152 (0.28)

31 (0.06)

55(0.10)
173 (0.31)
184 (0.38)

24 (0.05)

21 (0.05)
249 (0.52)

308 (0.50)
9 (0.01)
35 (0.06)
262 (0.43)
107 (1.00)

10 (0.05)
180 (0.95)

TGA/TAG/TAA

Tabla 5. Uso de codones preferidos en Dunaliella salina,

TTC (Phe)
TGG (Trp)
CTG (Leu)
AAC (Asn)
GCC (Ala)
GAG (Glu)

TAC (Tyr)
CCC (Pro)
CAG (GIn)
AGC (Ser)

GAC (Asp)

TGC (Cys)
CAC (His)
ATC (lle)

ATG (Met)
GGC (Gly)

TAA (de terminacion)
CGC (Arg)
ACC (Thr)
AAG (Lys)
GTG (Val)

Tabla 6. Uso de codones preferidos en Chlorella protothecoides.

TTC (Phe)
TGG (Trp)
CTG (Leu)
GAC (Asp)

TAC (Tyr)
CCC (Pro)
CAG (Gln)
TCC (Ser)

TGC (Cys)
CAC (His)
ATC (lle)

ATG (Met)

TGA (de terminacién)
CGC (Arg)
ACC (Thr)
AAG (Lys)
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GCC (Ala) AAC (Asn) GGC (Gly) GTG (Val)

GAG (Glu)

B. Promotores

[0023] Muchos promotores estan activos en microalgas, lo que incluye
promotores que son enddgenos a las algas que se transforman, asi como promotores que no
son enddgenos a las algas que se transforman (es decir, promotores de otras algas, promotores
de plantas superiores, y los promotores de virus de plantas o virus de algas). Los promotores
exogenos y/o enddgenos que se activan en las microalgas, y los genes de resistencia a los
antibidticos funcionales en nicroalgas son descritos por ejemplo, por Curr Microbiol. 1997
dic;35(6):356-62 (Chlorella vulgaris), Mar Biotechnol (NY). 2002 ene;4(1):63-73 (Chlorella
ellipsoidea); Mol Gen Genef. 1996 oct 16;252(5):572-9 (Phaeodaciylum tricornutum); Plant
Mol Biol. 1996 abr;31(1):1-12 (Volvox carieri); Proc Natl Acad Sci Estados Unidos. 1994
nov 22;91(24):11562-6 (Volvox carteriy, Falciatore A, Casotti R, Leblanc C, Abrescia C,
Bowler C, PMID: 10383998, Mayo 1999;1(3):239-251 (Laboratory of Molecular Plant
Biology, Stazione Zoologica, Villa Comunale; 1-80121 Naples, Italia) (Phaeodactyium
tricornutum y Thalassiosira  weissflogiiy; Plant  Physiol. Mayo 2002;129(1):7-12.
(Porphyridium sp.); Proc Natl Acad Sci Estados Unidos. 21 de enero 2003;100(2):438-42.
(Chlamydomonas  reinhardtii), Proc Natl Acad Sci  Estados Unidos. Tebrero
1990:87(3):1228-32. (Chlamydomonas reinhardtii); dcidos nucleicos Res. 25 de Junio 1992
;20012):2959-65; Mar Biotechnol (NY). Enero 2002;4(1):63-73 (Chlorella); Biochem Mol
Biol Int. Agosto 1995;36(5):1025-35 (Chlamydomonas reinhardlii), J Microbiol. Agosto
2005;43(4):361-5 (Dunaliella); Yi Chuan Xue Bao. Abril 2005; 32(4):424-33 (Dunaliella),
Mar  Biotechnol (NY). Mayo 1999;1(3):239-251. (Thalassiosira y Phaedactylum),
Koksharova, 4ppl Microbiol Biotechnol 2002 feb;58(2):123-37 (varias especies); Mol Genet
Genomics febrero 2004; 271(1):50-9 (Thermosynechococcus elongates); J. Bacteriol. (2000),
182, 211-215; FEMS Microhiol Lett. 25 de abril 2003;221(2):155-9; Plant Physiol. Junio
1994;105(2):635-41; Plant Mol Biol. Diciembre 1995;29(5):897-907 (Synechococcus PCC
7942); Mar Pollut Bull. 2002;45(1-12):163-7 (Anabaena PCC 7120); Proc Natl Acad Sci
Estados Unidos. Marzo 1984 ;81(5):1561-5 (Anabaena (varias cepas)); Proc Natl Acad Sci
Estados Unidos. 27 de marzo 2001;98(7):4243-8 (Synechocystis); Wirth, Mol Gen Genet
Marzo 1989; 216(1):175-7 (varias especies); Mol Microbiol, junio 2002; 44(6):1517-31;
Plasmid, septiembre 1993;30(2):90-105 (Fremyella diplosiphon), Hall y otros. (1993) Gene
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124: 75-81 (Chlamydomonas reinhardtii); Gruber y otros. (1991). Current Micro. 22: 15-20;
Jarvis y otros. (1991) Current Genet. 19: 317-322 (Chlorella); para promotores adicionales
ver también la Tabla 1 de la patente de Estados Unidos 6,027,900).

[0024)] El promotor que se usa para expresar un gen exdgeno puede ser el
promotor que se une naturalmente a ese gen o puede ser un gen heferélogo. Algunos
promotores estan activos en mas de una especie de microalgas. Otros promotores son
especificos de especie. Los promotores preferidos incluyen promotores tales como RBCS2
de Chlamydomonas reinhardtii y promotores virales, tales como el de virus del mosaico de la
coliflor (CMV) y virus de chlorella, que demostraron que se activan en miltipies especies de
microalgas (ver, por gjemplo, Plant Cell Rep. 2005 mar;23(10-11):727-35; .J Microbiol. 2005
ap0;43(4):361-5; Mar Biotechnol (NY). 2002 ene;4(1):63-73). En otras modalidades, se
puede usar el promotor malato deshidrogenasa de Botryococcus, un 4cido nucleico de ese tipo
que comprende cualquier parte de la sec. con niim. de ident.: 3, o el promotor RBCS2 de
Chlamydomonas reinhardtii (sec. con nim. de ident.: 4). Opcionaimente, se usan al menos
10, 20, 30, 40, 50, 6 60 nucledtidos o mas de estas secuencias que contienen un promotor.

Los promotores endogenos preferidos para las especies del género Chlorella son las sec. con

nims. de ident.: 1y 2,

[0025] Los promotores preferidos ntiles para la expresion de genes ex6genos
en Chlorella se enumeran en el listado de secuencias de esta aplicacion, tal como el promotor
del gen HUP1de la Chlorelia (sec. con nim. de ident.: 1) y el promotor de la nitrato reductasa
Chlorella ellipsoidea (sec. con niim. de ident.: 2). Los promotores del virus de la Chlorella
también se pueden usar para expresar genes en Chlorella, tales como las secs. con nums. de
ident.: 1-7 de la patente de Estados Unidos 6,395,965. Los promotores adicionales activos en
Chlorella se pueden encontrar, por ejemplo, en Biochem Biophys Res Commun, 14 de
octubre1994  ;204(1):187-94 Plant Mol Biol, octubre 1994;26(1):85-93; Virology, 15 de
agosto 2004;326(1):150-9; y Virology, 5 de enero 2004;318(1):214-23.

C. Marcadores de seleccion

Cualquiera de una ampiia variedad de marcadores de seleccion se puede emplear en
el constructo de un transgen 1til para la transformacion de un microorganismo, por ejemplo,
Chiorella. Los ejemplos de marcadores de seleccion adecuados incluyen el gen de nitrato
reductasa, el gen de la higromicina fosfotransferasa (HPT), el gen de la neomicina

fosfotransferasa, y el gen ble, que confiere resistencia a fleomicina. Los métodos para
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determinar la sensibilidad de las microalgas a los antibidticos son bien conocidos. Por

ejemplo, Mol Gen Genet 16 de octubre de 1996; 252(5):572-9.

Mas especificamente, Dawson y ofros. (1997), Current Microbiology 35:356-362
(incorporada como referencia en la presente descripcidn en su totalidad), describen el uso de!
gen de la nitrato reductasa (NR) de Chlorella vulgaris como un marcador seleccionable para
mutantes de Chlorella sorokiniana deficientes en NR. Kim y ofros. (2002), Mar. Biotechnol.
4:63-73 (incorporada como referencia en la presente descripcion en su totalidad), describen el
uso del gen HPT como un marcador seleccionable para transformar la Chorella ellipsoidea.
Huang y otros (2007), Appl. Microbiol. Biotechnol. 72:197-205 (incorporada como referencia
en la presente descripcion en su totalidad), reporté el uso de Sh ble como un marcador

seleccionable para Chiorella sp. DT.

D. Expresion inducible

La presente invencion se proporciona también para el uso de un promotor inducible
para expresar un gen de interés. En particular, el uso de un promotor inducible para expresar
un gen lipasa permite la produccién de la lipasa después del cultivo del microorganismo
cuando las condiciones se han ajustado, si es necesario, para mejorar la transesterificacion,
por ejemplo, después de la ruptura de las células, reduccion del contenido de agua de la
mezcla de reaccidn, y/o adicidn de alcohol suficiente para conducir la conversion de los TAG

a ésteres de 4cidos grasos,

[0026] Los promotores inducibles utiles en la invencién incluyen aquellos que
median la transcripcion de un gen unido operativamente en respuesta a un estimulo, tal como
una molécula pequefia suministrada exégenamente (por ejemplo, la glucosa, como en la sec.
con nim. de ident.: 1}, temperatura (calor o frio), luz, etc. Los promotores adecuados pueden
activar la transcripcion de un gen esencialmente silente o regular ascendentemente,
preferiblemente de forma sustancial, la transcripcion de un gen unido operativamente que se
transcribe a un nivel bajo. En este ltimo caso, el nivel de transcripcién del gen de interés,
por ejemplo, el gen lipasa, de preferencia no interfiere significativamente con el crecimiento

del microorganismo en el que se expresa.

La expresién de un transgen en Chlorella se puede realizar bajo condiciones
inducibles, por ejemplo, usando promotores, tales como el promotor para el gen portador de
hexosa Chiorella (sec. con nim. de ident.: 1). Este promotor se activa fuertemente por la

presencia de glucosa en los medios de cultivo.
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E. Expresién de dos o mis genes exdgenos

Ademds, un microorganismo genéticamente modificado, tales como una microalga,
podria comprender y expresar dos 0 mas genes exdgenos, tales como, por ejemplo, una lipasa
y un gen litico, por ejemplo, uno que codifica una enzima de degradacién de polisacaridos.
Uno o ambos genes se pueden expresar por medio del uso de un promotor inducible, el cual
permite controlar el tiempo de expresion relativo de estos genes para mejorar el rendimiento
de los lipidos y la conversion a ésteres de dcidos grasos. La expresion de los dos o més genes
exdgenos puede estar bajo el control del mismo promotor inducible o bajo el control de
diferentes promotores inducibles. En la Gltima situacién, la expresion de i primér gen
exdgeno se puede inducir por un primer periodo de tiempo (durante el cual la expresién de un
segundo gen exdgeno puede o no inducirse) y la expresion de un segundo gen exdgeno se
puede inducir por un segundo periodo de tiempo (durante el cual la expresion del primer gen
exogeno puede o no inducirse). En la presente se proporcionan vectores y métodos para
modificar los microbios que producen lipidos para metabolizar la sacarosa, el cual es un
rasgo ventajoso porque permite a las células modificadas convertir las materias primas de la

cafla de aziicar en lipidos apropiados para la produccion de biodiesel.

Se proporcionan, ademds, cepas de microbios genéticamente modificados (por
ejemplo, microalgas, levadura oleaginosa, bacteria u hongos) que expresan dos o mas genes
exogenos, tales como, por ejemplo, una acil graso-ACP tioesterasa y una acil graso-CoA/
aldehido reductasa, la accién combinada de los cuales produce un producto alcohélico.
Ademas se proporcionan otras combinaciones de genes exodgenos, que incluyen, sin
limitacién, una acil graso ACP tiosterasa y una acil graso-CoA reductasa para generar
aldehidos. Ademds, esta solicitud proporciona la combinacién de un una acil graso ACP
tioesterasa, una acil graso-CoA reductasa y una aldehido graso decarbonilasa para generar
alcanos. Uno o mas de los genes exdgenos se pueden expresar por medio del uso de un

promotor inducible.

Los ejemplos de modificaciones adicionales mas adecuadas para el uso en la
presente invencion se describen en la co-pendiente, propiedad comtin Solicitud ntim. 60/837,
839, que se incorpora en la presente como referencia. Esta solicitud describe las cepas de
microalgas genéticamente modificadas para expresar dos 0 mas genes exdgenos, una que
codifica un portador de una fuente de carbono fija (tal como sacarosa) y una segunda que

codifica una enzima sacarosa invertasa. Los organismos fermentables resultantes producen
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hidrocarburos a menor costo de fabricacidon que los que se han obtenidos por métodos
previamente conocidos de produccién bioldgica de hidrocarburo. Esta solicitud co-pendiente
también ensefia que la insercion de los dos genes exdgenos descrita anteriormente se puede
combinar con la interrupcion de la biosintesis de polisacaridos a través de mutagénesis
dirigida y/o aleatoria, que dirige siempre el mayor flujo de carbono a la produccién de
hidrocarburos. Individualmente y en combinacion, la conversion tréfica, las modificaciones
para alterar la produccion de hidrocarburos y el tratamiento con enzimas exégenos alteran la
composicion de los hidrocarburos producida por un microorganismo. La alteracién puede ser
un cambio en la cantidad de hidrocarburos producidos, Ia cantidad de una o mas especies de
hidrocarburos producidos en relacién con otros hidrocarburos, y/o los tipos de especies de
hidrocarburos que se producen en el microorganismo. Por ejemplo, las microalgas se pueden

modificar para producir una mayor cantidad y/o porcentaje de TAG.

F. Expresion compartimentada

La presente invencidn se proporciona también para la expresion compartimentada
de un gen de interés. En particular, en modalidades particulares, puede ser ventajoso dirigir la
expresion de un gen lipasa a uno o varios compartimentos celulares, donde se aisla a partir de
la mayoria de los lipidos celulares hasta el inicio de la reaccidn de transesterificacion. Los

organelos preferidos para la orientacion son los cloroplastos, mitocondrias, y el reticulo

endoplasmico.

1. Expresion en cloroplastos

En una modalidad preferida de la presente invencion, la expresion de un polipéptido
en un microorganismo se dirige a los cloroplastos. Los métodos para dirigir la expresion de
un gen heterdlogo al cloroplasto se conocen y se pueden emplear en la presente invencion.
Los métodos para dirigir los productos de genes extrafios en los cloroplastos se describen en
Shrier y ofros, EMBO J. (1985) 4:25 32. Ver también Tomai y otros, Gen. Biol. Chem. (1988)
263:15104 15109 y Patente de Estados Unidos num. 4,940,835 para el uso de péptidos de
trinsito para la translocacion nuclear de los productos de genes en el cloroplasto. Los
métodos para dirigir el transporte de proteinas al cloroplasto se analizan también en Kenauf
TIBTECH (1987) 5:40 47. Las secuencias dirigidas en cloroplasto endégenas a Chlorella se
conocen, tales como genes en el genoma nuclear de Chlorella que codifica proteinas que se

dirigen al cloroplasto; ver, por ejemplo, los nimeros de acceso de GenBank AY646197 vy
AF499684.
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Wageningen  UR-Plant  Research  International  vende un  vector
IMPACTVECTORI1 .4, que usa la sefial de secrecién de la subunidad pequefia de la proteina
del Chrysanthemum morifolium para entregar una proteina heteréloga en el ambiente del
estroma del cloroplasto (citoplasmatico), trasladéndose a través de un sistema de doble
membrana. La proteina se fusiona con los 11 primeros aminodcidos de la proteina madura
rubisco para permitir el procesamiento adecuado del péptido sefial (Wong y otros, Plant

Molecular Biology 20: 81-93 (1992)). El péptido sefial contiene un intrén natural del gen
RbcS.

En otro enfoque, el genoma del cloroplasto es genéticamente modificado para
expresar la proteina heter6loga. Se ha descrito la transformacion estable de los cloroplastos
de Chlamydomonas reinhardtii  (un alga verde), usando el bombardeo de las células
receptoras con microproyectiles de tungsteno de alta velocidad recubiertos con ADN extrafio.
Ver, por ejemplo, Boynton y otros, Science (1988) 240: 1534 1538; Blowers y otros. Plant
Cell (1989) 1:123 132 y Debuchy y ofros, EMBO J. (1989) 8: 2803 2809, La técnica de
transformacién, usando microproyectiles de tungsteno, se describe en Klein y ofros, Nature
(London) (1987) 7:70 73. Se conocen otros métodos de transformacién del cloroplasto para
plantas y microalgas. Ver, por ¢jemplo, la patente de Estados Unidos 5,693,507; 6,680,426;
Plant Physiol. 2002 may;129(1):7-12; y Plant Biotechnol J. 2007 may;5(3):402-12.

Como se describe en la patente de Estados Unidos num, 6,320,101 (publicada el 20
de noviembre 2001 de Kaplan y otros; que se incorpora en la presente como referencia), las
células se pueden tratar quimicamente para reducir el nimero de cloroplastos por célula hasta
aproximadamente uno. Después, el 4cido nucleico heterélogo se puede introducir en las
células a través del bombardeo de particulas con el objetivo de introducir al menos una
molécula de dcido nucleico heteréloga en los cloroplastos. El acido nucleico heterélogo se
selecciona de manera que se integre en el genoma del cloroplasto a través de la
recombinacién homéloga que se efectia facilmente por las enzimas propias de los
cloroplastos. Con este fin, el 4cido nucleico heterologo incluye, ademaés de un gen de interés,
al menos una secuencia de 4cido nucleico que se deriva a partir del genoma del cloroplasto.
Ademaés, el acido nucleico heterdlogo tipicamente incluye un marcador de seleccion. Detalles
adicionales con relacién a esta técnica se encuentran en la patente de Estados Unidos nims.
4,945,050 y 5,693,507, que se incorporan en la presente como referencia. Un polipéptido se

puede producir de este modo por el sistema de expresion de la proteina del cloroplasto.
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La patente de Estados Unidos num. 7,135,620 (publicada el 14 de noviembre de
2006 de Daniell y ofros, se incorpora en la presente como referencia) describe los vectores de
expresion de cloroplastos y métodos relacionados. Los casetes de expresion son constructos
de ADN que incluyen una secuencia de codificacion y secuencias de control adecuadas para
proporcionar la expresién correcta de la secuencia de codificacion en el cloroplasto. Los
casetes de expresidn tipicos incluyen los siguientes componentes: la regién 5° sin traducir de
un gen de microorganismo o gen de cloroplasto tal como psbA que se proveerd para la
transcripcion y traduccién de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de interés en
el cloroplasto; una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de interés; y una regidn de
terminacion de la traduccién y transcripeidn, tal como una region 3’ de repeticion invertida
de un gen del cloroplasto que puede estabilizar el ARN de los genes introducidos, mejorando
de ese modo la expresion de genes extrafios. El casete puede incluir opcionalmente un gen de

resistencia a antibidtico.

Tipicamente, el casete de expresion estd flanqueado por sitios de restriccion
convenientes para la insercion en un genoma adecuado. El casete de expresién se puede
flanquear por secuencias de ADN del ADN del cloroplasto para facilitar la integracion
estable del casete de expresion en el genoma del cloroplasto, particularmente por
recombinacién homéloga. Alternativamente, el casete de expresion puede permanecer sin
integrarse, en cuyo caso, el casete de expresién incluye, tipicamente, un un origen de
replicacién del cloroplasto, el cual es capaz de proporcionar la replicacion del ADN

heterdlogo en el cloroplasto.

El casete de expresién generalmente, incluye una region del promotor de un gen
capaz de la expresion en el cloroplasto. La region del promotor podria incluir los promotores
obtenibles de genes de cloroplastos, tales como el gen psbA de la espinaca o guisante, o la
region del promotor rbel y atpB del maiz y promotores ARNr, Los ejemplos de promotores
se describen en Hanley-Bowdoin y Chua, TIBS (1987) 12:67 70; Mullet y otros, Plant Molec
Biol. (1985) 4: 39 54; Hanley-Bowdoin {(1986) PhD. Dissertation, the Rockefeller University;
Krebbers y otros, Nucleic Acids Res. (1982) 10: 4985 5002; Zurawaki y ofros, Nucleic Acids
Res. (1981) 9:3251 3270; y Zurawski y ofros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos. (1982)
79: 7699 7703. Otros promotores pueden identificarse y evaluar la fuerza relativa de los
promotores de ese modo identificados, mediante la colocacion de un promotor de interés 5° a
un gen marcador menos el promotor y observar su eficacia en relacién con la transcripcion

obtenida a partir de, por ejemplo, el promotor del gen psbA, un promotor del cloroplasto
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relativamente fuerte. La eficacia de la expresién de genes heterdlogos se puede mejorar,
ademads, por cualquiera de una variedad de técnicas. Estas incluyen el uso de multiples
promotores insertados en tAndem 5’ al gen heterdlogo, por gjemplo, un promotor doble psbA,

la adicidn de secuencias potenciadoras y similares.

Numerosos promotores activos en el cloroplasto de Chlorella se pueden usar para la
expresién de genes exogenos en el cloroplasto de Chlorella, tal como aquellos encontrados en
el nimero de acceso de GenBank NC_001865 (genoma completo del cloroplasto de

Chlorella vulgaris).

Donde se desea proporcionar la expresion inducible del gen heterdlogo, se pueden
incluir en el casete de expresion, un promotor inducible y/o una regién 5° sin traducir que
contiene secuencias que se proporcionan para la regulacion a nivel de la transcripcion y/o
traduccion (en el extremo 3°). Por ejemplo, la region 5 sin traducir puede ser de un gen
donde la expresion es regulable por la luz. Del mismo modo, las regiones repetidas invertidas
3’ se pueden usar para estabilizar el ARN de los genes heterslogos. Los genes inducibles se
pueden identificar por una expresiéon mejorada en la respuesta a un estimulo particular de
interés y una expresién baja o ausente en ausencia del estimulo. Por gjemplo, un gen
inducible por la luz se puede identificar donde ocurre la expresién mejorada durante la
irradiacién con luz, mientras que la expresion sustancialmente reducida o la no expresion
ocurre en poca o sin luz. Los promotores regulados por la luz a partir de microalgas verdes se

conocen (ver, por ejemplo, Mo! Genet Genomics, diciembre de 2005; 274 (6) :625-36).

La regién de terminacién que se emplea seré principaimente una de conveniencia, ya que la
region de terminacién parece ser relativamente intercambiable entre los cloroplastos y la
bacteria. La region de terminacion puede ser nativa para la regién de iniciacién de la
transcripeion, puede ser nativa para la secuencia de ADN de interés, o se puede obtener de

ofra fuente. Ver, por ejemplo, Chen y Orozco, Nucleic Acids Res. (1988) 16:8411.

L.os casetes de expresion pueden transformarse en una célula de la planta de interés
por cualquiera de un numero de métodos. Estos métodos incluyen, por ejemplo, métodos
biolisticos (Ver, por ejemplo, Sanford, Trends In Biotech. (1988) 6:299 302, patente de
Estados Unidos num. 4,945,050; electroporacion (Fromm y otros, Proc. Natl. Acad Sci.
(Estados Unidos) (1985) 82:5824 5828); uso de un rayo laser, microinyeccién o cualquier

otro método capaz de introducir ADN en un cloroplasto.
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Las descripciones adicionales de vectores de expresion de cloroplastos adecuados
para uso en los microorganismos tales como las microalgas se encuentran en la patente de
Estados Unidos nim. 7,081,567 (publicada el 25 de julio de 2006, de Xue y otros.);
6,680,426 (publicada el 20 de encro de 2004, de Daniell y atros) y 5,693,507 (publicado el 2
de diciembre de 1997, de Daniell y ofros).

Las proteinas expresadas en el genoma nuclear de Chlorella se pueden dirigir al
cloroplasto usando sefiales dirigidas al cloroplasto. Las secuencias dirigidas al cloroplasto
endogenas a Chlorella se conocen, tal como los genes en el genoma nuclear de Chlorella que
codifican proteinas que se dirigen al cloroplasto; ver, por ejemplo, los niimeros de acceso de
GenBank AY646197 y AF499684. Las proteinas también se pueden expresar en el
cloroplasto de Chlorella por la insercién de genes directamente en ¢l genoma del cloroplasto.
La transformacién del cloroplasto ocurre tipicamente a través de la recombinacién homdloga,
y se puede realizar si las secuencias del genoma del cloroplasto se conocen por la creacion de
vectores dirigidos (ver, por ejemplo, la secuencia del genoma completo de un cloroplasto de
Chiorella, nimero de acceso del GenBank NC_001865). Ver las secciones anteriores en la

presente para los detalles de la transformacion del cloroplasto.

2. Expresién en Ia mitocondria

En otra modalidad preferida de Ja presente invencion, la expresién de un polipéptido
en un microorganismo se dirige a Ia mitocondria. Se han descrito métodos para la seleccidon
de productos de genes extrafios en las mitocondrias (Boutry y otros, Nature (Londres) (1987)
328:340 342), incluyendo en microalgas verdes (ver, por ejemplo, Mo! Gen Gener., 1993
ene;236(2-3):235-44),

Por ejemplo un vector de expresion que codifica una sefial de secrecion adecuada
puede dirigir una proteina heter6loga a la mitocondria. Un vector de expresion ejemplar para
dirigir la mitocondria es el vector IMPACTVECTORI.5, de Wageningen UR-Plant Research
International, que usa la sefial de secrecion CoxIV de levadura. Este vector de expresion
demostré entregar proteinas en la matriz mitocondrial. La proteina se fusiona con los 4
primeros aminoacidos de la proteina CoxIV de levadura para permitir el procesamiento
adecuado del péptido sefial (Kohler y otros, Plant J. 11:. 613-621 (1997)). Otras secuencias
dirigidas mitocondriales se conocen, incluyendo aquellas funcionales en las microalgas
verdes. Por ejemplo, ver FEBS Lett. 29 de enero de 1990 ;260(2):165-8; y J. Biol. Chem. 22
de febrero de 2002;277(8):6051-8.
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Las proteinas expresadas en el genoma nuclear de Chlorella se pueden dirigir a la
mitocondria usando sefiales mitocondriales dirigidas. Los detalles de la direccion y

transformaci6n de la proteina mitocondriat se proporcionan en la presente.

3. Lxpresion en el reticulo endoplasmitico

En otra modalidad preferida de la presente invencion, la expresién de un polipéptido
en un microorganismo se dirige al reticulo endoplasmatico (ER). La inclusidn de una sefial
de retencion o clasificacién apropiada en un vector de expresién garantiza que las proteinas
se retengan en el reticulo endoplasmético (RE) y no vayan corriente abajo adentro de Golgi.
Por ejemplo, el vector IMPACTVECTORI.3, de Wageningen UR-Plant Research
International, incluye la sefial KDEL de retencién o clasificacién bien conocida. Con este
vector, la retencién en el RIE tiene una ventaja practica ya que se reportd que mejora los
niveles de expresion 5 veces o mas. La razén principal de esto parece ser que el RE contiene
concentraciones mas bajas y/o proteasas diferentes responsables de la degradacién post-
traduccional de las proteinas expresadas que estdn presentes en el citoplasma. Se conocen las
seflales de retenciéon del RE funcionales en microalgas verdes. Por ejemplo, ver Proc. Nat.l

Acad. Sci. Estados Unidos. 26 de abril de 2005;102(17):6225-30.

G. Transformacion

[0027] Las células se pueden transformar por cualquier técnica adecuada que
incluye, por ejemplo, electroporacién  biolistica, (ver Maruyama y otros, (2004)
Biotechnology Techniques 8:821-826), transformacién por perlas de vidrio y transformacion
por bigotes de carburo de silicio. Otro método que puede usarse involucra formar
protoplastos y usar CaCl, y polietilenglicol (PEG) para introducir ADN recombinante en
células de microalgas (ver Kim y otros, (2002), Mar. Biotechnol. 4:63-73, que reporta el uso
de este método para la transformacion de Chlorella ellipsoidea). La co-transformacion de
microalgas se puede usar para introducir dos moléculas diferentes de vectores en una célula

simultdneamente {ver, por ejemplo, Protist 2004 dic;155(4):381-93).

Los métodos de biolistica (ver, por ejemplo, Sanford, Trends in Biotech. (1988)
6:299-302, patente de Estados Unidos ntim. 4,945,050; electroporacion (Fromm y otros,
PNAS(1985) 82:5824-5828), uso de un rayo laser, microinyeccion, o cualquier otro método

capaz de introducir ADN en una microaiga se puede usar también para la transformacion.
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H. Modificacion de la via lipidica

En ciertas modalidades de la presente invencién, se prefiere modificar
adicionalmente un microorganismo, tal como una microalga, por ejemplo, para proporcionar
las caracteristicas de crecimiento deseadas y/o para mejorar la cantidad y/o calidad de los
lipidos producidos. Por ejemplo, las microalgas se pueden modificar para incrementar el flujo
de carbono en la via lipidica y/o modificar la via lipidica para alterar beneficiosamente las
proporciones o propiedades del lipido producido por las células. La via es ademds, o
alternativamente, modificada para alterar las propiedades y/o proporciones de varias
moléculas de hidrocarburo que se producen a través del procesamiento enzimético de los
lipidos.

1. Alteracién de las propicdades o porciones de lipidos o
hidrocarburos producidos

En algunas modalidades de la presente invencién, se puede desear alterar las
caracteristicas, tales como el rendimiento de lipido por unidad de volumen y/o por unidad de
tiempo, la longitud de cadena de carbono (por ejemplo, para la produccion de biodiesel o para
aplicaciones industriales que requieren materias primas de hidrocarburo), reducir el niimero
de dobles o triples enlaces, opcionalmente a cero, quitar o eliminar anillos y estructuras
ciclicas, e incrementar la proporcion hidrogeno: carbono de una especie particular de lipido o
de una poblacién de lipidos distintos. Ademds, las microalgas que producen hidrocarburos
adecuados pueden modificarse, ademds, para tener rendimiento de hidrocarburos atn mas
deseables. Los ejemplos de tales microalgas incluyen especies del género Chlorella.

a) Regulacién de enzimas que controlan los puntos de
ramificacién en la sintesis de dcidos grasos

En modalidades particulares de la presente invencidn, una o mas enzimas claves que
controlan puntos de ramificacion en el metabolismo de la sintesis de acidos grasos se
regularon ascendente o descendentemente para mejorar la produccién de lipidos. La
regulacion ascendente se puede lograr, por e¢jemplo, mediante la transformacion de células
con constructos de expresion en las que un gen que codifica la enzima de interés se expresa,
por eiemplo, por medio del uso de un promotor fuerte y/o elementos potenciadores que
aumentan la transcripcién. Tales constructos de expresion pueden incluir un marcador
seleccionable de manera que los transformantes pueden ser objeto de seleccidn, lo que puede
resultar en una amplificacion del constructo y un aumento en el nivel de expresion de la

enzima codificada. Los ejemplos de enzimias adecuadas para la regulacion ascendente de
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acuerdo con los métodos de la invencién incluyen la piruvato deshidrogenasa, que desempeiia
un papel en la conversién del piruvato a acetil-CoA (ejemplos, algunas de microalgas,
incluyen niimeros de acceso en Genbank NP_415392; AAAS53047; Q1XDM1; y CAF05587).
La regulacion ascendente de la piruvato deshidrogenasa puede aumentar la produccién de
acetil-CoA, y de ese modo aumentar la sintesis de 4cidos grasos. La acetil-CoA carboxilasa
cataliza la etapa inicial en la sintesis de acidos grasos. En correspondencia, en ciertas
modalidades de la presente invencion, esta enzima se regula ascendentemente para aumentar
la produccion de acidos grasos (ejemplos, algunos de microalgas, incluyen los nimeros de
acceso al GenBank BAA94752; AAAT75528;, AAA81471; YP_537052; YP 536879,
NP_045833; y BAA57908). En otra modalidad la produccién de acidos grasos también se
incrementa por la regulacion ascendente de la proteina portadora de acilo (ACP), la cual
transporia las cadenas de acilo en crecimiento durante la sintesis de dcidos grasos (ejemplo,
algunas de microalgas, incluyen los niimeros de acceso en GenBank AQTOFS; P51280;
NP_849041; YP_874433). La glicerol-3-fosfato acil transferasa cataliza el paso limitante de
la velocidad de la sintesis de acidos grasos. La regulacion ascendente de esta enzima se
desea para aumentar la produccion de dcidos grasos (por ejemplo, algunas de microalgas,
incluyen los niimeros de acceso al GenBank AAA74319; AAA33122; AAA37647; P44857;y
ABO94442). En aigunas modalidades, dos o mdas de estos polipéptidos (piruvato
deshidrogenasa, acetil-CoA carboxilasa, proteina portadora de acilos (ACP), glicerol-3-
fosfato aciltransferasa) estan regulados de forma ascendente. En ese caso, los dos o mas
genes que codifican los polipéptidos correspondientes podrian residir en un constructo de
expresion individual o, alternativamente, en dos o mds constructos de expresion. Las
proteinas anteriores son candidatos para la expresion en microalgas, incluyendo las especies

del género Chlorella y/o Prototheca.

La regulacion descendente de una enzima de interés se puede lograr usando, por
ejemplo, técnicas de mutagénesis antisentido, ARN/ADN catalitico, ARN de interferencia
(ARN1), “knock-out,” “knock-down,” u otras. La expresion/funcién de la enzima se puede
inhibir también usando intracuerpos. Los ejemplos de enzimas adecuadas para la regulacion
descendenie de acuerdo con los métodos de la invencion incluyen citrato sintasa, que
consume la acetil-CoA como parte del ciclo de 4cido tricarboxilico (TCA). La regulacion
descendente de la citrato sintasa puede forzar mds acetil-CoA en la via sintética de acidos

£rasos.

44

24



10

15

20

25

30

b) Modulacion de reguladores globales de los genes sintéticos
de Acidos grasos

Los reguladores globales modulan la expresion de los genes de las vias biosintéticas
de acidos grasos. En consecuencia, uno o mas reguladores globales de la sintesis de 4cidos
grasos se regula positiva o negativamente, segin proceda, para inhibir o aumeniar,
respectivamente, la expresion de una pluralidad de genes sintéticos de 4cidos grasos vy, en
Ultima instancia, aumentar la produccidn de lipidos. Los ejemplos incluyen las proteinas de
unién a elementos reguladores del esterol, (SREBP), tales como SREBP-1a y SREBP-1¢
(para ejemplos ver los nimeros de acceso en Genbank NP 035610 y Q9WTN3). Los
reguladores globales pueden ser regulados de forma ascendente o descendente, por ejemplo,

como se describi6é anteriormente con respecto a la regulacion de las enzimas del punto de

control.

) Regulacion de las enzimas de modificacion de

hidrocarburos

La presente solicitud describe las cepas genéticamente modificadas de microalgas,
levadura oleaginosa, bacterias, u hongos con uno o mds genes exdégenos para producir
diversos corhpuestos de hidrocarburos. De este modo, en ciertas modalidades de la presente
invencién, los métodos de la invencion comprenden también la transformacién de las células
con uno 0 mas genes que codifican enzimas para la modificacién de hidrocarburos, tales
como, por ejemplo, una acil graso-ACP tioesterasa (ver ejemplos en la Tabla 7 con ntmeros
de acceso), una acil graso-CoA/aldehido reductasa (ver ejemplos en la Tabla 8, con numeros
de acceso), una acil graso-CoA reductasa (ver ejemplos en la Tabla 9 con nimeros de
acceso), una aldehido graso decarbonilasa (ver ejemplos en la Tabla 10 con ntiimeros de
acceso), una aldehido graso reductasa, o un gen de escualeno sintasa (por e¢jemplo, ver el
numero de acceso AF205791 de GenBank). La estearoil-ACP desaturasa, por ejemplo,
cataliza la conversion de estearoil-ACP a oleoil-ACP. La regulacién ascendente de este gen
puede aumentar la proporcion de acidos grasoes monoinsaturados producida por una célula,
mientras que la regulacion descendente puede reducir la proporcion de monoinsaturados. Del
mismo modo, la expresién de una o mds desaturasas de glicerolipidos se puede controlar para
alterar la relacion de 4cidos grasos insaturados a saturados tales como 4cido graso ®-6

desaturasa, acidos grasos m-3 desaturasa, o m-6-oleato desaturasa.

Por ejemplo, se pueden modificar (0 modificar adicionalmente) microalgas que

podrian producir altos niveles de lipidos naturalmente, o mediante modificacién genética
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para expresar una acil-ACP tioesterasa exégena, que puede facilitar la escision de los dcidos
grasos dela proteina portadora de acilo (ACP) durante la sintesis lipidica. Estos dcidos grasos
se pueden recuperar o, a través del procesamiento enzimatico adicional dentro de la célula,
producir otros compuestos de hidrocarburos. Opcionalmente, la acil graso-ACP ticesterasa se

puede expresar a partir de un gen unido de forma operativa a un promotor inducible, y/o se

puede expresar en un compartimiento intracelular.

Asi, en una modalidad preferida de la presente invencién, la enzimas modificadora
de hidrocarburo adecuada para usar con los microorganismos y métodos de la invencién es
una acil graso-ACP tioesterasa. Las acil graso-ACP tioesteras incluyen, sin limitacion, las

enumeradas en la Tabla 7, cada una de las cuales se incorpora por este medio como

referencia.

[0028] Tabla 7. Acil graso-ACP tioesterasas y nimeros de acceso del GenBank,

Umbellularia californica acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAC49001)
Cinnamomum camphora acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #Q39473)
Urﬁbellularia californica acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #Q41635)
Myristica fragrans acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAB71729)
Myristica fragrans acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAB71730)
Elaeis guineensis acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #ABD83939)

Elaeis guineensis acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAD42220)
Populus tomentosa acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #ABC47311)
Arabidopsis thaliana acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #NP_172327)
Arabidopsis thaliana acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #CAA85387)
Arabidopsis thaliana acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #CAA85388)
Gossypium hirsutum acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #Q9SQI3)
Cuphea lanceolata acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #CAA54060)
Cuphea hookeriana acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAC72882)
Cuphea calophylla subsp. mesostemon acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #ABB71581)
Cuphea lanceolata acil graso-ACP ticesterasa (GenBank #CAC19933)
Elaeis guineensis acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAL15645)
Cuphea hookeriana acil graso-ACP ticesterasa (GenBank #Q39513)
Gossypium hirsutum acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAD01982)
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Vitis viniferq acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #CANS1819)

Garcinia mangostana acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AABS51525)

Brassica juncea acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #ABI18986)

Madhuca longifolia acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAX51637)

Brassica napus acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #ABH11710)

Oryza sativa (cultivares grupo indica) acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #EAY86877)

Oryza sativa (cultivares grupo japonica) acil graso-ACP tioesterasa (GenBank
#NP_001068400)

Oryza sativa (cultivares grupo indica) acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #EAY99617)
Cuphea hookeriana acil graso-ACP tioesterasa (GenBank #AAC49269)

Una acil graso-ACP tioesterasa puede seleccionarse en base a su especificidad por
un acido graso de crecimiento (durante la sintesis de acido graso) que tiene una longitud
particular de la cadena de carbono. Por ejemplo, la acil graso-ACP ticesterasa puede tener
una especificidad por una longitud de la cadena de carbono en el intervalo de 8 a 34 dtomos
de carbono, preferentemente de 8 a 18 atomos de carbono, y con mayor preferencia de 10 a
14 atomos de carbono. Una especificidad por un acido graso con 12 dtomos de carbono es lo
mas preferido. Una especificidad por un dcido graso con 14 atomos de carbono es también

preferido.

En otra modalidad preferida de la presente invencion, las enzimas modificadoras de
hidrocarburos adecuadas para usar con los microorganismos y métodos de la invencién es
una acil graso-CoA/aldehido reductasa. Las acil graso-CoA/aldehido reductasas incluyen, sin

limitacién, las enumeradas en la Tabla 8.

Tabla 8. Acil graso-CoA/aldehido reductasas enumeradas con los nameros de

acceso al GenBank.

AACA5217, YP_047869, BAB85476, YP_001086217, YP_580344, YP_001280274,
YP_264583, YP_436109, YP_959769, ZP_01736962, ZP_01900335, ZP_01892096,
ZP_01103974, ZP_01915077, YP_924106, YP_130411, ZP_01222731, YP_550815,
YP_983712, YP_001019688, YP_524762, YP_856798, ZP_01115500, YP_001141848,
NP_336047, NP_216059, YP_882409, YP_706156, YP_001136150, YP_952365,
ZP_01221833, YP_130076, NP_567936, AAR8S762, ABK28586, NP_197634, CAD30694,
NP_001063962, BAD46254, NP_001030809, EAZ10132, EAZ43639, EAZ07989,
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NP_001062488, CAB88537, NP_001052541, CAH66597, CAE02214, CAH66590,
CAB88538, EAZ39844, AAZ06658, CAA68190, CAAS2019, y BAC84377

En otra modalidad preferida de la presente invencion, las enzimas modificadoras de
hidrocarburos adecuadas para usar con los microorganismos y métodos de la invencién es

una acil graso-CoA reductasa. Las acil graso-CoA reductasas incluyen, sin limitacién, las

enumeradas en la Tabla 9.

[0029] Tabla 9. Acil graso-CoA reductasas enumeradas por los niimeros de

acceso al GenBank.

NP_187805, ABO14927, NP_001049083, CAN83375, NP_191229, EAZA2242, EAZ06453,
CAD30696, BAD31814, NP_190040, AAD38039, CAD30692, CAN81280, NP_197642,
NP_190041, AAL15288, y NP_190042

En otra modalidad preferida de la presente invencién, las enzimas modificadoras de
hidrocarburos adecuadas para usar con los microorganismos y métodos de la invencién es

una aldehido graso decarbonilasa. Las aldehido graso decarbonilasas incluyen, sin limitacién,

las enumeradas en la Tabla 10,

[0030] Tabla 10. Aldehido graso decarbonilasas enumeradas por los nimeros

de acceso al GenBank.

NP_850932, ABN07985, CAN60676, AAC23640, CAA65199, AAC24373, CAE03390,
ABD28319, NP_181306, EAZ31322, CAN63491, EAY 94825, EAY86731, CAL55686,

XP_001420263, EAZ23849, NP_200588, NP_001063227, CAN83072, AAR90847, v
AAR97643

Los ejemplos adicionales de secuencias de aminoacidos para las enzimas
modificadoras de hidrocarbuross o acidos nucleicos que las codifican se describen en las
patentes de Estados Unidos miims. 6,610,527, 6,451,576, 6,429,014, 6,342,380, 6,265,639,
6,194,185, 6,114,160, 6,083,731, 6,043,072, 5,994,114, 5,891,697, 5,871,988, v 6,265,639, y
se describen ademds con los niimeros de acceso al GenBank AAQ18435, ZP_ 00513891,
Q38710, AAK60613, AAK60610, AAK60611, NP 113747, CAB75874, AAK60612,
AAF20201, BAA11024, AF205791, y CAA03710.
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En modalidades particulares, los microorganismos de la presente invencién son
genéticamente modificados para expresar uno o mas genes exogenos seleccionados de una
acil graso-ACP tioesterasa, una acil graso-CoA/aldehido reductasa, una acil graso-CoA
reductasa, una aldehido graso reductasa, o una aldehido graso decarbonilasa. Los métodos de
expresion adecuados se describen anteriormente en relacién con la expresién de un gen de la
lipasa, incluyendo, entre otros métodos, la expresion inducible y la expresion

compartimentada.

[0031] Otras enzimas adecuadas para su uso con los microorganismos y los
métodos de la invencién incluyen aquellas que tienen al menos 70% de identidad de
aminoacidos con una de las proteinas que se enumeran en las Tablas 7-10, y que exhiben la
correspondiente actividad enzimadtica deseada (por ejemplo, la escisidn de un acido graso de
una proteina portadora de acilo, la reduccion de un acil-CoA a un aldehido o un alcohol, o la
conversion de un aldehido a un alcano). En modalidades adicionales, la actividad enzimatica
esta presente en una secuencia que tiene al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%,
al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 99% de identidad con una de
las secuencias descritas anteriormente, las que se incorporan como referencia en la presente

cOmo se exponen completamente.,

Las enzimas para la modificacién de hidrocarburo descritas en la presente
descripcion son ftiles en la produccién de diferentes tipos de hidrocarburos a partir de un
microorganismo (por ejemplo, una microalga, una levadura oleaginosa o un hongo) o la
poblacién de microorganismos, por el cual una acil graso-ACP tioesterasa escinde un acido
graso a partir de una proteina portadora de acilo (ACP) durante la sintesis de lipido.
Mediante procesamiento enzimdtico adicional, el 4cido graso escindido se combina con una
coenzima para producir una molécula de acil-CoA. Este acil-CoA es el sustrato para la
actividad enzimética de la acil graso-CoA reductasa para rendir un aldehido, asi como para
una acil graso-CoA/aldehido reductasa para producir un alechol. El aldehido que se produce
por la accion de la acil graso-CoA reductasa identificada arriba es el sustrato para la actividad
enzimatica adicional ya sea por una aldehido graso reductasa para producir un alcohol, o una

aldehido graso decarbonilasa para producir un alcano.

Las enzimas modificadoras de hidrocarburos tienen una especificidad para actuar en

un sustrato que incluye un niimero especifico de dtomos de carbono. Por ejemplo, una acil
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graso-ACP tioesterasa puede tener una especificidad por la escisién de un 4cido graso que
tiene 12 atomos de carbono de ACP. Por lo tanto, en varias modalidades, el microorganisnio
puede contener un gen exdgeno que codifica una proteina con especificidad para catalizar una
actividad enzimatica (por ejemplo, la escision de un 4cido graso de una ACP, la reduccion de
un acil-CoA a un aldehido o un alcohol, o la conversién de un aldehido a un alcano) con
respecto al numero de 4tomos de carbono contenidos en el sustrato. La especificidad
enzimética puede, en varias modalidades, ser por un substrato que tiene de 8 a 34 4tomos de
carbono, preferentemente de 8 a 18 dtomos de carbono, y con mayor preferencia del0 a 14
dtomos de carbono. La especificidad mas preferida es por un sustrato con 12 atomos de
carbono. En aun otra modalidad, la especificidad preferida es por un sustrato con 14 dtomos

de carbono. En otras modalidades, la especificidad puede ser por 20 a 30 4tomos de carbono.

{0032] Al seleccionar la combinacion deseada de genes exdgenos a
expresarse, se puede adaptar el producto generado por el microorganismo, el cual se puede
extraer de la biomasa acuosa. Por ejemplo, en ciertas modalidades, el microorganismo
contiene: (i) un gen exdgeno que codifica una acil graso -ACP tioesterasa; y, opcionalmente,
(i) un gen exégeno que codifica para una acil graso-CoA/aldehido reductasa o una acil graso-
CoA reductasa; y, opcionalmente, (iii) un gen exdgeno que codifica para una aldehido graso
reductasa o una aldehido graso decarbonilasa. El microorganismo, cuando se cultiva como se
describe en la presente descripcion, sintetiza un 4cido graso unido a una ACP y la acil graso-
ACP tioesterasa cataliza la escisién del acido graso de la ACP para producir, mediante
procesamiento enzimético adicional, una molécula de acil-CoA. Cuando estd presente, el acil
graso-CoA/aldehido reductasa cataliza la reduccion de ia acil-CoA a un alcohol. Del mismo
modo, la acil graso-CeA reductasa, cuando esté presente, cataliza la reduccién de la acil-CoA
a un aldehido. En aquellas modalidades en las que un gen exdgeno que codifica una acil
graso-CoA reductasa estd presente y se expresa para rendir un producto aldehido, una
aldehido graso reductasa, codificada por el tercer gen exdgeno, cataliza la reduccion del
aldehido a un alcohol. Del mismo modo, un aldehido graso decarbonilasa cataliza la

conversion del aldehido a un alcano, cuando esta presente en el microorganismo.

Los genes que codifican dichas enzimas se pueden obtener a partir de c¢élulas ya
conocidas por exhibir una produccién significativa de lipido, tales como Chlorella
profothecoides. Los genes ya conocidos tienen un papel en la produccion de lipido, por
ejemplo, un gen que codifica una enzima que satura los dobles enlaces, se puede transformar

de forma individual en las células receptoras. Sin embargo, en la practica de la invencién no
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es necesario hacer suposiciones a priori en cuanto a qué genes son necesarios. Una biblioteca
de ADN que contienen genes diferentes, tales como los ADNc a partir de un organismo de
buena produccion lipidica, se puede transformar en células receptoras. EI ADNc esta de
preferencia en union operativa con un promotor activo en microalgas. Las células receptoras
de microalgas diferentes transformadas mediante una biblioteca reciben penes diferentes a
partir de la biblioteca. Los transformantes que tienen la produccién mejorada de lipido se
identifican a través de métodos de deteccién conocidos en la técnica, tales como, por
ejemplo, HPLC, cromatografia de gases, y los métodos de espectrometria de masa de analisis
de hidrocarburos (para ejemplos de esos analisis, ver Biomass and Bioenergy Vol. 6. nim. 4.
pp. 269-274 (1994); Experientia 38; 47-49 (1982); y Phytochemistry 65 (2004) 3159-3165).
Estos transformantes se someten después a una transformacién adicional con la biblioteca
original y/o de forma opcional se cruzan para generar una ronda de organismos que tienen la
produccién de lipido mejorada. Los procedimientos generales de la evolucién de los
organismos completos para adquirir una propiedad deseada se describen en, por ejemplo, US
6,716,631. Dichos métodos implican, por ejemplo, la introduccién de una biblioteca de
fragmentos de ADN en una pluralidad de células, a través de lo cual al menos uno de los
fragmentos se somete a la recombinacién con un segmento en el genoma o un episoma de las
células para producir células modificadas. Las células modificadas se detectan después por
las celulas modificadas que han evolucionado hacia la adquisicion de la funcién deseada. Los
vectores y métodos para la transformacion son analogos a aquellos discutidos en relacidn con

la expresion de Jos genes de lipasa.

Ademds, las bibliotecas sustractivas se pueden usar para identificar los genes cuya
transcripeion se induce en diferentes condiciones, especialmente las condiciones empleadas
en el cultivo de microorganismos para la produccion de biodiesel, o para la produccién de
hidrocarburos Utiles tales como materia prima para aplicaciones indusiriales. Las bibliotecas
sustractivas contienen las secuencias de nucle6tidos que reflejan las diferencias entre las dos
muestras diferentes. Dichas bibliotecas se preparan mediante procedimientos que incluyen las
etapas de desnaturalizacion e hibridacion de poblaciones de polinucleétidos (por ejemplo,
ARNm, ADNGc, secuencias amplificadas) a partir de cada muestra. Las secuencias comunes a
ambas muestras hibridan y se eliminan, dejando las secuencias que difieren entre las
muesiras. De este modo, se pueden identificar las secuencias que se inducen bajo condiciones
parﬁculares. Esta técnica se puede emplear, por ejemplo, para identificar genes utiles para

incrementar la produccion lipidica (por ejemplo, dcido graso) y, en particular la produccién

51

2



10

15

20

.25

30

lipidica bajo cualquiera de las condiciones de cultivo deseadas. La técnica de hibridacién
sustractiva se puede emplear también para identificar promotores, por ejemplo, promotores

inducibles, utiles en constructos de expresion de acnerdo con la invencion.

De este modo, por ejemplo, las bibliotecas sustractivas se pueden preparar a partir
de cultivos de microorganismo cultivados autotréficamente (en la luz sin una fuente de
carbono fijo) o heterotréficamente (en la oscuridad en la presencia de una fuente de carbono
fijo). En particular, los genes heterdtrofos se pueden inducir durante el crecimiento en la
oscuridad en presencia de una fuente de carbono fijo y por lo tanto, podrian estar presentes en
una biblioteca gencrada, mediante secuencias sustractivas de células autotréficas a partir de
secuencias de células heterotroficas en la oscuridad. Las bibliotecas sustractivas se pueden
preparar también a partir de cultivos a los que se ha afladido un sustrato de carbono
particular, tal como glucosa, para identificar los genes que juegan un papel en la
metabolizacion del sustrato. Las bibliotecas sustractivas preparadas a partir de cultivos
cultivados en presencia de exceso de nitrégeno contra nitrégeno limitado se pueden usar para
identificar los genes que controlan la divisién celular en comparacion con la produccién de la
acumulacion de hidrocarburo. La preparacién de una biblioteca sustractiva a partir de un
cultivo al que se han afiadido los lipidos (por ejemplo acidos grasos) puede ayudar a
identificar los genes cuya sobreexpresiéon incremenia la produccion de 4cidos grasos. Mas
especificamente, la adicion de acidos grasos a un cultivo de células que puede usar los acidos
grasos ailadidos conducira a la regulaciéon descendente de los genes sintéticos del 4cido graso
para regular de forma descendente la produccion de dcidos grasos. La sobreexpresion de uno

0 mas genes, tendra el efecto contrario.

2, Aumento del flujo de carbono en la via lipidica

Algunas microalgas producen cantidades significativas de metabolitos no lipidicos,
tales como, por e¢jemplo, los polisacdridos. Debido a que la biosintesis de polisacaridos puede
usar una proporcidn significativa del total de la energia metabolica disponible para las
células, la mutagénesis de las células que producen lipidos seguido por la deteccién de la
produccidén de polisacarido reducida o eliminada genera nuevas cepas que son capaces de

producir altos rendimientos de lipidos.

El ensayo de fenol: acido sulfirico detecta los carbohidratos (ver Hellebust,
Handbook of Phycological Merhods, Cambridge University Press, 1978; y Cuesta G., y ofros,
J. Microbiol. Methods, 2003 Jan;52(1):69-73). El ensayo de 1,6 dimetilmetileno azul detecta
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los polisacaridos anionicos. (ver, por ejemplo, Braz. J Med. Biol. Res. 1999 may;32(5):545-
50; Clin. Chem. 1986 nov;32(11):2073-6).

Los polisacaridos pueden analizarse, ademdas, por métodos como HPLC,
cromatografia de exclusién por tamafio, y cromatografia de intercambio anionico (ver, por
ejemplo, Prosky L, Asp N, Schweizer TF, DeVries JW & Furda 1 (1988) Determination of
insoluble, soluble and fotal dietary fiber in food and food products: Interlaboratory study.
Journal of the Association of Official Analytical Chemists 71, 1017+1023; Int J Biol
Macromol. 2003 nov;33(1-3):9-18). Los polisacaridos pueden detectarse, ademas, usando la
electroforesis en gel (ver, por ejemplo, Anal Biochem. 2003 oct 15;321(2):174-82; Anal
Biochem. 2002 ene 1;300(1):53-68).

V. METODOS DE CULTIVO DE MICROORGANISMOS

A. Biorreactor

Los microorganismos se cultivan con dos propésitos, el de realizar manipulaciones
genéticas y para la produccion posterior de hidrocarburos (por ejemplo, lipidos, 4cidos
grasos, aldehidos, alcoholes, y alcanos). El primer tipo de cultivo se realiza a pequeiia escala
e inicialmente, al menos, bajo condiciones en las que el microorganismo inicial pueda crecer.
Por ejemplo, si el microorganismo de partida es un fotoautétrofo el cultivo inicial se lleva a
cabo en presencia de luz. Las condiciones de cultivo se pueden cambiar si el microorganismo
se desarrolla o modifica para crecer de forma independiente de la luz. El cultivo para los
propdsitos de produccion de hidrocarburos se lleva a cabo de preferencia a gran escala en un
biorreactor (por ejemplo, 10,000 1, 40,000 I, 100,000 1 o biorreactores mayores). Los
microorganismos (por ejemplo, las microalgas) de la invencion son tipicamente cultivadas en
los métodos de la invencién en medios liquidos dentro de un biorreactor, tipicamente en la

ausencia de Juz (crecimiento heter6trofo).

[0033) El biorreactor o fermentador se usa para cultivar células de microalgas
durante Jas varias fases de su ciclo fisiologico. Los biorreactores ofrecen muchas ventajas
para su uso en ¢l crecimiento y la propagacién heterotréfica. Para producir biomasa para la
produccién de lipidos, las microalgas se cultivan preferentemente en grandes cantidades de
liquido, tales como cultivos en suspensidén como un ejemplo. Los biorreactores, tales como
los fermentadores de acero inoxidable pueden alojar voltmenes muy grandes de cultivo
(biorreactores de 40,000 litros y més de capacidad son usados en varias modalidades de la

invencién). Los biorreactores tipicamente permiten, ademas, el control de las condiciones de
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cultivo tales como temperatura, pH, tensién de oxigeno, y niveles de diéxido de carbono. Por
ejemplo, los biorreactores se configuran tipicamente, por ejemplo usando puertos unidos a
tuberias, para permitir que los componentes gaseosos como el oxigeno o el nitrégeno sean
burbujeados a través del liquido de cultivo. Otros parametros del cultivo, tales como el pH
del medio de cultivo, la identidad y concentracién de los oligoelementos, y olros

constituyentes del medio, se pueden manipular facilmente usando el biorreactor.

{0034] Los biorreactores se pueden configurar para que el medio de cultivo
circule a través del biorreactor durante todo el periodo de tiempo en que las microalgas se
reproducen e incrementan su niimero. IEn algunas modalidades, por ejemplo, el medio puede
ser infundido dentro del biorreactor después de la inoculacidn, pero antes que las células
alcancen la densidad deseada. En otros casos, el biorreactor se llena con el medio de cultivo
al inicio de un cultivo, y no se infunde mas medio de cultivo después que el cultivo es
inoculado. En otras palabras, la biomasa de microalgas se cultiva en un medio acuoso
durante un periodo de tiempo en ¢l que las microalgas se reproducen e incrementan su
nimero; sin embargo, durante este periodo de tiempo las cantidades del medio de cuitivo
acuoso no fluyen a través del biorreactor. Asi, en algunas modalidades el medio de cultivo

acuoso no fluye a través del biorreactor después de la inoculacion.

[0035] Los puertos de los biorreactores se pueden usar para introducir, o
extraer, de la cdmara del reactor que contiene las microalgas, gases, solidos, semisélidos y
liquidos. Aunque muchos biorreactores tienen més de un puerto (por ejemplo, uno para la
enirada del medio y otro para el muestreo), no es necesario que solamente una sustancia entre
o salga por el puerto. Por ejemplo, se puede usar un puerto para que el medio de cultivo
fluya o una fuente de carbono adicional en el biorreactor y después usarlo para muestrear la
entrada de gas, salida de gas, u otros propositos. Preferentemente, un puerto de muestreo se
puede usar repetidamente sin que se altere o comprometa la naturaleza axénica del cultivo.
Un puerto de muestreo puede configurarse con una valvula u otro dispositivo que permita
detener o iniciar la circulacién de la muestra o proporcionar un medio de muestreo continuo.
Tipicamente, los biorreactores tienen al menos un puerto que permite la inoculacion de un
cultivo y dicho puerto puede usarse, ademds, con otros fines tales como la entrada de medio o

gas.

Los biorreactores permiten manipular el contenido de gas del cultivo del

microorganismo {(por efemplo, microalgas). Para ilustrar, parte del volumen de un biorreactor
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puede ser gas en lugar de liquido, y las entradas de gas del biorreactor permiten el bombeo de
gases hacia dentro del biorreactor. Los gases que se pueden bombear beneficiosamente
dentro de un biorreactor incluyen aire, mezclas de aire/CO,, gases nobles, tales como argén y
otros gases. Los biorreactores estan tipicamente equipados para permitir que el usuario
controle la velocidad de entrada del gas en el biorreactor. Como se denotd anteriormente, al

aumentar el flujo de gas dentro del biorreactor aumenta la mezcla del cultivo.

{0036] El incremento del flujo gaseoso afecta también la turbidez del cultivo.
La turbulencia se puede lograr colocando un puerto de entrada de gas debajo del nivel del
medio de cultivo acuoso, de manera tal que el gas que entre al biorreactor burbujee hacia la
superficie del cultivo. Uno o mas puertos de salida de gas permiten que el gas escape,
impidiendo de este modo que la presién aumente gradualmente en el biorreactor.
Preferiblemente, el puerto de salida de gas conduce hacia una valvula “en una sola direccién™

que impide que microorganismos contaminantes entren al biorreactor.

B. Medio

El medio de cultivo para el cultivo de microorganismos, que incluye microalgas,
contiene, tipicamente, componentes tales como una fuente fija de nitrgeno, una fuente fija
de carbono, elementos traza, opcionalmente un tampén para mantener el pH, y fosfato
(tipicamente proporcionado como una sal de fosfato). Otros componentes pueden incluir sales
tales como cloruro de sodio, particularmente para microalgas marinas. Las fuentes de
nitrégeno incluyen fuentes de nitrégeno orgdnico e inorgénico, incluyendo, por ejemplo, pero
sin limitacion, nitrégeno molecular, nitrato, sales de nitrato, amoniaco (puro o en forma de
sal, como (NH4),SO4 y NH4OH), proteinas (y aminoacidos), harina de soja, licor de maiz
fermentado, y extracto de levadura. Los ejemplos de oligoelementos incluyen zine, boro,
cobalto, cobre, manganeso, y molibdeno en, por ejemplo, las formas respectivas de ZnCls,

H3BO3, COC12‘6H20, CuC]z‘ZHzo, MI]CI2‘4HzO Y (NH4)5M07024'4H20.

[0037] Los medios de crecimiento solidos y liquidos generalmente estin
disponibles de una amplia variedad de fuentes, y las instrucciones para la preparacion de un
medio en particular que sea adecuado para una amplia gama de variedades de
microorganismos, pueden encontrarse, por ejemplo, en el sitio web http://www.utex.org/, un
sitio manienido por la Universidad de Texas en Austin, I University Station A6700, Austin,

Texas 78712-0183, para su coleccién de cultivo de algas (UTEX). Por ejemplo, varios
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medios de agua dulce y agua salada inzluyen los descritos en la publicacion PCT nim.

2008/151149, incorporada en la presente como referencia.

En un ejemplo particular, el medio de proteosa es adecuado para cultivos axénicos,
y un volumen de 1 litro de medio de proteosa (pH ~6.8) puede prepararse por Ia adicién de 1g
de proteosa peptona a 1 litro de medio Bristol. [l medio Bristol comprende 2.94 mM
NaNOs;, 0.17 mM CaCl,2H,0, 0.3 mM MgS0,7H,0, 0.43 mM K,HPO,, 1.29 mM KH,PO,
y 1.43 mM NaCl en una solucién acuosa. La solucién se cubre y se somete a autoclave, y
después se almacena a temperatura refrigerada antes del uso. Otro ejemplo es el medio de
aislamiento de Profotheca (PIM), el cual estd formado por 10g/l de hidrogeno ftalato de
potasio (KHP), 0.9g/1 de hidroxido de sodio, 0.1g/l de sulfato de magnesio, 0.2g/l de
hidrégeno fosfato de potasio, 0.3g/l de cloruro de amonio, 10g/l de glucosa, 0.001g/l de
hidrocloruro de tiamina, 20g/1 de agar, 0.25g/ de 5-fluorocitosina, en un intervalo de pH
entre 5.0 y 5.2 (ver Pore, 1973, App. Microbiology, 26:648-649). Otros medios adecuados
para usar con los métodos de la invencion se pueden identificar facilmente mediante la
consulta de la URL identificada anteriormente, o mediante la consulta de otras
organizaciones que mantienen cultivos de microorganismos, tales como SAG, CCAP o
CCALA. SAG se refiere a la Coleccion de Cuitivos de Algas en Ia Universidad de Géttingen
(Gottingen, Alemania), CCAD se refiere a la coleccion de cultivos de algas y protozoos
gestionado por la Asociacion Escocesa de Ciencias Marinas (Escocia, Reino Unido), y CCLA
se refiere a la coleccion de cultivos de algas de laboratorio en el Instituto de Botdnica
(T¥eboti, Replblica Checa). Adicionalmente, la patente de Estados Unidos nim. 5,900,370
describe formulaciones de medios y condiciones adecuadas para la fermentacién heterétrofa

de las especies de Profotheca.

[0038] Para la produccién de acette (lipido), es importante la seleccion de una
fuente fija de carbono, asi como el costo de la fuente fija de carbono debe ser lo
suficientemente bajo para que la produccion de aceite resulte econdmica. Asi, aunque las
fuentes de carbono adecuadas incluyen, por ejemplo, acetato, floridosida, fructosa, galactosa,
dcido glucurdnico, glucosa, glicerol, lactosa, manosa, N-acetilglucosamina, ramnosa,
sacarosa, glucosa y/o xilosa, la seleccién de materias primas que contengan dichos
compuestos es un aspecto importante de los métodos de la invencidén. Algunas especies de
microorganismos (por ejemplo, las microalgas) pueden crecer mediante la utilizacion de una
fuente de carbono fijo, tales como la glucosa o acetato en la ausencia de luz. Este crecimiento

s¢ conoce como crecimiento heterdtrofo. Para Chlorella protothecoides, por ejemplo, el
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crecimiento heterétrofo resulta en alta produccién de biomasa y acumulacion de alto
contenido en lipidos en las células. Otras materias primas adecuadas incluyen, por ejemplo,
licor negro, almidén de maiz, material celuldsico despolimerizado, suero de leche, melaza,
jugo de cafia espeso, papa, sorgo, sacarosa, azicar de remolacha, cafia de azicar, arroz y
trigo. Las fuentes de carbono pueden proporcionarse ademas como una mezcla de sacarosa y
pulpa de aziicar de remolacha despolimerizada, Una o mas fuentes de carbono pueden ser
suministradas a una concentracién de al menos aproximadamente 50 pM, al menos
aproximadamente 100 uM, al menos aproximadamente 500 |tM, al menos aproximadamente
SmM, al menos aproximadamente 50 mM, al menos aproximadamente 500mM, de una o mas
fuentes fijas de carbono suministradas exégenamente. Las fuentes de carbono de particular
interés para los propdsitos de la presente invencion incluyen celulosa (en forma

despolimerizada), glicerina, sacarosa (en forma de jugo de caiia o melazas) y sorgo.

Algunos microorganismos crecen de forma natural en o se pueden manipular para
crecer en una fuente de carbono fijo que es una fuente heterogénea de compuestos tales como
los residuos urbanos, aguas residuales tratadas, aguas residuales, y otras fuentes de carbono
fijo y otros nutrientes, tales como sulfatos, fosfatos, y nitratos. El componente de las aguas
residuales es una fuente de nutrientes en la produccién de hidrocarburos, y el cultivo

proporciona una fuente barata de hidrocarburos.

En algunos métodos de crectmiento heterdtrofos, los microorganismos pueden
cultivarse usando biomasa celulésica como una materia prima. La biomasa celuldsica (por
ejemplo, rastrojo como rastrojo de maiz) es barata y facilmente disponible; sin embargo los
intentos de usar este material como una materia prima para la levadura han fracasado. En
particular, se ha encontrado que cstas materias primas tienen un efecto inhibidor en el
crecimiento de la levadura, y la levadura no puede usar los aziicares de 5 carbonos producida
a partir de materiales celuldsicos (por ejemplo, xilosa a partir de hemicelulosa). En contraste,
las microalgas pueden crecer en material celulésico procesado. En correspondencia, los
métodos de crecimiento heterétrofo incluyen un método de cultivar una microalga en
presencia de un material celuldsico y/o un azicar de 5-carbonos. Los materiales celuldsicos

generalmente incluyen:

Componente Porcentaje peso seco

Celulosa 40-60%
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Hemicelulosa 20-40%
Lignina 10-30%
[0039] Los materiales celuldsicos adecuados incluyen los residuos de

cosechas energéticas herbaceas y lefiosas, asi como cultivos agricolas, es decir, partes de
plantas, principalmente tallos y hojas no eliminadas de los campos con el alimento principal o
el producto de fibra. Los ejemplos incluyen rastrojo de maiz (tallos, hojas, cdscara, y
mazorcas), paja de trigo, y paja de arroz. Los azicares de 5 carbonos que se producen a

partir de estos materiales incluyen la xiiosa.

Se ha demostrado, por ejemplo, que la Chlorella protothecoides presenta niveles
superiores de productividad cuando se cultiva en una combinacion de glucosa y xilosa que
cuando se cultiva en ya sea glucosa o solo en xilosa. Este efecto sinérgico proporciona una
ventaja significativa, ya que permite el cultivo de Chlorella en combinaciones de xilosa y

glucosa, tal como material celuldsico.

En otra modalidad de los métodos de 1a invencidn, la fuente de carbono es sacarosa,
incluyendo una materia prima compleja que contiene sacarosa, tal como ¢l jugo espeso de la
cafia del procesamiento de la cafia de azucar o melazas. En una modalidad, ¢! medio de
cultivo incluye, ademas, al menos una enzima de utilizacién de la sacarosa. En algunos casos,
el medio de cuitivo incluye una sacarosa invertasa. En una modalidad, la enzima sacarosa
invertasa es una enzima sacarosa invertasa secreiable codificada por un gen sacarosa
invertasa exdgeno expresado por la poblacion de microorganismos. De este modo, en algunos
casos, las microalgas se han meodificado genéilicamente para expresar una enzima de
utilizacién de la sacarosa, tal como un portador de sacarosa, una sacarosa invertasa, una

hexoquinasa, una glucoquinasa, o una fructoquinasa.

Las materias primas complejas que contienen sacarosa incluyen a los desechos de
melaza del procesamiiento de la cafia de azificar; el uso de este producto de bajo valor del
procesamiento de la cafia de azucar puede proporcionar ahorros significativos de los costos
de produccion de lipidos /aceite, Il sorgo es otra materia prima compleja que contiene
sacarosa que es (til en los métodos de la invencion, incluyendo sirope de sorgo y sorgo puro.
El sirope de sorgo se produce a partir del jugo de la cafia de sorgo dulce, y su perfil de azicar

consiste de principalmente glucosa (dextrosa), fructosa y sacarosa.
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C. Incremento del rendimiento de lipidos

Para la produccién de lipidos/aceite de acuerdo con los métodos de la invencidn, se
prefiere cultivar las células en la oscuridad, como es el caso, por ejemplo, cuando se usan
fermentadores muy grandes (40,000 litros o de mayor capacidad) que no permiten a la luz
alcanzar el cultivo. Como un ejemplo, un indculo de las células de microalgas productoras de
lipidos se introduce en el medio; hay un periodo de latencia (fase lag) antes de que las células
comiencen a propagarse. Tras la fase de latencia, la velocidad de propagacién aumenta a un
ritmo constante y entra en la fase log 0 exponencial. La fase exponencial, a su vez, es seguida
por una desaceleracion de la propagacién debido a la disminucién de nutrientes como el
nitrégeno, el aumento de sustancias toxicas, y los mecanismos de deteccion de qudrum,
Después de esta desaceleracion, se detiene la propagacion y las células entran en una fase
estacionaria o estado constante, dependiendo del ambiente particular proporcionado a las
c€lulas. Para la obtencidon de biomasa rica en lipidos, el cultivo por regla general se cosecha
bien después del final de la fase expenencial, proceso que puede terminar tempranamente al
permitir que el nitrégeno u otro nutriente clave (que no sea carbono) se agote, lo que obliga a
las células a convertir en lipidos Jas fuentes de carbono presentes en exceso. Los parametros
de cultivo pueden ser manipulados para optimizar la produccién total de aceite, la

combinacidn de especies de lipidos producidos y/o la produccion de un aceite especifico.

Las condiciones del proceso pueden ajustarse para aumentar el rendimiento de los
lipidos adecuados para usar como biodiesel u otras moléculas objetivo, y/o para reducir el
costo de produccion. Por ejemplo, en ciertas modalidades, un microbio (por ejemplo, una
microalga) se cultiva en presencia de una concentracién limitante de uno o mdas nutrientes,
tales como, por ejemplo, nitrégeno. Esta condicién tiende a aumentar el rendimiento de
lipidos microbianos, por encima del rendimiento de lipidos microbianos en un cultivo en el
que ¢l nitrégeno se suministra en exceso. En modalidades particulares, €l aumento en el
rendimiento de los lipidos es al menos aproximadamente: 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 75%,
100%, 200%, 300%, 400%, o 500%. El microbio puede ser cultivado en preseﬁcia de una
cantidad limitante de un nutriente para una parte del periodo toial de cultivo o para todo el
periodo. En modalidades particulares, la concentracion de nutrientes se mueve enire una
concentracion limitante v una concentraciéon no limitante, al menos dos veces durante el
periodo total de cultivo. Adicionalmente, como se describié anteriormente, ciertas materias

primas de carbono fijo, tal como, glicerina, pueden emplearse para aumentar el porcentaje de
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peso de la célula, o sea lipido, en relacién con cantidades comparables de otras materias

primas de carbono fijo.

Para incrementar el rendimiento lipidico, el dcido acético se puede emplear en la
materia prima para un microbio que produce lipido (por ejemplo, una microalga). El 4cido
acético se alimenta directamente en el punto de metabolismo que inicia la sintesis de 4cidos
grasos (es decir, acetil-CoA); de este modo el suministro de acido acético en el cultivo puede
incrementar la produccion de acidos grasos. Generalmente, el microbic se cultiva en
presencia de una cantidad suficiente de 4cido acético para incrementar el rendimiento de
lipidos microbianos y/o rendimiento de acidos grasos microbianos, en particular, sobre el
rendimiento de lipidos microbianos (por ejemplo, 4cido graso) en la ausencia de Acido

acético.

[0040] En otra modalidad, el rendimiento en la produccion de lipidos se
incrementa al cultivar un microorganismo productor de lipidos (por ejemplo, microalgas) en
presencia de uno o mas cofactor(es) de una enzima de la via metaboélica de los lipidos (por
ejemplo, una enzima para la sintesis de 4cidos grasos). En general, la concentraciéon del(de
los) cofactor(es) es suficiente para aumentar el rendimiento de lipidos microbianos (por
ejemplo, dcidos grasos) por encima del rendimiento de lipidos microbianos en ausencia del
(de los) cofactor(es). En una modalidad particular, el(los) cofactor(es) se proporcionan al
cultivo mediante la inclusion de un microbio en el cultivo (por ejemplo, microalgas) que
contiene un gen exdgeno que codifica para el(los) cofactor(es). Como alternativa, el(los)
cofactor(es) se pueden proporcionar a un cultivo mediante la inclusion de un microbio (por
ejemplo, microalgas) que contiene un gen exdgeno que codifica para una proteina que
participa en la sintesis del cofactor. En ciertas modalidades, los cofactores adecuados
incluyen cualquier vitamina requerida por una enzima de la via de los lipidos, tales como, por
ejemplo: biotina, pantotenato. Los genes que codifican para los cofactores adecuados para su
uso en la invencién o que participan en la sintesis de tales cofactores son bien conocidos y se
pueden introducir en los microbios (por ejemplo, microalgas), usando constructos y técnicas

como las descritas anteriormente.

D. Biomasa de microalgas con alto contenido de aceite

La biomasa de microalgas con un alto porcentaje de aceites/lipidos acumulados por
peso seco de las células se ha generado utilizando diferentes métodos de cultivo, que se

conocen en el arte. La biomasa de microalgas con un alto porcentaje de aceites/lipidos
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acumulados es 10til de acuerdo con la presente invencion. Li y otros describen cultivos de
Chlorella vulgaris con hasta 56.6% de lipido -por peso seco celular (DCW) en cultivos
estacionarios que crecen bajo condiciones autotroficas usando altas concentraciones de hierro
(Li y otros, Bioresource Technology 99(11):4717-22 (2008)). Rodolfi y otros, describen
cultivos de Nanochloropsis sp. y Chaetoceros calcifrans con 60% de lipido por DCW vy
39.8% de lipido por DCW, respectivamente, que crecen en un fotobiorreactor bajo
condiciones de deficiencia de nitrogeno (Rodolfi y otros, Biotechnology & Bioengineering
(2008) [jun18 Epub antes de la impresién]). Solovchenko y otros, describen cultivos de
Parietochloris incise con aproximadamente 30% de acumulacién de lipidos (por DCW)
cuando se cultivan fototrdpicamente y bajo condiciones de bajo nitrogeno (Solovchenko y
otros, Journal of Applied Phycology 20:245-251 (2008)). LaChlorella protothecoides puede
producir hasta 55% de lipido (DCW) cultivada bajo ciertas condiciones heterotrofas con
deficiencia de nitrégeno (Miao yd Wu, Bioresource Technology 97:841-846 (2006)). Otras
especies de Chlorella que incluyen Chlorella emersonii, Chlorella sorokiniana y Chlorella
minutissima se describen por tener acumulado hasta 63% de aceite (DCW) cuando se cultivan
en biorreactores de tanque agitado bajo condiciones de medio bajo en nitrégeno (Illman y
otros, Enzyme and Microbial Technology 27:631-635 (2000)). Aun un por ciento superior de
acumulacién de lipido por peso seco celular se reporid, incluyendo 70% de acumulacién de
lipidos (DCW) en cultivos de Dumaliella tertiolecta que crecen en condiciones de NaCl
aumentado (Takagt y otros, Journal of Bioscience and Bioengineering 101(3): 223-226
(2006)) y 75% acumulacion de lipidos en cultivos de Botryococcus braunii (Banerjee y otros,
Critical Reviews in Biotechnology 22(3): 245-279 (2002)).

[0041] La biomasa de microalgas generada por los métodos de cultivo
descritos en la presente y dtiles de conformidad con la presente invencion, comprende al
menos 10% de aceite de microalgas por peso seco. En algunas modalidades, la biomasa de
microalgas comprende al menos 15%, al menos 25%, al menos 35%, al menos 45%, al
menos 55%, o al menos 60% de aceite de microalgas por peso seco. En algunas modalidades,
la biomasa de microalgas contiene de 10-90% de aceite de microalgas, de 25-75% de aceite
de microalgas, de 40-75% de aceite de microalgas, o de 50-70% de aceite de microalgas por

PESO S5€COo.
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E. Cultivo de microorganismos bajo condiciones inducidas

Como se describe en la presente, en ciertas modalidades de la presente invencién,
los microorganismos se cultivan bajo condiciones inducidas, es decir, por el suministro de un
estimulo. Generalmente, este se lleva a cabo como sigue: El microorganismo se cultiva
durante un primer periodo de tiempo suficiente para incrementar la densidad celular.
Después, el estimulo se proporciona y los microorganismos se cultivan durante un segundo
periodo de tiempo. Durante el segundo periodo de tiempo ocurre el efecto deseado del
estimulo, por ejemplo, la induccién de un gen exdgeno o produccién de lipidica
incrementada. El cultivo de los microorganismos durante el segundo periodo de tiempo puede
ser en presencia continua del estimulo. Como alternativa, el estimulo no se podria
proporcionar o sdlo parcialmente, (es decir, por un tiempo limitado) durante el cultivo del

microorganismo por el segundo periodo de tiempo.

F. Almacenamiento de microorganismos antes de la extraccion de lipido

En algunos casos se prefiere almacenar los microorganismos cultivados por un
periodo de tiempo antes de someterlos a los procesos de extraccion descritos mas abajo. En
algunos métodos de la invencion, los microorganismos, producidos mediante un proceso de
cultivo como es descrito en la presente descripcion se almacenan opcionalmente por un
periodo de tiempo entre la terminacion del proceso de cultivo y el lisado del microorganismo.
En algunos casos, el microorganismo se almacena durante al menos una hora entre la
terminacion de! proceso de cultivo y el lisado del microorganismo cultivade. En otros casos,
el microorganismo se almacena durante al menos dos horas, al menos tres horas, al menos
cuatro horas, al menos cinco horas, al menos seis horas, al menos siete horas, al menos ocho
horas, al menos nueve horas, al menos diez horas, al menos once horas, al menos doce horas,
al menos trece horas, al menos calorce horas, al menos quince horas, al menos dieciséis
horas, al menos diecisiete horas, al menos dieciocho horas, al menos diecinueve horas, al
menos veinie horas, al menos veintiuna horas, al menos dos horas, al menos veintitrés horas,
o durante al menos veinticuatro horas entre la terminacion del proceso de cultivo y el lisado
del microorganismo cultivado. En algunos casos, ¢l microorganismo se almacena durante al
menos treinta y seis horas entre la terminacién del proceso de cultivo y el lisado del
microorganismo cultivado. En algunos casos, €l microorganismo se almacena durante al
menos cuarenta y ocho horas entre la terminacion del proceso de cultivo y el lisado del

microorganismo cultivado, o por periodos de tiempo mas largos. En otros casos, el
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microorganismo se almacena durante al menos sesenta o setenta y dos horas, o mas, entre la,

terminacion del proceso de cultivo y el tisado del microorganismo cultivado.

Los microorganismos preparados en un proceso de cultivo se almacenan
opcionalmente a una temperatura por debajo de 15 grados Celsius entre la terminacion del
proceso de cultivo y el lisado del microorganismo cultivado. En algunos casos, los
microorganismos se almacenan a una temperatura por debajo de 14°C, por debajo de 13°C,
por debajo de 12°C, por debajo de 11°C, por debajo de 10°C, por debajo de 9°C, por debajo
de 8°C, por debajo de 7°C, por debajo de 6°C, por debajo de 5°C, por debajo de 4°C, por
debajo de 3°C, por debajo de 2°C, o por debajo de 1°C entre la terminacién del proceso de
cultivo y el lisado del microorganismo cultivado. En algunos casos, el microorganismo se
almacena a una temperatura por encima de 30 grados Celsius entre la terminacién del proceso
de cultivo y el lisado del microorganismo cultivado. En algunos casos, el microorganismo se
almacena a una temperatura por encima de 40 grados Celsius entre la terminacién del proceso
de cultivo y el lisado del microorganismo cultivado. En otros casos, el microorganismo se
almacena a una temperatura por encima de 31°C, por encima de 32°C, por encima de 33°C,
por encima de 34°C, por encima de 35°C, por encima de 36°C, por encima de 37°C, por
encima de 38°C, por encima de 39°C, por encima de 41°C, por encima de 42°C, por encima
de 43°C, por encima de 44°C, por encima de 45°C, por encima de 46°C, por encima de 47°C,
por encima de 48°C, por encima de 49°C, o por encima de 50°C entre la terminacion del

proceso de cultivo y el lisado del microorganismo cultivado.

En algunos casos, el almacenamiento o envejecimiento de los microorganismos
cultivados se usa para romper las células para facilitar la extraccién de petrdleo. Con el
almacenamiento, la estructura celular se podria debilitar lo suficiente como para provocar que
los contenidos de las células comiencen a fugarse, o permitir el paso de reactivos y otros
materiales dentro de las células para facilitar la extraccion de los contenidos de lipidos. El
almacenamiento se puede usar en este contexto, en combinacidén con olros métodos de lisis

que se describen mas abajo.

En algunos casos, el microorganismo durante el almacenamiento se somete a
agitacion. La agitacion puede ser ademas, para cualquier combinacion de las condiciones de
almacenamiento establecidas anteriormente. La agitacién se puede hacer en un agitador,
vértice, o similares. La agitacion puede resultar también de las fuerzas de cizalla presentes

durante la centrifugacion de alta fuerza g. Como alternativa, el microorganismo no se agita

63

23



10

15

20

30

durante el almacenamiento. Los microorganismos se pueden almacenar en un biorreactor u

otro recipiente de cultivo, u opcionalmente, transferir a un recipiente de almacenamiento

separado.

VI. METODOS DE EXTRACCION DE LiPIDO DEL MICROORGANISMO

En un aspecto, la presente invencion se dirige a un proceso para la extraccion,
recuperacién, aislamiento u obtencion de lipidos a partir de microorganismos. El proceso de
la presente invencién se aplica a la extraccién de una variedad de lipidos a partir de una

variedad de microorganismos.

A. Lisis de las células

Los lipidos intracelulares producidos en los microorganismos se extraen después de
la lisis de las células dei microorganismo. Una vez extraidos, los lipidos pueden ser refinados

adictonalmente para producir lipidos de alta pureza.

Después de finalizar el cultivo, los microorganismos se pueden separar del caldo de
fermentacién, preferentemente sin una etapa de secado tal como el secado de tambor, secado
por pulverizacion, secado de bandeja, secado al vacio y otras etapas que eliminan
practicamente toda el agua extracelular ¢ intracelular del caldo. Opcionalmente, la separacion
se efectia por centrifugacién para generar una pasta concentrada. La centrifugaciéon no
elimina las cantidades significativas de agua intracelular proveniente de los microorganismos
y no es una etapa de secado. La biomasa se puede lavar después con una solucién de lavado
{(por ejemplo, agua DI) para deshacerse del caldo de fermentacién y los residuos celulares.
Opcionalmente, la biomasa microbiana lavada también se puede secar (secado en el horno,
liofilizada, etc.) antes de la ruptura celular. Por otra parte, las células se pueden lsar sin
separacion de parte o todo el caldo de fermentacion, cuando se completa la fermentacion.
Por ejemplo, las células pueden estar en una proporcion de menos de 1:1, v:v de células con

respecto al liquido extracelular cuando ellas se lisan.

[0042] Los microorganismos que contiene un lipido se pueden lisar para
producir un lisado. Como se detalla en la presente, la etapa de lisar un microorganismo
(también conocida como lisis celular) se puede lograr por cualquier medio conveniente,
incluyendo lisis inducida por calor, adicion de una base, adicién de un acido, uso de enzimas
como las proteasas y enzimas de degradacion de polisacaridos tales como las amilasas,

usando ultrasonido, lisis mecdnica, usando choque osmético, infeccién con un virus litico, y/o
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expresion de uno o mas genes liticos. La lisis se realiza para liberar las moléculas
intracelulares producidas por el microorganismo. Cada uno de estos métodos para la lisis de

un microorganismo se puede usar como un método inico 0 en combinacién.

0043] La magnitud de la ruptura celular se puede observar por anilisis
microscdpico. Usando uno o varios de los métodos descritos en la presente, se observa
tipicamente més del 70% de ruptura celular. Preferentemente la ruptura celular es mas del

80%, con mas preferencia mas del 90% y con la méxima preferencia aproximadamente
100%.

En modalidades particulares, el microorganismo se lisa después del crecimiento, por
¢jemplo para aumentar la exposicién de lipido celular a un catalizador para la
transesterificacién, tal como una lipasa o un catalizador quimico, expresado como se
describié anteriormente. El tiempo de expresion de la lipasa (por ejemplo, a través de un
promotor inducible), lisis celular, v el ajuste de las condiciones de reacciéon de
transesterificacion (por ejemplo, la eliminacién de agua, la adicion de alcohol, ete.) se puede
ajustar para optimizar el rendimiento de los ésteres de acidos grasos a partir de la
transesterificacion mediada por lipasa. A continuacién se describen una serie de técnicas de

lisis. Estas técnicas se pueden usar individualmente o en combinacidn.

1. Lisis inducida por calor

[0044] En una modalidad preferida de la presente invencidn, la etapa de lisis
de un microorganismo comprende calentar una suspensidn celular que contiene el
microorganismo.  En esta modalidad, el caldo de fermentacion que contiene los
microorganismos (0 una suspensién de microorganismos aislados a partir del caldo de
fermentacién) se calienta hasta que los microorganismos, es decir, las paredes celulares y las
membranas de los microorganismos se degraden o se rompan. Tipicamente, las temperaturas
aplicadas son al menos 50°C. Temperaturas mas altas, tales como, al menos 60°C, al menos
70°C, al menos 80°C, al menos 90°C, al menos 100°C, al menos 110°C, al menos 120°C, al
menos 130°C o superiores, se usan para una lisis celular mas eficiente. El Ejemplo 7 describe

una modalidad de lisis usando tratamiento térmico.

[0045] El lisado de las células mediante tratamiento térmico se puede realizar
hirviendo al microorganismo. Como alternativa, el tratamiento por calor (sin hervir) se puede
realizar en una autoclave (ver Ejemplo 6). El lisado tratado térmicamente se puede enfriar

para su posterior tratamiento.
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[0046] La ruptura celular también se puede realizar por tratamiento con vapor,
es decir, mediante la adicién de vapor a presién. El tratamiento con vapor de las microalgas

para la ruptura celular se describe, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos ntim,
6,750,048.

2. Lisis usando una hasc

[0047] En otra modalidad preferida de la presente invencion, la etapa de lisis
de un microorganismo comprende la adicion de una base a una suspensién celular que

contiene el microorganismo.

[0048] La base debe ser lo suficientemente fuerte para hidrolizar al menos una
porcidn de los compuestos proteicos de los microorganismos usados. Las bases que son utiles
para solubilizar las proteinas se conocen en la materia de la quimica. Las bases ejemplares
que son Utiles en los métodos de la presente invencion incluyen, pero sin limitarse a,
hidréxidos, carbonatos y bicarbonatos de litio, sodio, potasio, calcio y mezclas de los
mismos. Una base preferida es el KOH. Los ejemplos 6 y 7 describen modalidades de lisis
celular usando KOH.

3. Lisis acida

[0049] En otra modalidad preferida de la presente invencion, la etapa de lisis
de un niicroorganismo comprende la adicién de un 4cido a una suspensién celular que
contiene el microorganismo. La lisis 4cida se puede llevar a cabo usando un 4cido a una
concentracion de 10 a 500 mN o preferentemente de 40 a 160 nM. La lisis acida se realiza
preferentemente a temperatura por encima de la temperatura ambiente (por ejemplo, 40-160°,
y preferentemente una temperatura de 50-130°), Para temperaturas moderadas (por ejemplo,
temperatura ambiente a 100°C y particularmente de temperatura ambiente a 65°C), el
tratamiento con 4cido puede ser util en combinacién con sonicacién u otros métodos de o

ruptura celular. El Ejemplo 7 describe las modalidades de la lisis celular usando lisis 4cida.

4, Lisis de las células usando enzimas

[0050] En otra modalidad preferida de la presente invencién, la etapa de lisis
de un microorganismo comprende la lisis del microorganismo mediante el uso de una enzima.
Las enzimas de preferencia para Ia lisis de un microorganismo son las proteasas y las enzimas
que degradan polisacéridos tales como hemicelulasa (por ejemplo, la hemicelulasa de

Aspergillus niger; Sigma Aldrich, St. Louis, MO; # H2125), pectinasa (por ejemplo, la
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pectinasa de Rhizopus sp.; Sigma Aldrich, St. Louis, MQ; # P2401), Mannaway 4.0 1
(Novozymes), celulasa (por ejemplo, la celulasa de Trichoderma viride, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO; #C9422), driselasa (por ejemplo, driselasa de Basidiomycetes sp.; Sigma Aldrich,

St. Louis, MO; #D9515. El Ejemplo 7 describe modalidades de lisis celular usando enzimas.

a) Celulasas

En una modalidad preferida de la presente invencién, una celulasa para lisar un
microorganismo es una enzima de degradacion de polisacaridos, opcionalmente de Chlorella
o un virus de Chlorella. El Ejemplo 7 describe las modalidades de la lisis celular usando una
celulasa. Otro ejemplo de una enzima de degradacion de polisacaridos que se puede usar es

Mannaway, como se describe en los Ejemplos.

b) Proteasas

Las proteasas tal como la proteasa de Streptomyces griseus, quimotripsina,
proteinasa K, proteasas enumeradas en Degradation of Polylactide by Commercial Proteases,
Oda Y y otros, Journal of Polymers and the Environment, volumen 8, niimero 1, Enero 2000,
pp. 29-32(4), y otras proteasas se pueden usar para lisar los microorganismos. Otras
proteasas que se pueden usar incluyen Alcalasa 2.4 FG (Novozymes) y Flavourzima 100 L

(Novozymes), como se describe en los Ejemplos.

c) Combinaciones

También se puede utilizar ¢[0051] ualquier combinacién de una proteasa y una
enzima de degradacién de polisacéridos, incluyendo cualquier combinacion de las proteasas v

las enzimas que degradan polisacaridos anteriores.

5. Lisis de células usande ultrasonido

[0052] En otra modalidad preferida de la presente invencién, la etapa de lisis
de un microorganismo se realiza mediante ultrasonido, es decir, sonicacién. De esta manera,
las células pueden también lisarse con sonido de alta frecuencia. El sonido se puede producir
por via electronica y se transporta a través de una punta metalica a una suspension celular
apropiadamente concentrada. Esta sonicacién (o ultrasonicacion) altera la integridad celular
basada en la formacién de cavidades en la suspensién celular. El Ejemplo 6 describe un
método para la lisis celular usando ultrasonido. El Ejemplo 7 describe las modalidades de

lisis celular usando sonicacién.
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6. Lisis mecanica

En otra modalidad preferida de la presente invencion, la etapa de lisis de un
microorganismo se realiza mediante lisis mecanica. Las células se pueden lisar
mecédnicamente y, opcionalmente, homogeneizarse para facilitar la recoleccién de los
hidrocarburos (por ejemplo, los lipidos). Por ejemplo, un distuptor de presién se puede
utilizar para bombear una mezcla que contiene las células a través de una vélvula de orificio
restringido. Se aplica alta presidn-(hasta 1500 bar), seguido por una expansién instantanea a
través de una boquilla de salida. La ruptura celular se lleva a cabo por tres mecanismos
diferentes: impacto en la valvula, alta cizalla del liquido en el orificio, y ia repentina caida de
presion después de la descarga, causando una explosién de la célula. El método libera las

moléculas intracelulares.

[0053] Alternativamente se puede usar un molino de bolas. En un molino de
bolas, las céiulas se agitan en suspensidn con pequefias particulas abrasivas, tales como
granulos. Las células se rompen debido a las fuerzas de cizalla, el molido entre los granulos,
y las colisiones con los granulos. Los granulos rompen las células para liberar los contenidos
celulares. Las células también se pueden romper por las fuerzas de cizalla, tal como con el
uso de mezclado (tal como con una licuadora de alta velocidad o Waring como ejemplos),

prensa francesa, o incluso centrifugacion en el caso de paredes celulares débiles, para romper

las células.

7. Lisis de células mediante choque osmético (citolisis)

En otra modalidad preferida de la presente invencidn, la etapa de lisis de un
microorganismo se realiza mediante la aplicacion de un choque osmético. Se puede lograr,

por ejemplo, mediante la centrifugacion del caldo de fermentacion y la resuspension de la

pasta celular en agua desionizada.

8. Infeccion con un virus litico
[0054] En una modalidad preferida de la presente invencion, la etapa de lisis

de un microorganismo comprende la infeccion del microorganismo con un virus litico. Una
amplia variedad de virus se conocen por lisar microorganismos adecuados para el uso en la
presente invencién, y la seleccion y uso de un virus litico en particular para un

microorganismo en particular se encuentra dentro del nivel de experiencia en la técnica.
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Por ejemplo, €l virus paramecium bursaria chlorella (PBCV-1) es el prototipo de
un grupo (familia Phycodnaviridae, género Chlorovirus) de los virus de doble cadena de
ADN, grandes, icosaédricos, que forman placa, que se replican en, y lisan, ciertas algas
verdes similares a chlorella, unicelulares, eucariotas. En correspondencia, cualquier
microalga susceptible, tal como C. protothecoides, puede lisarse mediante la infeccién del
cultivo con un virus de chlorella adecuado. Se conocen los métodos de infectar las especies
de Chlorella con un virus de chlorella. Ver, por ejemplo, Adv. Virus Res. 2006; 66: 293-336;
Virology, 1999 abr 25; 257(1):15-23; Virology, 2004 ene 5; 318(1): 214-23; Nucleic Acids
Symp. Ser. 2000; (44): 161-2; J. Virol. 2006 mar; 80(5): 2437-44; y Annu. Rev. Microbiol.
1999; 53: 447-94,

9. Autolisis (expresién de un gen litico)

En otra modalidad preferida de la presente invencién, la etapa de lisis de un
microorganismo comprende la autolisis. En esta modalidad, un microorganismo de la
invencién se modifica por ingenieria genética para producir un gen litico que lisa al
microorganismo. Este gen litico puede expresarse con un promotor inducible, de manera que
las células pueden ser cultivadas primero a una densidad deseable en un fermentador y
después cosechadas, seguido de la induccion del promotor para expresar el gen litico para

lisar las c€lulas. En una modalidad, el gen litico codifica una degradante del polisacérido.

En otras ciertas modalidades, el gen litico es un gen de un virus litico. De este

modo, por ejemplo, un gen litico de un virus de Chorella se puede expresar en una Chlorelia,

tal como C. protothecoides.

Los métodos de expresién adecuados se describen en la pres.ente con respecto a la
expresion de un gen lipasa. La expresion de los genes liticos se realiza de preferencia usando
un promotor inducible, fal como un promotor activo en microalgas que se induce mediante un
estimulo, tal como la presencia de una molécula pequefia, luz, calor, y otros estimulos. Los
genes liticos de los virus de chlorella se conocen. Por ejemplo, ver Virology 260, 308-315
(1999); FEMS Microbiology Letters 180 (1999) 45-53; Virology 263, 376-387 (1999); y
Virology 230, 361-368 (1997).

10. Oscilacion de presion

En otra modalidad preferida de la presente invencién, la etapa de lisis de un

microorganismo comprende someter el microorganismo a incrementos y disminuciones
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rapidas en la presion. Dichos incrementos y disminuciones rapidas se realizan, de preferencia,
a través de un diferencial de presion lo suficientemente amplio que las células no son capaces

de autorregularse, y como resultado estalian.

11, Consideracion adicional

Cuando los lipidos no se extraen inmediatamente después del aislamiento del
microorganismo, los microorganismos aislados se secan tipicamente. El secado de un
microorganismo se puede hacer, por gjemplo, en un secador de tambor. Los microorganismos

secos se pueden envasar en recipientes sellados al vacio para evitar la degradacion de los

lipidos.

B. Tratamiento del lisado celular con solvente organico

Un lipido producido por un microorganismo se refiere también en la presente como
"primer lipido". Un primer lipido podria comprender uno o mads lipidos producidos por el

microorganismo.

Un lipido usado para extraer un primer lipido de un microorganismo se refiere como
un "segundo lipido”. Un segundo lipido preferido es un aceite. Un solvente orgnico de la

presente invencién comprende un segundo lipido.

Algunos de los métodos de la presente invenciéon comprenden la etapa de
tratamiento de un lisado con un solvente orgénico. Tipicamente, el solvente organico se
afiade directamente al lisado sin separacion previa de los componentes del lisado. Después de
la adicién del solvente, el lisado se separa en diferentes capas ya sea por su propia cuenta o
como resultado de la centrifugacion o similares. Las capas pueden incluir en orden de
densidad decreciente: un sedimento de solidos pesados, una fase acuosa, una fase de
emulsidn, y una fase oleosa. La fase de emulsion es una emulsion de lipidos y fase acuosa. En
dependencia del porcentaje de solvente organico afiadido con respecto al lisado (p/p o v/v), si
acaso la fuerza de centrifugacion, el volumen de medios acuosos y otros factores, se pueden

presentar una o ambas fases de emulsion y aceite.

La incubacion o el tratamiento del lisado celular o fase de emulsion con el solvente
organico se realiza durante un tiempo suficiente para permitir que el lipido producido por el

microorganismo se¢ sclubilice en el solvente orgénico para formar una mezcla heterogénea.
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1. Aceites

En una modalidad preferida de la presente invencién, un solvente organico es un
aceite seleccionado del grupo que consiste en aceile de soja, colza, canola, palma, almendra
de palma, coco, maiz, aceite de residuos vegetales, sebo de China, oliva, girasol, semilla de
algodén, grasa de pollo, sebo de buey, sebo porcino, microalgas, macroalgas, Cuphea, lino,
cacahuate, grasa blanca selecta (manteca de cerdo), Camelina sativa semilla de mostaza, nuez
de marafion, avena, lupino, kenaf, caléndula, cafiamo, café, semilla de lino, avellana,
euforbia, semillas de calabaza, cilantro, camelia, ajonjoli, cartamo, arroz, drbol del tung,
cacao, copra, amapola del opio, semillas de ricino, nuez, jojoba, jatrofa, macadamia, nueces
del Brasil, y aguacate. Se incluyen, ademas, los combustibles fésiles tales como el aceite

crudo o una fraccion destilada del petréleo.

La cantidad de solvente orgénico afiadido al lisado es tipicamente mayor que 5%
(medido por v/v y/o p/p) del lisado con el que se combina el solvente. Asi, un v/v o p/p
preferido del solvente orgénico es mayor que 5%, al menos 6%, al menos 7%, al menos 10%,
al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%. al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%,

al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, y al menos 95% del lisado celular.

2. Otros solventes organicos

Otros ejemplos no limitantes de solventes organicos que se pueden usar para
practicar los métodos de la presente invencién incluyen hexano, isohexano, metanol,
dodecano, aceite crudo derivado de fosil y fracciones de destilacion de éste, y el diéxido de
carbono supercritico. El metanol puede ser un solvente orgédnico ventajoso para el uso en la

fabricacién de biodiesel, ya que se puede usar en el proceso de transesterificacion, as{ como

la extraccidn de aceite.

C. Extraccion sin solventes

Los lipidos se pueden extraer también de un lisado por el enfriamiento del lisado,
sin uso sustancial o ninguno de solventes organicos En dichos métodos, el lisado se produce
de preferencia por tratamiento con acido en combinacidén con la temperatura ambiente por
encima. La sonicacién se puede usar también, particularmente si la temperatura esta entre la
temperatura ambiente y 65°C. Un lisado de este tipo en la centrifugacion o sedimentacion se
puede separar en capas, una de las cuales es una capa acuosa:lipidica. Otras capas pueden
incluir un sedimento sélido, una capa acuosa y una capa lipidica. El lipido se puede extraer de

la capa de emulsion por descongeiacion o de lo contrario enfriamiento de la emulsidn, como
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se describe ademds mas abajo. En dichos métodos, no es necesario afiadir ningiin solvente
organico. Si algun solvente orgénico se afiade, el solvente organico puede ser inferior al 5%

del lisado v/v o p/p.

D. Agitacion o no agitacion de la mezela heterogénea

En una modalidad preferida de la presente invencion, después de producir un lisado
celular y, opcionalmente, afiadir el solvente organico al lisado celular o a la fase de emulsién,
como se describi6 anteriormente, se agita la mezcla heterogénea. La agitacion se puede hacer
en un agitador, vortice, o similares. La agitacién puede resultar también de las fuerzas de
cizalla presentes durante la centrifugacion de alta fuerza g, Como alternativa, la mezcla

heterogénea no se agita.

E. Separacion de la mezcla heterogénea en una composicion lipido:solvente
orgdnico y una composicién acuosa y, opcionalmente una_composicion
emulsionada o una composicion de sedimento_celular

El lisado celular, opcionalmente tratado con un solvente orgénico, producido por los
métodos anteriores es una mezcla heterogénea que incluye los lipidos, soluciones acuosas,
restos celulares y el solvente organico (si se afladen). La mezcla heterogénea se puede separar
en miltiples capas como se describe méas abajo. Las multiples capas pueden incluir en orden
de densidad decreciente, un sedimento de restos celulares, una capa acuosa, una capa de
emuision lipidicazacuosa y una capa lipidica, La presencia y proporciones relativas de las
diferentes capas dependen de la técnica de lisis, la técnica de separacion que incluyen fuerza
centrifuga, concentracion lipidica en el microorganismo y si se usa un solvente organico. El
lipido deseado puede ocurrir tanto en una capa lipidica separada y en una capa
lipidica:acuosa. El uso de un solvente orgdnico favorece la formacion de una capa lipidica
separada. Mientras mayor sea la concentracion del solvente orgénico en relacién a la lisis, es
mas probable que el lipido se encuentre en una capa lipidica separada en vez de en una capa
de emulsién acuosa:lipidica. El solvente orgénico, si esta presente, se asocia con el lipido ya
sea en la capa lipidica o de emulsién o ambas. El lipido se puede obtener tanto de una capa

lipidica separada como de una capa de emulsién, como se describe mas abajo.

El lisado celular se puede separar en diferentes capas como se describio
anteriormente mediante técnicas, tales como por ejemplo, centrifugacion y sedimentacién, es

decir, permitiendo formar las capas de manera espontanea con el tiempo.
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F. Separacion del lipido

La separacion del lipido de otros componentes presentes en el lisado depende de las
capas que se forman como resultado de la separacion. Si se forma una capa lipidica separada,
esta capa s¢ forma en la parte superior de las otras capas y se puede aspirar, pipetear o
decantar o similares de la parte superior del recipiente que contiene las capas separadas. Esta
capa lipidica se puede usar después en diversas aplicaciones que se describen mds abajo. Del
mismo modo las capas sélidas y/o acuosas se pueden drenar y excluir de la parte inferior del
recipiente. Si una capa de emulsion se forma, la emulsion se puede someter a la extraccion
adicional para separar los lipidos en la emulsién del liquido acuoso. En una circunstancia de
ese (ipo, las capas acuosa y/o de sedimento por separado, si se presentan, se pueden drenar
antes de separar la emulsién. Una capa lipidica separada, si se presenta, se puede decantar
también, sin embargo, no es necesario, y la capa lipidica separada puede facilitar la

separacion de la emulsion en sus componentes.

La emulsidon se puede separar en sus componentes mediante el lavado con un
volumen adicional de solvente orgénico para extraer los lipidos de la emulsion. Como
alternativa, la emulsion se puede lavar con una solucién acuosa para eliminar los fluidos
acuosos de la emulsion. Como altemativa, la emulsién se puede someter al enfriamiento por
debajo de la temperatura ambiente. De preferencia, la emulsién se congela y descongela. La
congelacion es de preferencia a una temperatura de -5°C a -30°C, y se mantiene durante al

menos una hora.

Después de cualquiera de los tratamientos anteriores, la emulsion se vuelve a
separar en capas de componentes mediante las mismas técnicas, como se describio
previamente. Las capas de componentes pueden incluir un sedimento celular, capa acuosa,
capa de emulsién y capa lipidica como se describid previamente. Las capas de componentes
se pueden separar, como se describid previamente. Si una capa de emulsion esta presente, la
capa de emulsién se puede someter a una ronda adicional de extraccién usando los mismos

procedimientos descritos anteriormente.

Después de uno o mas ciclos de separacion, el lisado finalmente produce una capa
lipidica. La capa lipidica se puede usar en diversas aplicaciones, como se describe mads abajo.
Cuando cualquiera de los ciclos de extraccidn se realiza con un solvente orgénico, los restos
de solvente organico permanecen asociados a la capa lipidica. Tipicamente, no es necesario

separar la capa lipidica del solvente orgénico. Por ejemplo, cuando el solvente orgénico es un
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aceite o lipido, el lipido presente en los microorganismos se puede referir como un primer
lipido y el lipido o aceite usado para la extraccion se puede referir como un segundo lipido.
Por ejemplo, el primer lipido puede ser el triacilglicerol de una microalga y el segundo lipido
puede ser aceite de soja. Después de la separacion de una capa lipido:solvente organico, (en
este caso, lipido de microalgas: aceite de soja), la mezcla se puede, por ejemplo

transestenificar o hidrotratar para producir biodiesel o diese! renovable, respectivamente,

Uno de los métodos de separacion que se puede usar en un lisado, incluyendo un
lisado que contiene una emulsidn, es la aplicacion de fuerzas de cizalla. A continuacion de la
lisis celular, el aceite se podria presentar como una emulsién de aceite en agua con un tamafio
de gota pequefia (<5 o <10 micrén). La emulsion se podria estabilizar por cualquier nimero
de emulsionantes anfipaticos (por ejemplo oleosinas, proteinas desnaturalizadas, fosfolipidos,
acidos grasos etc.) En igualdad de circunstancias, la estabilidad de una emulsién se relaciona
inversamente al tamaiio de la gota de la fase incluida. Existen un niimero de procedimientos
establecidos en la presente que se pueden aplicar para causar que las gotas de aceite se unan e
incrementen de tamafio, de ese modo volviendo la emulsién mas susceptible a la rotura (por
ejemplo, agitacidn suave en la presencia de ciertos detergentes, o acidos o bases). Una vez
que una emulsion de aceite en agua se ha tratado para debilitar la emulsién (por un
incremento en el tamafio de gota, como se describi6 anteriormente, y/o por algin tratamiento
quimico o fisico que disminuye la eficacia de! (de los) agente(s) emulsionante(s)), las gotas
necesitan estar fisicamente juntas a la fuerza para lo cual se pueden unir y podria ocurrir la

fase de separacion.

Un método de forzar las gotas de aceite incluidas juntas es mediante la
centrifugacién que causa la aglomeracion fisica, al forzar la emulsién a través de una pelicula
delgada e introducir la cizalla concomitante que puede requerirse para romper la emulsidn.
Un dispositivo que se puede usar en los métodos proporcionados en la presente para
introducir la fuerza-g, pelicula delgada y cizalla es una centrifuga de discos apilados en la que
la fase ligera se expulsa rdpidamente como una pelicula delgada entre discos giratorios. La
pelicula es de preferencia entre 1 micrometro y 1000 micrémetros. La pelicula es de

preferencia menor o similar al diametro de las gotas de aceite incluidas.

En una modalidad, las células microbianas portadoras de aceite en el caldo de
fermentacion se centrifugan para reducir el contenido de agua de la composicion Las células

se rompen por homogenizacion y/o tratamiento quimico/enzimatico. Opcionalmente, las
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gotas de aceite se fuerzan a unirse por una agitacion suave del lisado. La fase de separacién

de la composicidn se alcanza después mediante la centrifugacion de discos apilados.

Otro método de separacidon que se puede usar sdlo o en combinacién con otros
métodos descritos en la presente es el uso de uno o mas surfactantes para desestabilizar una
emulsion.  La desestabilizacién resulta en la unién de los globulos de aceite en grandes
agrupamientos y eventualmente en una composicién de fase separada de una capa ligera de
aceite, y una fase acuosa mas pesada. Los surfactantes preferidos para desestabilizar las
emulsiones de la biomasa microbiana que contienc aceite son la oleamida DEA
(dietanolamina) (Stepan Chemical Co.), que incluyen pero no se limitan a, NINOL 201,
laurelamida DEA que incluyen pero no se limitan a, NINOL 961 y NINOL 55L y cocoamida
DEA que incluyen pero no se limitan a, NINOL 40CO. Los métodos de recuperacién del

aceite a partir de una emulsion de lipidos usando surfactantes se proporcionan en los

gjemplos mas abajo.

La composicion lipidica obtenida se puede analizar por tn niimero de métodos, que

incluyen HPLC como se describe en el Ejemplo 6.

VII. Meétodo de produccion de combustibles adecuados para el uso en vehiculos dicsel

y motores de reaccion

Un interés creciente se dirige al uso de componentes de hidrocarburos de origen
biolégico en los combustibles, tales como biodiesel, diesel renovable y combustible de
reactor, ya que las materias primas bioldgicas renovables que pueden sustituir a las materias
primas derivadas de los combustibles fdsiles estdn disponibles, y su uso, por lo tanto, es
deseable. ILxiste una necesidad urgente de métodos para la produccién de componentes de
hidrocarburos a partir de materiales biologicos. La presente invencidon satisface esta
necesidad al proporcionar métodos para la produccion de biodiesel, diesel renovable y
combustible de reactor usando la composicion lipido:solvente orgénico o los lipidos descritos
en la presente descripcion como un material bioldgico para producir biodiesel, diesel

renovable y combustible de reactor.

Después de la extraccidn, la presente invencidén proporciona la ventaja de que el
aceite microbiano y el solvente orgénico (preferiblemente un aceite vegetal), pueden juntos
ser sometidos a un tratamiento quimico para la fabricacién de un combustible para uso en
vehiculos diesel y motores de reaccion. La capacidad de evitar la separacion del solvente

organico usado para la extraccién del aceite microbiano proporciona una ventaja significativa
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sobre los métodos tradicionales de extraccién de aceite, tal como la extraccion de hexano en
la que el hexano se debe destilar separado del aceite microbiano previo a cualquiera de las

etapas adicionales de procesamiento.

[0055] Los combustibles diesel tradicionales son destilados del petrdleo ricos
en hidrocarburos parafinicos. Ellos tienen intervalos de ebullicién tan amplios como de 370" a
780°F, los cuales son adecuados para la combustién en un motor de arranque por compresion,
tal como un vehiculo de motor diesel. La American Society of Testing and Materials
(ASTM), establece el grado de diesel de acuerdo con el intervalo de ebullicién, junto con los
intervalos permisibles de otras propiedades del combustibles, tales como el nimero de
cetano, punto de nube, punto de inflamacién, viscosidad, punto de anilina, contenido de
azufre, contenido de agua, contenido de cenizas, corrosion de la tira de cobre, y residuos de
carbono. Técnicamente, cualquier hidrocarburo destilado del material derivado a partir de la

biomasa que retna la especificacion ASTM conveniente se puede definir como diesel, o

biodiesel.

El combustible diesel se puede producir de la biomasa a través de varios tipos de
tecnologias. I.as materias primas para los combustibles diesel derivados de la biomasa
incluyen, pero no se limitan a, soja, semilla de colza, canola, palma, y aceites residuales de
cocina, junto con las grasas de animales. Los aceites de partida pueden ser también de origen
de algas. La capa lipido:solvente organico producida por el método de la presente invencion

puede servir como materia prima para producir biodiesel y diesel renovable.
A. Biodiescl

[0056] El biodiesel es un liquido que varia en color — entre dorado y marron
oscuro ~ en dependencia de la materia prima usada en la produccién. Es practicamente
inmiscible en agua, tiene un alto punto de ebullicién y baja presién de vapor. El biodiesel se
refiere a un combustible procesado equivalente al diesel para su uso en vehiculos con motor
diesel. El biodiesel es biodegradable y no téxico. Un beneficio adicional del biodiesel con

respecto a los combustibles diesel convencionales, es el menor desgaste del motor.

Tipicamente, el biodiesel comprende ésteres de alquilo de cadena corta. Varios
procesos convierten la biomasa o un lipido producido y aislado segun lo descrito en la
presente, en los combustibles diesel. Un método preferido para producir biodiesel es la
transesterificacion de un lipido como se describe en la presente. Un éster de alquilo de cadena

corta preferido para su uso como biodiesel es un éster metilico o éster etilico.
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[0057] El biodiesel producido por un método descrito en la presente se puede
usar solo 0 mezclado con combustible diesel convencional en cualquier concentracién en la
mayoria de los vehiculos modernos de motores a diesel. Cuando se mezcla con el
combustible diesel convencional (diesel), el biodiesel puede estar presente en
aproximadamente de 0.1% a aproximadamente 99.9%. Gran parte del mundo usa un sistema
conocido como el factor "B", para indicar [a cantidad de biodiesel en cualquier mezcla de
combustible. Por gjemplo, el combustible que contiene 20% de biodiesel se etiqueta como

B20. El biodiesel puro se refiere como B100.

[0058] El biodiesel también puede usarse como combustible de calefaccién en
calderas domésticas y comerciales. Las calderas de aceite que existen pueden contener partes
de caucho, y pueden requerir conversiéon para funcionar con biodiesel. . El proceso de
conversion es relativamente sencillo, el cual involucra el intercambio de las partes de caucho
por partes sintéticas debido a que el biodiesel es un fuerte solvente. Debido a su fuerte poder

solvente, el quemado del biodiesel incrementara la eficiencia de las calderas.

[0059] El biodiesel puede usarse como un aditivo en las formulaciones de
diesel para incrementar la lubricidad del combustible Ultra-Low Sulfur Diesel (ULSD) puro,

lo cual es ventajoso, ya que éste practicamente no tiene contenido de azufte.

[0060] El biodiesel es un mejor solvente que el petrodiesel y se puede usar
para separar los depésitos de los residuos en las lineas de combustible de los vehiculos que

previamente han funcionado con el petrodiesel.

1. Produccién de hiodiesel

El biodiesel se puede producir por transesterificacion de los triglicéridos contenidos
en la biomasa rica en aceite y grasas animales. La capa lipido:solvente organico o lipidos
producidos por el método de la presente invencién pueden servir como materia prima para
producir el biodiesel. Por lo tanto, en otro aspecto de la presente invencion se proporciona un
método para producir biodiesel. En una modalidad preferida, el método para la produccién
del biodiesel comprende las etapas de (a) lisar un microorganismo que contiene lipido para
producir un lisado; (b) tratar el lisado con un solvente organico durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir que el lipido del microorganismo se solubilice en el solvente
organico, donde mediante el lisado tratado con solvenie orgdnico se forma una mezcla
heterogénea; (c) separar la mezcla heterogénea en capas que comprenden una capa

lipido:solvente orgdnico, y una capa acuosa, (d) eliminar la composicién lipido:solvente
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organico de la composicién acuosa, composicién de emulsion, o composicién de sedimento
celular, y (¢) transesterificar la composicion lipido:selvente orgénico, por la cual el biodiesel
se produce. La composicion lipido:solvente orginico comprende ¢l solvente organico y los

lipidos microbianos,

Los métodos para cultivar un microorganismo, lisar un microorganismo para
producir un lisado, tratar el lisado en un medio que comprende un solvente organico para
formar una mezcla heterogénea y separar el lisado tratado en una composicién lipido:solvente
organico y una composicion acuosa o emulsionada se han descrito anteriormente y también

se pueden usar en el método de produccién de biodiesel.

Los lipidos y la composicién lipido:solvente organico, donde el solvente organico es
un triacilglicérido seleccionado como se describié anteriormente se pueden someter a la
transesterificacion para producir ésteres de 4cidos grasos de cadena larga utiles como
biodiesel. Las reacciones de transesterificacion preferidas se describen mas abajo e incluyen

transesterificacion catalizada por bases y transesterificacién usando lipasas recombinantes.

[0061] En un proceso de transesterificacion catalizada por bases, los
triglicéridos se hacen reaccionar con un alcehol, tal como metanol o etanol, en presencia de
un catalizador alcalino, tipicamente hidréxido de potasio. Esta reaccién forma ésteres

metilicos o etilicos y glicerina (glicerol) como un subproducto.

a) Proceso quimico general

[0062] Los aceites animales y vegetales se hacen tipicamente de triglicéridos
que son ésteres de dcidos grasos libres con el alcohol trihidrico, glicerol. En la
transesterificacion, el glicerol en un triacilglicérido (TAG) se sustituye por un alcohol de

cadena corta tal como e! metanol o el etanol. Un esquema de la reaccion tipica es el siguiente:

0-—CQCR,
cat. base
—QCR, =  R,CODEt + R,COOEt + R4CO0Et + CzHg(OH},
3 EtOH
0——0CR, Etil éster de &cidos grasos Glicerol
Triglicérido
[0063] En este esquema, el alcohol se desprotona con una base para hacerlo

un nucleéfilo mas fuerte. Cominmente, el etanol o metanol se usan en gran exceso (hasta 50
veces). Normalmente, esta reaccién se llevara a cabo de forma excesivamente lenta o no

ocurrira en lo absoluto. El calor, asi como un acido o una base, se pueden usar para ayudar a
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la reaccidon a que se lleve a cabo mas rapidamente. Il 4cido o la base no se consumen por la
reaccion de transesterificacion, por lo que no son reactivos sino catalizadores. Casi todo el
biodiesel se produce usando la técnica de catalizacidn con base, ya que ésta solo requiere
bajas temperaturas y presiones y produce por encima del 98% de rendimiento de conversion

(siempre y cuando el aceite de partida sea bajo en humedad y libre de 4cidos grasos).

Cualquiera de los 4cidos grasos libres en el aceite base se convierten en jabon y se
eliminan del proceso, o se esterifican (produciendo mas biodiesel) usando un catalizador
acido.

La forma més comin de transesterificacion usa el metanol para producir ésteres
metilicos, ya que es el alcohol mas barato disponible. El etanol se usa para producir biodiesel

de éster etilico. Los alcoholes superiores, tales como isopropanol y butanol se¢ pueden usar

también.

Un subproducto del proceso de transesterificacion es la produccidén de glicerol.
Aproximadamente por cada tonelada de biodiesel producido, se producen 100 kg de glicerol.
Este glicerol se puede usar como un componente quimico, y se puede usar también como una

fuente de carbono para fermentar los microorganismos.

b) Usando lipasas recombinantes

[0064] La transesterificacién también se ha llevado a cabo usando una enzima,
tal como una lipasa en lugar de una base. La transesterificacion catalizada por lipasa puede
realizarse, por ejemplo, a una temperatura entre la temperatura ambiente y 80°C, y una
proporcion molar de TAG al alcohol inferior mayor quel:1, prefereniemente 2:1, con mayor

preferencia 3:1, y con la maxima preferencia aproximadamente 3:1.

Las lipasas adecuadas para usar en la transesterificacion incluyen, pero sin limitarse
a, las enumeradas en la Tabla 11 mas abajo. Otros cjemplos de lipasas dtiles para la
transesterificacion se encuentran en, por ejemplo las patentes de Estados Unidos nums.

4,798,793; 4,940,845 5,156,963, 5,342,768; 5,776,741 y WO89/01032.

{0065] Tabla 11. Lipasas adecuadas para su uso en la transesterificacion.

La lipasa de Aspergillus niger ABG73614, lipasa B deCandida antarctica (novozym-435)
CAAS83122, lipase de Candida cylindracea AAR24090, lipasa de Candida lipolytica (Lipasa
L; Amano Pharmaceutical Co., Ltd.), lipasa de Candida rugosa (por ejemplo, Lipasa-OF;
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Meito Sangyo Co., Ltd.), lipasa de Mucor michei (Lipozyme IM 20), lipasa de Pseudomonas
Sfluorescens AAA25882, lipasa de Rhizopus japonicas (Lilipase A-10FG) Q7M4U7_1, lipasa
deRhizomucor michei B34959, lipasa de Rhizopus oryzae (Lipasa F) AATF32408, lipasa de
Serratia marcescens (Enzima SM) ABI13521, lipasa de Thermomyces lanuginosa

CAB38509, Lipasa P (Nagase ChemteX Corporation), y Lipasa QLM (Meito Sangyo Co.,
Ltd., Nagoya, Japén)

Un reto para usar una lipasa para la produccién de ésteres de 4cidos grasos
adecuados para el biodiesel es que el precio de la lipasa es mucho mayor que el precio del
hidroxido de sodio (NaOHM) usado por los procesos de base fuerte. Este reto se abordd
usando una lipasa inmovilizada, que se puede reciclar. Sin embargo, la actividad de la lipasa
inmovilizada debe mantenerse después de reciclarse por un niimero minimo de ciclos para
permitir un proceso basado en lipasa que compita con el proceso de base fuerte en términos
de costo de produccién. Las lipasas inmovilizadas se someten a envenenamiento por los
alcoholes inferiores tipicamente usados en la transesterificacion. La patente de los Estados
Unidos nim. 6,398,707 (concedida el 04 de junio 2002 a Wu y otros) describe los métodos
para incrementar la actividad de las lipasas inmovilizadas y la regeneracién de las lipasas

inmovilizadas con actividad reducida.

2. Normas

[0066] L.a norma intemacionai comun para el biodiesel es la EN 14214,
ASTM D6751, la norma de biodiesel mas comun que se referencia en los Estados Unidos y
Canad4. Alemania usa la norma DIN EN 14214 y el Reino Unido exige el cumplimiento de la
norma BS EN 14214,

Las pruebas industriales bésicas para determinar si los productos se ajustan a estas
normas tipicamente incluyen cromatografia de gases, HPLC, y otras. El biodiesel que cumple
las normas de calidad no es muy téxico, con un indice de toxicidad (DLsg) mayor de 50

ml/kg.

B. Diesel Renovable

El diesel renovable comprende una mezcla de alcanos, tales como C10:0, C12:0,
C14:0, C16:0 y C18:0 y asi, se distinguen del biodiesel. El diesel renovable de alta calidad se

obtiene conforme a la norma ASTM D 975.
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La capa lipido:solvente organico o lipidos producidos por los métodos de la
presente invencién pueden servir como materia prima para producir el diesel renovable. Los
lipidos producidos por los métodos de la presente invencién pueden servir como materia
prima para producir el diesel renovable. El diesel renovable se puede producir mediante al
menos tres procesos procesamiento hidrotérmico (hidrotratamiento) hidroprocesamiento y
licuefaccién indirecta. Estos procesos producen destilados no ésteres. Durante estos procesos,
los triglicéridos producidos y aislados como se describe en Ia presente, se descomponen a
alquenos de C16 y C18.

Asi, en otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método para
producir diesel renovable. En una modalidad preferida, el método para la produccion de
diesel renovable comprende las etapas de un método de produccion de diesel renovable que
comprende las etapas de: (a) lisar un microorganismo que contiene lipido para producir un
lisado; (b) tratar el lisado con un solvente organico durante un periodo de tiempo suficiente
para permitir que el lipido del microorganismo se solubilice en el solvente organico para
formar una mezcla heterogénea; (c) separar la mezcla heterogénea en una composicion
lipido:solvente organico, y una composicion acuosa, y opcionalmente, una composicién
emulsionada o composicion de sedimento celular; (d) eliminar la composicién lipido:solvente
organico de la composicion acuosa, composicion de emulsién, o composicién de sedimento
celular, y (e) tratar la composicién lipidica:organica para producir un alcano de cadena lineal,
por el cual el biodiesel se produce. La composicion lipido:solvente orgdnico comprende el

solvente organico y los lipidos celulares,

1. Hidrotratamicnto

En una modalidad preferida del método para la produccién de diesel renovable, el
tralamiento de la composicién lipido:solvente organico o los lipidos producidos y aislados
para producir un alcano de cadena lineal, se realiza mediante el hidrotratamiento de la
composicion lpido:solvente orgénico. En el procesamiento hidrotérmico, tipicamente la
biomasa se hace reaccionar en agua a una temperatura y presién elevadas para formar aceites
y residuos solidos. Las temperaturas de conversion son tipicamente de 570° a 660°F, con
presion suficiente para mantener el agua primariamente como un liquido, de 100 a 170
atmoésferas como estadndar. Los tiempos de reaccion son del orden de 15 a 30 minutos.
Después que la reaccion se compieta, los orgdnicos se separan del agua. De tal modo se

produce un destilado apropiado para el diesel.
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2. Hidroprocesamiento

Un diesel renovable, denominado "diesel verde" se puede producir a partir de acidos
grasos por la tecnologia de hidrotratamiento tradicional. Los aceites que contienen
triglicéridos se pueden hidroprocesar ya sea como co-alimento con petréleo o como un
alimento especifico. El producto es un combustible diesel Premium que no contiene azufre y
que tiene un nimero de cetano de 90-100. De este modo, en otra modalidad preferida del
método para la produccién de diesel renovable, el tratamiento de la composicién
lipido:solvente organico o los lipidos producidos y aislados para producir un alcano de
cadena lineal, se realiza mediante el hidrotratamiento de la composicién lipido:solvente

orgénico.

[0067] Las refinerias de petréleo usan el hidroprocesamiento para eliminar las
impurezas mediante el tratamiento de las fuentes con hidrogeno. Las temperaturas de
conversion del hidroprocesamiento son tipicamente de 600° a 700° F. Las presiones son

normalmente de 40 a 100 atmdsferas. Los tiempos de reaccion son del orden de 10 a 60

minutos.

[0068] Los catalizadores solidos se emplean para aumentar ciertas velocidades
de reaccién, mejorar la selectividad de determinados productos, y optimizar el consumo de

hidrégeno.

[0069] El hidrotratamiento y el hidroprocesamiento en fltima instancia
conducen a una reduccién en el peso molecular de la fuente. En el caso de los aceites que
contienen ftriglecéridos, la molécula de triglicéridos se reduce a cuatro moléculas de
hidrocarburos bajo las condiciones de hidroprocesamiento: una molécula de propano y tres
moléculas de hidrocarburo, tipicamente en el intervalo de C12 a C18. En algunos métodos, la
primera etapa del tratamiento de un triglicérido es el hidroprocesamiento para saturar los
dobles enlaces, seguido por desoxigenacién a temperatura elevada en presencia de hidrogeno
y un catalizador. En algunos métodos, la hidrogenacion y desoxigenacién ocurren en la
misma reaccion. En otros métodos la desoxigenacion ocurre antes de la hidrogenacion. La
isomerizacién se realiza entonces opcionalmente, también en presencia de hidrégeno y un
catalizador. Finalmente, los gases y los componentes de nafta se pueden eliminar si se desea.
Por ejemplo, ver las patentes de los Estados Unidos nims. 55,475,160 (hidrogenacién de
triglicéridos); 5,091,116 (desoxigenaci6én, hidrogenacién y eliminacién de gas); 6,391,815

{(hidrogenacién); y 5,888,947 (isomerizacion).
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3. Licuefaccion indirecta

[0070] Un diesel tradicional ultra bajo en azufre se puede producir a partir de
cualquier forma de biomasa mediante un proceso de dos pasos. Primero, la biomasa se
convierte en un gas sintético, una mezcla gaseosa rica en hidrogeno y monéxido de carbono.
Entonces el gas sintético se convierte cataliticamente en liquido. Tipicamente, la produccidn
de liquidos se logra usando la sintesis de Tischer-Tropsch (FT). Esta tecnologia se aplica al
carbon, gas natural y aceites pesados. De este modo, atn en otra modalidad preferida del
método para la produccion de diesel renovable, el. tratamiento de la composicion
lipido:solvente organico o los lipidos producidos y aislados para producir un alcano de
cadena lineal, se realiza mediante la licuefaccion indirecta de la composicion lipido:solvente

organico.

C. Combustible de reactor

El uso anual de combustible de reactor en los Estados Unidos en el 2006 fue
aproximadamente de 21 mil millones de galones (aproximadamente 80 millones de litros). El
combustible del avion es de transparente a color pajizo. El combustible mas comun es un
combustible a base de aceite sin plomo/parafina clasificado como Aeroplane A-1, el cual se
produce para un conjunto especificaciones normalizadas a nivel internacional. El combustible
de avion es una mezcla de un gran niimero de diferentes hidrocarburos, posiblemente tanto
como mil o mas. El intervalo de su tamafio (peso molecular o nimeros de carbono) esta
limitado por los requerimientos para el producto, por ejemplo, el punto de congelacién o el
punto de humo. El combustible de avion tipo Kerosone (incluyendo el Jet A y el Jet A-1)
tiene una distribucion del ntimero de carbonos entre aproximadamente 8 v 16 numeros de
carbono. El combustible de avidn de tipo nafta o wide-cut (incluyendo el Jet B) tipicamente
tiene una distribucién del nimero de carbonos entre aproximadamente 5 y 15 nameros de

carbonos.

Ambos aviones (Jet A y jet B) pueden contener un nimero de aditivos. Los aditivos
Utiles incluyen, pero sin limitarse a, antioxidantes, agentes antiestaticos, inhibidores de la
corrosion, y agentes inhibidores de la congelacion del sistema de combustible (FSII). Los
antioxidantes previenen el engomado y usualmente se basan en fenoles alquilados, por
gjemplo, AO-30, AO-31, o AO-37. Los agentes antiestaticos disipan la electricidad estatica y
evitan las chispas. El Stadis 450 con 4acido dinonilnaftilsulfonico (DINNSA) como

ingrediente activo, es un ejemplo. Los inhibidores de la corrosion, por ejemplo, el DNI-4A,
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se usa para combustibles civiles y militares y el ICD-6A se usa para combustibles militares.

Los agentes I'SII incluyen, por ejemplo, el Di-EGME.

Una solucion es mezclar los combustibles de algas con el combustible de reactor
existente. La presente invencién proporciona una solucién. La capa lipido:solvente organico
o lipidos producidos por el método de la presente invencion pueden servir como materia
prima para producir el combustible de reactor. Por lo tanto, en otro aspecto de la presente
invencion, se proporciona un método para producir combustible de reactor. Por consiguiente,
se proporcionan dos métodos para la produccion del combustible de reactor a partir de la capa
lipido:solvente organico o lipidos producidos por ¢l método de la presente invencién, el

craqueo catalitico fluido (FCC) y la hidrodesoxigenacién (HDO).
1. Craqueo catalitico fluido

[0071] El craqueo catalitico fluido (FCC) es un método que se usa para
producir olefinas, especialmente propileno a partir de fracciones pesadas del crudo. Existen
reportes en la literatura de que los aceites vegetales tal como el aceite de canola se pueden
procesar usando ¢l FCC para dar una corriente de hidrocarburos ttiles como un combustible

de gasolina.

La capa lipido:solvente organico o lipidos producidos por el método de la presente
invencion se puede convertir en olefinas C,-Cs. El proceso involucra el flujo de la capa
orgénica lipido:solvente o los lipidos producidos a través de una zona de FCC y se recoge una
corriente del producto compuesta de olefinas, que es til como un combustible de reactor. La
capa lipido:solvente organico o lipidos producidos se ponen en contacto con un catalizador de
craqueo en condiciones de craqueo para proporcionar una corriente de producto que

comprende las olefinas C,-Cs e hidrocarburos ttiles como combustible de reactor.

Por lo tanto, en atin otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método
para producir combustible de reactor. En una modalidad preferida, el método para la
produccion de combustible de reactor comprende las etapas de (a) lisar un microorganismo
que contiene lipido para producir un lisado; (b) tratar el lisado con un solvente orgénico
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que el lipido del microorganismo se
solubilice en el solvente organico para formar una mezcla heterogénea; (¢) y una
composicion acucsa, y opcionalmente, una composicién emulsionada o composicién de
sedimento celular; (d) eliminar la composicién lipido:solvente organico de la composicién

acuosa, composicion de emulsion, o composicién de sedimento celular; y (e) tratar la
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composicion lipido:solvente organico para producir una olefina C2-C5, a través de la cual se
produce el biodiesel. La composicion lipido:solvente orgdnico comprende el solvente

organico y los lipidos celulares.

En una modalidad preferida del método para la produccion de un combustible de
reactor, la etapa (f) se realiza mediante la fluidez de la composicion lipido:solvente organico
a través de una zona de craqueo catalitico fluido. La etapa (f) podria comprender, ademas
contactar la composicion lipido:solvente orgdnico con un catalizador de craqueo en
condiciones de craqueo para proporcionar una corriente de producto que comprende las

olefinas C;-Cs .

[0072] En ciertas modalidades de este método, puede ser deseable eliminar los
contaminantes que pueden estar presentes en la composicion lipido:solvente organico. De
este modo, antes de la etapa (f) fluir la composicién lipido:solvente organico a través de una
zona de craqueo cafalitico fluido, }a composicion lipido:solvente orginico se trata
previamente. El tratamiento previo podria involucrar el contacto de la composicion
lipido:solvente orgdnico con una resina de intercambio idnico. La resina de intercambio
16nico es una resina de intercambio idnico 4cida, tal como Amber]ystTM-IS y se puede usar
como lecho en un reactor a través del cual fluye la composicion lipido:solvente organico, ya
sea hacia arriba o hacia abajo. Otros tratamientos previos pueden incluir lavados con 4cidos
leves por contacto de la composicion lipido:solvente orginico con un 4cido, tal como el 4cido
sulfirico, acético, nitrico o clorhidrico. El contacto se realiza con una solucion diluida del

acido, por lo general a temperatura ambiente y a presidn atmosférica.

La composicidn lipido:solvente orgénico, opcionalmente sometida a un tratamiento
previo, se hace fluir a una zona de FCC, donde los componentes hidrocarburos se craquean a
olefinas. El craqueo catalitico se¢ lleva a cabo poniendo en contacto la composicidn
lipido:solvente orgdnico en una zona de reaccién con un catalizador compuesto de un
material particulado finamente dividido. La reaccion es de craqueo catalitico, a diferencia del
hidrocraqueo, y se lleva a cabo en ausencia de hidrogeno afiadido o consumo de hidrégeno.
A medida que avanza la reaccion de craqueo, cantidades sustanciales de coque se depositan
en ¢l catalizador. El catalizador se regenera a altas temperaturas por 1a quema del coque del
catalizador en una zona de regeneracion. El catalizador que contiene coque, que se refiere en
la presente como "catalizador coquizado”, se transporta continuamente desde la zona de

reaccion a la zona de la regeneracion para regenerarse y reemplazarse por un catalizador
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regenerado esencialmente libre de coque a partir de la zona de regeneracién. La fluidizacion
de las particulas del catalizador mediante varias corrientes gaseosas permite el transporte del
catalizador entre la zona de reaccion y la zona de regeéneracion. Los métodos para el craqueo
de los hidrocarburos, tal como los de la composicion lipido:solvente organico descritos en la
presente, en una corriente fluidizada del catalizador, el transporte del catalizador entre las
zonas de reaccion y de regeneracion, y la combustién de coque en el regenerador, son bien
conocidos por los expertos en la técnica de los procesos de FCC. Las aplicaciones del FCC
ilustrativos y los catalizadores Utiles para craquear la composicion lipido:solvente organico
para producir olefinas de C;-Cs son descritos en las patentes de los Estados Unidos nums.

6,538,169, 7,288,685, las cuales se incorporan en su totalidad como referencia.

En una modalidad, el craqueo de la composicion lipido:solvente organico de la
presente invencion, se lleva a cabo en la seccion del elevador o, altemativamente, la seccidn
del elevador, de la zona de FCC. La composicién lipido:solvente organico se introduce en el
elevador por una tobera lo que resulta en la vaporizacion rapida de la composicién
lipido:solvente orgdnico. Antes de contactar el catalizador, la composicién lipido:solvente
organico normalmente tendrd una temperatura de aproximadamente 149°C a
aproximadamente 316°C (300°F a 600°F). El catalizador se hace fluir desde un recipiente de
mezclado hasta el elevador, donde entra en contacto con la composicion lipido:solvente

organico durante un tiempo de aproximadamente 2 segundos o menos.

El catalizador mezclado y los vapores de la composicion lipido:solvente organico
reaccionada se descargan desde la parte superior del elevador a través de una salida y se
separan en una corriente de vapor del producto craqueado que incluye las olefinas y una
coleccién de particulas del catalizador cubiertas con cantidades sustanciales de coque que se
refiere generalmente como "catalizador coquizado” En un esfuerzo por minimizar el tiempo
de contacto de la composicidn lipido:solvente organico y el catalizador, que puede promover
una conversién adicional de los productos deseados a otros productos no deseados, se puede
usar cualquier disposicién de separadores, tal como una disposicion de brazo en espiral, para
eliminar el catalizador coquizado de la corriente del producto rapidamente. El separador, por
ejemplo, el separador de brazo en espiral, se sitda en una porcién superior de una cdmara con
una zona de extraccion situada en la porcién inferior de la cdmara. El catalizador separado
por el arreglo del brazo en espiral, gotea en la zona de extraccién. La corriente de vapor del
producto craqueado que comprende los hidrocarburos craqueados que incluyen olefinas

ligeras y algin catalizador, salen de la camara a través de un conducto que esta en
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comunicacion con los ciclones. Los ciclones eliminan los restos de particulas del catalizador
de la corriente de vapor del producto para reducir las concentraciones de particulas a niveles
muy bajos. La corriente de vapor del producto entonces sale de la parte superior del
recipiente de separacién. El catalizador, separado por los ciclones, se devuelve al recipiente
de separaciéon y luego a la zona de extraccién. La zona de extraccién elimina los

hidrocarburos adsorbidos de la superficie del catalizador por el contacto a contracorriente con

el vapor.

[0073] LLa baja presién parcial de los hidrocarburos opera a favor de la
produccién de olefinas ligeras. En consecuencia, la presion del elevador se establece a
aproximadamente de 172 a 241 kPa (25 a 35 psia) con una presién parcial de hidrocarburos
de aproximadamente 35 a 172 kPa (5 a 25 psia), con una presién parcial de hidrocarburos
preferida de aproximadamente 69 a 138 kPa ( 10 a 20 psia). Esta presion parcial,
relativamente baja para los hidrocarburos, se logra mediante el uso de vapor como un
diluyente en la medida en que el diluyente es 10 a 55 % en peso de la composicién
lipido:solvente organico y preferentemente aproximadamente 15 % en peso de la
composicion lipido:solvente organico. Otros diluyentes, tales como gas seco, se pueden usar

para alcanzar presiones parciales de hidrocarbures equivalentes.

[0074] La temperatura de la corriente de craqueo en la salida del elevador sera
de aproximadamente 510°C a 621°C (950°F a 1150°F). Sin embargo, las temperaturas de
salida del elevador por encima de 566°C (1050°F) producen mas gas seco y més olefinas
mientras que las temperaturas de salida del elevador por debajo de 566°C (1050°F) producen
menos etileno y propileno. Por consiguiente, se prefiere para llevar a cabo el proceso de FCC
a una temperatura preferida de aproximadamente 566°C a aproximadamente 630°C, presion
preferida de aproximadamente de 138 kPa a aproximadamente 240 kPa (20 a 35 psia). Otra
condicion para el proceso es la relacion del catalizador con respecto a la composicion
lipido:solvente organico la cual puede variar de aproximadamente 5 a aproximadamente 20y

preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 15.

En una modalidad del método para producir un combustible de reactor, la
composicidn lipido:solvente orgdnico se introduce en la seccion del elevador de un reactor de
FCC. La temperatura en la seccion del elevador estardA muy caliente y se encuentra en el
intervalo de aproximadamente 700°C (1292°F) a aproximadamente 760°C (1400°F) con una

relacion del catalizador con respecto a la composicion lipido:solvente organico de
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aproximadamente 100 a aproximadamente 150. Se prevé que la introduccion de la
composicion lipido:solvente orgénico en la secciéon del elevador producird cantidades

considerables de propileno y etileno.

Los productos hidrocarburos liquidos y gaseosos producidos pueden analizarse por

cromatografia de gases, HPLC, etc.

2. Hidrodesoxigenacion

En otra modalidad del método para producir un combustible de reactor usando la
composicion lipido:solvente orgénico o los lipidos producidos como se describe en la
presente, la estructura de la composicién lipido:solvente organico o de los lipidos se rompe
por un proceso conocido como hidrodesoxigenacion (HDO). Como tal, la ctapa (f) se realiza

porhidrodesoxigenacion de la composicion lipido:solvente organico.

[0075] La HDO significa la eliminacién de oxigeno por medio de hidrégeno,
es decir, el oxigeno se elimina mientras que se rompe la estructura del material. Los dobles
enlaces olefinicos se hidrogenan y todos los compuestos de azufre y nitrégeno se eliminan.
La eliminacién de azufre se llama hidrodesulfuracion (HDS). El tratamiento previo y la
pureza de las materias primas (composicion lipido:solvente organico o los lipidos)

contribuyen a la vida til del catalizador.

Generalmente en la etapa de HDO/HDS, el hidrogeno se mezcla con la materia
prima de alimentacion (composicién lipido:solvente orgénico o los lipidos) v después la
mezcla se pasa a través de un lecho del catalizador, como un flujo de co-corriente, ya sea
como una materia prima de alimentacién en una sola fase, una fase doble. Después de la
HDO/etapa de HDS, la fraccién del prdducto se separa y se pasa a un reactor de
isomerizacion separado. Un reactor de isomerizacién para material de partida biolégico se

describe en la literatura (FI 100 248) como un reactor de co-corriente.

El proceso para producir un combustible por hidrogenacién de una alimentacion de
hidrocarburo, por ejemplo, la composicién lipido:solvente orgénico o los lipidos en la
presente descripcion, también se puede realizar pasando la composicién lipido:solvente
organico o los lipidos como un flujo de co-corriente con gas de hidrégeno a través de una
primera zona de hidrogenacion, y posteriormente el efluente del hidrocarburo se hidrogena
adicionalmente en una segunda zona de hidrogenacién, pasando gas de hidrégeno a la

segunda zona de hidrogenacién como un flujo a contracorriente con respecto al efluente del
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hidrocarburo. Las aplicaciones ilustrativas de la HDO y de los catalizadores utiles para
craquear la composicion lipido:solvente organico para producir olefinas de C,-C; se
describen en la patente de los Estados Unidos ntim. 7,232,935 la cual se incorpora en su

totalidad como referencia.

Tipicamente, en la etapa de hidrodesoxigenacion, la estructura del componente
biolégico, tal como la composicion lipido:solvente orgdnico o los lipidos de la presente
descripcion, se descompone, el oxigeno, el nitroégeno, los compuestos de fésforo y de azufre y
los hidrocarburos ligeros como gas se eliminan, y los enlaces olefinicos se hidrogenan. En la
segunda etapa del proceso, es decir, en la etapa llamada de isomerizacién, se lleva a cabo la
isomerizacion para la ramificacidn de la cadena del hidrocarburo y se mejora el rendimiento

de la parafina a bajas temperaturas.

En la primera etapa, es decir, en la etapa de HDO del proceso de craqueo, el gas de
hidrégeno y la composicién lipido:solvente organico o los lipidos de la presente descripcion
que deben hidrogenarse se pasan a un sistema de lecho del catalizador de HDO ya sea como
flujos de co-corriente o contracorriente, dicho sistema de lecho del catalizador comprende
uno o mas lechos de catalizadores, preferentemente 1-3 lechos de catalizador. La etapa de
HDO tipicamenie funciona de una manera en co-corriente. En el caso de un sistema de lecho
del catalizador de HDO, el cual comprende dos 0 mas lechos de catalizadores, uno o mas de

los Jechos pueden funcionar usando el principio de flujo a contracorriente.

[0076] En la etapa de HDO, la presion varia entre 20 y 150 bar,
preferentemente entre 50 y 100 bar, y la temperatura varia entre 200 y 500°C,

preferentemente en el intervalo de 300-400°C.

[0077] En la etapa de HDO, se pueden utilizar los catalizadores de
hidrogenacion conocidos que contienen metales del grupo VII y/o VIB del sistema periédico.
Preferentemente, los catalizadores de hidrogenacién son catalizadores soportados de Pd, Pt,
Ni, NiMo o un catalizador CoMo, siendo el soporte alimina y/o silice. Tipicamente se usan
los catalizadores NiMo/Al,O3 y CoMo/AlLO;.

Antes de la etapa de HDO, la composicion lipido:solvente organico los lipidos de la
presente descripcion pueden tratarse, opcionalmente, por prehidrogenacion en condiciones
mas suaves, evitdndose asi reacciones secundarias de los dobles enlaces. Dicha
prehidrogenacion se lleva a cabo en presencia de un catalizador de prehidrogenacion a

temperaturas de 50 a 400°C y a presiones de hidrégeno de 1 a 200 bar, preferentemente a una
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temperatura entre 150 y 250°C y a una presion de hidrégeno entre 10 y 100 bar. El
catalizador puede contener metales del grupo VIII y/o VIB del sistema periddico.
Preferentemente, el catalizador de prehidrogenacion es un catalizador soportado de Pd, Pt, Ni,

NiMo o un catalizador CoMo, el soporte es alimina y/o silice,

[0078] Una corriente gaseosa a partir de la etapa de HDO que contiene
hidrogeno se enfria y.luego los compuestos de mondxido de carbono, dioxido de carbono,
nitrogeno, fosforo y azufre, hidrocarburos ligeros gaseosos y otras impurezas, se eliminan de
la misma. Después de la compresion, el hidrogeno purificado o el hidrégeno reciclado se
retornan de vuelta al primer lecho del catalizador y/o entre los lechos de catalizadores para
compensar la corriente del gas eliminado. El agua se elimina a partir del }iquido condensado.

Il liquido se pasa al primer lecho del catalizador o entre los lechos de los catalizadores.

[0079]  Después de la etapa de HDO, el producto se somete a una etapa de
isomerizacién.  Es importante para el proceso que las impurezas se eliminen -tan
completamente como sea posible antes de que los hidrocarburos se pongan en contacto con el
catalizador de isomerizacion. La etapa de isomerizacién comprende una etapa opcional de
separacion, en la cual el producto de reaccion de la etapa de HDO se puede purificar por
separacién con vapor de agua o un gas adecuado, tal como hidrocarburos ligeros, nitrégeno o
hidrégeno. La etapa opcional de separacion se Heva a cabo en forma de contracorriente en
una unidad ubicada corriente arriba del catalizador de isomerizacién, en la cual el gas y el
liquido estan en contacto uno con el otro, o antes del reactor de isomerizacién existente en

una unidad de separacién independiente que utiliza el principio de contracorriente.

Después de la etapa de separacion, el gas de hidrogeno y la composicion
lipido:solvente organico hidrogenadada o los lipidos de la presente descripcion y
opcionalmente una mezcla de n-parafina, se pasan a una unidad de isomerizacion reactiva que
comprende uno o varios lechos de los catalizadores. Los lechos de los catalizadores de la

etapa de isomerizacioén pueden operar en forma de co-corriente o contracorriente,

[0080] Es importante para el proceso que el principio de flujo a
contracorriente se aplique en la etapa de isomerizacién. En la etapa de isomerizacion, esto se
hace llevando a cabo cualquier etapa de separacion opcional o la etapa de la reaccién de

isomerizacion o ambas en forma de contracorriente,

[0081] La etapa de isomerizacion y la etapa HDO se pueden llevar a cabo en

el mismo recipiente de presion o en recipientes de presién separados. La prehidrogenacion
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opcional se puede llevar a cabo en un recipiente de presion separado o en el mismo recipiente

de presién que las etapas de HDO y de isomerizacién.

[0082] En la etapa isomerizacion, la presion varia en ¢l intervalo de 20-150
bar, de preferencia en el intervalo de 20-100 bar, la temperatura es entre 200 y 500°C,

preferentemente entre 300 y 400°C.

[0083] En la etapa de isomerizacién, los catalizadores de isomerizacién
conocidos en la materia se pueden usar. Los catalizadores de isomerizacién adecuados
confienen e tamiz molecular y/o un metal del grupo VII y/o un vehiculo. Preferentemente, el
catalizador de isomerizacién contienc SAPO-11 o0 SAPO41 o ZSM-22 o0 ZSM-23 o ferrierita
y Pt, Pd o Ni y ALO; y Si0;. Los catalizadores de isomerizacion tipicos son, por ejemplo,
Pt/SATO-11/AL0;, Pt/ZSM-22/A1,0,, P/ZSM-23/A1,05 y P/SAPO-11/Si0,.

Como producto, se obtiene un componente hidrocarbure de alta calidad de origen
biolégico, 1itil como un combustible diesel o un componente de éste, la densidad, el nimero

de cetano y el rendimiento a baja temperatura de dicho componente hidrocarburo es

excelente.
VIII. COMPOSICIONES

Otro propésito de la presente invenciéon es proporcionar composiciones que
comprenden lipidos aislados mediante el uso de los métodos descritos en la presente. Una
composicion preferida comprende (i) un primer lipido aislado a partir de un microorganismo,

y (i) un segundo lipido, donde el segundo lipido se obtiene a partir de una fuente que no sea

el microorganismo.

E! primer lipido se puede aislar de cualquiera de los microorganismos descritos en

la presente.

A. Primeros Lipidos

Los métodos de la presente invencion son aplicables a la extraccion de una variedad
de lipidos a partir de una variedad de microorganismos. LLos microorganismos descritos en la
presente producen una variedad de lipidos, tales como fosfolipidos, 4cidos grasos libres,
ésteres de acidos grasos, incluyendo triglicéridos de acidos grasos, esteroles, pigmentos (por
ejemplo, carotenoides y oxicarotenoides) y otros lipidos, compuestos asociados a lipidos,
tales como fitoesteroles, ergotionina, dcido lipoico y antioxidantes que incluyen betacaroteno

y tocoferol. Los primeros lipidos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, triglicéridos C8,
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C10, C12, C14, Cl16 y C18, lipidos que contienen &4cidos grasos omega-3 altamente
insaturados tales como el 4cido docosahexanoico (DHAY), 4cido eicosapentanoico (EPA), y/o
acido docosapentanoico (DPA). Los primeros lipidos incluyen también el acido araquidénico,
4cido estearidonico, colesterol, desmesterol, astaxantina, cantaxantina, y 4cidos grasos
altamente insaturados n-6 y n-3 tales como el 4cido -eicosapentanoico, acido
docosapentanoico y el 4cido docosahexanoico. Otros lipidos y microorganismos que podrian
ser adecuados para el uso en la presente invencioén seran ficilmente evidentes para aquellas

personas expertos en [a técnica.

Los primeros lipidos preferidos son lipidos que contienen una cantidad

relativamente grande de acidos grasos C18 y C16.
: C18:1

En una modalidad preferida de la presente invencién, el primer lipido de una
composicién comprende al menos 50% de un lipido C18:1, de preferencia al menos 60%, y

con mayor preferencia al menos 80%.

2. CI0,C12yCl4

En otra modalidad preferida de la presente invencidn, el primer lipido de una
composicién comprende al menos 10% de un lipido C10:0, C12:0 y C14:0 combinados, de
preferencia al menos 15%, con mayor preferencia al menos 20%, y con méixima preferencia

al menos 30%.

B. Segundos lipidos

El segundo lipido puede ser cualquier aceite, opcionalmente seleccionado del grupo
que consiste en aceite de soja, colza, canola, palma, coco, maiz, residuos vegetales, sebo de
China, oliva, girasol, semilla de algodén, grasa de pollo, sebo de buey, sebo porcino,
microalgas, macroalgas, Cuphea, lino, cacahuate, grasa blanca selecta, manteca de cerdo,
Camelina sativa, semilla de mostaza, nuez de marafion, avena, lupino, kenaf, caléndula,
cafiamo, caf¢, semilla de lino, avellanas, euforbia, semillas de calabaza, cilantro, camelia,
ajonjoli, cartamo, arroz, arbol del tung, cacao, copra, amapola del opio, semillas de ricino,
nuez pacana, jojoba, jatrofa, nueces de macadamia, nueces del Brasil, y aguacate. Un
segundo lipido preferido es un aceite de coco. Otro segundo lipido preferido es un aceite de
palma o aceite de soja. Un segundo lipido puede ser, édemés, el combustible fosil tales como

el aceite crudo o una fraccidn destilada del petrdleo.
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C. Composiciones que comprenden un primer lipido y un segundo lipide

El primer lipido y el segundo lipido se pueden proporcionar en diferentes
proporciones. En una modalidad preferida, la proporcion del primer lipido al segundo lipido
esta entre 1 y 100. En otra modalidad preferida, la proporcién del primer lipido al segundo
lipido estd entre 1 y 10. En otra modalidad preferida, la proporcién del primer lipido al
segundo lipido es de aproximadamente 1. En otra modalidad preferida, la proporcién del

segundo lipido al primer lipido estd entre 10 y 1.

Las modalidades adicionales de Ia presente invencion incluyen los componentes
funcionales opcionales que podrian permitir a un experto en la técnica realizar cualquiera de

las variaciones del método descrito en la presente.

A pesar de que la invencién anterior se describié en algin detalle a modo de
tlustracién y ejemplo para claridad y comprensién, sera evidente para un experto en la técnica
a la luz de las ensefianzas de esta invencién que ciertas variaciones, cambios, modificaciones
y sustitucion de equivalenies pueden realizarse sin necesidad de apartarse del espiritu y
alcance de esta invencion. Como resultado, las modalidades descritas en la presente estan
sujetas a diversas modificaciones, cambios, y similares, siendo el alcance de esta invencién
determinado solamente con referencia a las reivindicaciones adjuntas a ésta. Aquellos
expertos en la técnica reconoceran facilmente una variedad de parametros poco criticos que

se pueden cambiar, alterar o modificar para producir resuitados esencialmente similares

Aunque cada uno de los elementos de la presente invencidon se describen en la
presente descripcion conteniendo miultiples modalidades, debe entenderse que, a menos que
se indique de cualquier otra forma, cada una de las modalidades de un determinado elemento
de la presente invencion es susceptible a ser usado con cada una de las modalidades de los
otros elementos de la presente invencidén y se pretende que cada uso de ese tipo forme una

modalidad diferente de la presente invencion.

Las patentes, solicitudes de patentes y literatura cientifica referenciadas incluyendo
los nimeros de acceso a las secuencias de la base de datos del GenBank, referidos en la
presente descripcion se incorporan como referencia en su totalidad como si cada publicacién
individual, patente o solicitud de patente se indicaran especifica ¢ individualmente para ser
incorporadas como referencia. Cualquier discrepancia entre las referencias citadas en la
presente descripcion y las enseiianzas especificas de esta especificacion se deberd resolver a

favor de esta ultima. Del mismo modo, cualquier discrepancia entre una definicién de una
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palabra o una frase comprendida en la técnica y una definicidn de la palabra o frase como se
ensefia especificamente en esta especificacion se debera resolver a favor de esta ultima. Las
publicaciones mencionadas en la presente descripcion se citan con el fin de describir y
divulgar los reactivos, metodologias y conceptos que se pueden usar en relacién con la
presente invencion. Nada en la presente se debe interpretar como una admisién de que estas
referencias son materia anterior en relacién con las invenciones descritas en la presente. En
particular, las solicitudes de patente siguientes se incorporan como referencia en su totalidad
a todos los efectos: la solicitud provisional de Estados Unidos num. 61/028,493, presentada el
13 de febrero de, 2008, titulada “Extraccién de lipidos a partir de microorganismos”;
solicitud provisional de Estados Unidos nam, 61/036,918, presentada el 14 de marzo de 2008,
titulada “Métodos de separacion de aceite”; solicitud provisional de Estados Unidos nim.
61/043,318, presentada el 8 de abril 'de 2008, titulada “Fraccionamiento de biomasa que
contiene aceite™; solicitud de patente PCT mim. PCT/US2009/066142, presentada el 30 de
noviembre de 2009, titulada “Produccién de aceites adaptados en heterétrofo
microorganismos”; y solicitud de patente PCT nim. PCT/US2009/066141, presentada el 30
de noviembre de 2009, titulada “Fabricacién de aceites adaptados en microorganismos

heterdtrofos recombinantes”.

[0084] A pesar de que esta invencién se describié en relacién con
modalidades especificas, se entenderd que es capaz de modificaciones adicionales. La
presente invencion tiene ademds una amplia variedad de aplicaciones, Esta solicitud pretende
cubrir cualquier variacion, los usos o adaptaciones de la invencién siguiendo, en general, los
principios de la invencién y se incluyen tales desviactones de la presente descripcién que
vienen dentro de la practica conocida o habitual en la materia a la que pertenece Ia invencién

y como se puede aplicar a las caracteristicas esenciales anteriormente expuestas.

IX. EJEMPLOS

Ejemplo 1:  Cultivo de microalgas para lograr alto contenido de aceite

[0085] Las cepas de microalgas se cultivaron para lograr un alto porcentaje de
aceite por peso seco de células. Las células criopreservadas se descongelaron a temperatura
ambiente y 500 pl de células se afiadieron a 4.5 ml de medio (4.2 g/l de K;HPOy, 3.1 g/l de
NaH;PO4, 0.2 g/l de MgSQO4 + 7TH0, 0.25 g/l de 4cido citrico monohidrato, 0.025 g/l de
CaCl, 2H,0, 2 g/ de extracto de levadura) mas 2% de glucosa y crecieron durante 7 dias a

28°C con agitacion (200 rpm) en una placa de 6 pocillos. El peso seco de las células se
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determind por centrifugacién de 1 ml de cultivo a 1.4000'rpm durante 5 min en un tubo
Eppendorf pre-pesado. El sobrenadante de cultivo’ se desechd y el sedimento celular
resultante se lavé con 1 ml de agua desionizada. El cultivo se centrifugd de nuevo, se desechd
el sobrenadante, y el sedimento de células se colocé a -80°C hasta que se congeld. Las
#5  muestras se liofilizaron después por 24 horas y se calcularon los pesos secos de las células.
| Para la determinacién de lipidos totales en los cultivos, se retiraron 3 ml de cultivo y se

sometieron a anélisis mediante el uso de un sistema de' Ankom (Ankom Inc., Macedon, NY),

segun el protocolo del fabricante. Las muestras se sometieron a extraccion por solventes con

un extractor Ankom XTI10 segiin el protocolo del fabricante. Los lipidos totales se
; determmaron como la diferencia de masa entre las muestras secas hidrolizadas con 4cido y

las muestras secas extraidas con disolvente. Las mediciones del porcentaje de aceite del peso
* " \,gn

seco de las células se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Porcentaje de aceite por peso seco celular para microalgas.

??9"1?,-17 '

Especie

Cepa % Aceite Cepa #

Chlorelta kessleri UTEX 387 3942 4
Chlorella kessleri UTEX 2229 54.07 5
- . Chlorella kessleri UTEX 398 41.67 6
"Parachlorella kessleri SAG 11.80 37.78 7
Parachlorella kessleri SAG 14.82 50.70 3
Parachlorella kessleri SAG21.11 H9 37.92 9
Prototheca stagniora UTEX 327 13.14 10
Prototheca moriformis UTEX 1441 18.02 11
Prototheca moriformis UTEX 1435 27.17 12
* Chlorella minutissima UTEX 2341 31.39 13
Chlorella protothecoides ~ UTEX 250 34.24 1
Chlorel]a protothecoides  UTEX 25 40.00 2
rella protothecoides ~ CCAP 211/8D 47.56 3
Chlorella sp. UTEX 2058 45.32 14
Chloirhgflla sp. CCAP211/92 46.51 5
Chlorella sorokiniana SAG211.40B 46.67 I6
,Parach]ore]la beijerinkii SAG 2046 30.98 17
Chlorella luteoviridis SAG 2203 37.88 18
Chlorella vulgaris CCAP211/11K 35.85 19
Chlorella reisiglii CCAP11/8 31.17 20
Chlorella epllipsoidea CCAP 211/42 32.93 21
Chlorella saccharophila CCAP211/31 34.84 22
Chlorella saccharophila CCAP 211732 30.51 23

Cultivo de Chlorella protothecoides
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Se realizaron tres procesos de fermentacion con tres formulaciones diferentes del
medio con el objetivo de generar biomasa de algas con alto contenido de aceite. La primera
formulacién (Medio 1) se basé en el medio descrito en Wu y otros. (1994 Science in China,
vol, 37, nim. 3, pp. 326-335) y consisti6 por litro de: KH,PO4, 0.7g; Ko;HPO,, 0.3g; MpSO;-
TH,0, 0.3g; FeS04-7TH,0, 3mg; hidrocloruro de tiamina, 10 pg; glucosa, 20g; glicina, 0.1g;
H3BO;, 2.9mg; MnCl-4H,0, 1.8mg; ZnS04-7H,0, 220pg; CuS04-5H20, 80ug; y NaMoQy-
2H,0, 22.9mg. El segundo medio (Medio 2) se derivé a partir de el medio del frasco descrito
en el Ejemplo 1 y consistié por litro de: KoHPO4, 4.2g; NaH,POy, 3.1g; MgS04-7H,0, 0.24g;
acido citrico monohidrato, 0.25g; cloruro célcico anhidro, 25mg; glucosa, 20g; extracto de
levadura, 2p. I terer medio (Medio 3) fue un hibrido y consistié por litro de: K;HPO4, 4.2g;
Nal,PO,, 3.1g; MgS804-7TH,0, 0.24g; 4cido citrico monohidrato, 0.25g; cloruro calcico
anhidro, 25mg; glucosa, 20g; extracto de levadura, 2g; H3BO;, 2.9mg; MnCl,-4H,0, 1.8 mg;
ZnS04-7H,0, 220pug; CuS04-5H,0, 80pg; y NaMoO,4-2H,0, 22.9mg. Las formulaciones de
los tres medios se prepararon y esterilizaron en autoclave en recipientes fermentadores a
escala de laboratorio por 30 minutos a 121°C. Se afiadié glucosa estéril a cada recipiente

siguiendo con la esterilizacién en autoclave con efriamiento posterior.,

El inoculo para cada fermentador fue Chlorella protothecoides (UTEX 250),
preparada en dos etapas del frasco usando las condiciones de medio y temperatura del
fermentador inoculado. Cada fermentador se inoculé con 10% (v/v) del cultivo semi-
logaritmico. Los tres fermentadores a escala de laboratorio se mantuvieron a 28°C por la
duracién del experimento. El crecimiento celular de microalgas en ¢l Medio 1 se evalud
también a una temperatura de 23°C. Para todas las evaluacioneé de fermentacién, el pH se
mantuvo en 6.6-6.8, agitaciones a 500 rpm, y flujo de aire en 1 vvm. Los cultivos de
fermentacion se cultivaron durante 11 dias. La acumulacion de biomasa se midié mediante la

densidad optica a 750 nm y el peso seco celular.

La concentracién de lipido/aceite se determind mediante la transesterificacion
directa con los métodos estandares de cromatografia de gases. Brevemente, las muestras de
caldo de fermentacién con biomasa se secaron en un papel secante y transfirieron a tubos de
centrifuga y secaron en un horno de vacio a 65-70°C durante 1 hora. Cuando las muestras se
secaron, 2 ml de H,SO4 al 5% en metanol se afiadié a los tubos. Los tubos se calentaron
después en un bloque térmico a 65-70°C durante 3.5 horas, mientras se agitaron y sonicaron
de forma intermitente. 2ml de heptano se afladieron después y los tubos se agitaron

vigorosamente. 2MI de K;COs al 6% se afiadié y los tubos se agitaron vigorosamente para
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mezclar y centrifugar después a 800 rpm durante 2 minutos . El sobrenadante se transfirié
después a viales de GC que contienen el agente de secado Na;SO4 y corrié usando los
métodos de cromatografia de gases. El por ciento de aceite/lipido se basé en una base de peso
seco celular. El peso seco celular por células cultivadas usando: Medio 1 a 23°C fue 9.4g/1;
Medio 1 a 28°C fue 1.0g/l, Medio 2 a 28°C fue 21.2¢/l; y Medio 3 a 28°C fue 21.5g/l. La
concentracién lipido/aceite por células cultivadas usando: Medio 1 a 23°C fue 3g/t; Medio 1 a
28°C fue 0.4g/l; Medio 2 a 28°C fue 18 g/l; y Medio 3 a 28°C fue 19g/l. El porcentaje de
aceite basado en el peso seco celular por células cultivadas usando: Medio 1 a 23°C fue 32%;
Medio 1 a 28°C fue 40%; Medio 2 a 28°C fue 85%; y Medio 3 a 28°C fue 88%. Los perfiles
de lipido (en % del area, después de normalizar al estandar interno) para la biomasa de algas
generadas usando las formulaciones de los tres medios diferente a 28°C se resumen mas

abajo en la Tabla 13.

Tabla 13. Perfiles de lipido para Chlorella protothecoides cultivadas bajo diferentes

condiciones del medio.

Medio 1 28°C Medio 2 28°C Medio 3 28°C
(en % del Area) (en % del Area) {en % del drea)

C14:0 1.40 0.85 0.72
C16:0 8.71 775 7.43
Ci6:1 - 0.18 0.17
C17:0 -- 0.16 0.15
Ci17:1 - 0.15 0.15
C18:0 3.77 3.66 4.25
Ci8:1 73.39 72.72 73.83
C18:2 11.23 12.82 1141
C18:3 alfa 1.50 0.90 1.02
C20:0 - 0.33 0.37
C20:1 - 0.10 0.39
C20:1 - 0.25 --

C22:0 -~ 0.13 0.11

Ejemplo 3: Genotipado de microalgas con alto _contenido de aceite

Las muestras de microalgas de las 23 cepas enumeradas en la Tabla 12
anteriormente se genotiparon. El ADN genomico se aislé a partir de la biomasa de algas de
la siguiente manera. Las células (aproximadamente 200 mg) se centrifugaron a partir de
cultivos liquidos por 5 minutos a 14,000 x g. Las células se resuspendieron después en agua
destilada estéril, se centrifugaron por 5 minutos a 14,000 xg y se deseché el sobrenadante.
Una sola perla de vidrio de ~ 2 mm de didmetro se ailadié a la biomasa y los tubos se
colocaron a -80 °C durante al menos 15 minutos. Las muestras se retiraron y se afiadieron

150 pl de tampdn de molturacion (Sarkosil 1%, sacarosa 0.25 M, NaCl 50 mM, EDTA 20

97

AR



10

15

20

25

30

mM, Tris-HC1 100 mM, pH 8.0, ARNasa A 0.5 pg/ul). Los sedimentos se resuspendieron
con una breve agitacion, seguido por la adicion de 40 pl de NaCl 5M. Las muestras se
agitaron brevemente, seguido por la adicién de 66 ul de CTAB 5% (bromuro cetil
trimetilamonio) y una agitacién breve final. Las muestras se incubaron después a 65°C
durante 10 minutos después de lo cual se centrifugaron a 14,000 x g durante 10 minutos. El
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se extrajo una vez con 300 pl de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico a 12:12:1, seguido por la centrifugacién durante 5
minutos a 14,000 x g. La fase acuosa resultante se transfirié a un tubo nuevo que contenia 0.7
vol de (~ 190 pl), se mezcld por inversion y se incubd a temperatura ambiente durante 30
minutos o toda la noche a 4 °C. El ADN se recuperd a través de la centrifugacion a 14,000 x
g durante 10 minutos. El precipitado resultante se lavo dos veces con 70% etanol, seguido de
un lavado final con 100% etanol. Los sedimentos se secaron al aire durante 20-30 minutos a

temperatura ambiente, seguido de la resuspensién en 50 pl de TrisCl 10 mM, EDTA 1 mM
(pH 8.0).

[0086] Cinco pl del ADN total de algas, que se prepard como se describi6
anteriormente, se diluyeron 1:50 en Tris 10 mM, pH 8.0. Las reacciones de PCR, de voiumen
final de 20 pl, se establecieron de la siguiente manera. Diez pl de la mezcla maestra iProof
HF 2 x (BIO-RAD) se afiadieron a 04 ul del cebador SZ02613 (5°-
TGTTGAAGAATGAGCCGGCGAC-3’ ‘(sec. con num. de ident.: 5) a una concentracién
patron de 10 mM). Esta secuencia del cebador corre de la posicion 567-588 en el nim. de
acceso 143357 del Gen Bank y estd altamente conservada en los genomas de plantas
superiores y plastidios de algas. Esto se sigui6 con la adicién de 0.4 ul del cebador SZ02615
(5’-CAGTGAGCTATTACGCACTC-3" (sec. con nim. de ident.: 6) a la concentracién
patrén de 10 mM). Esta secuencia del cebador es complementarta a la posicion de 1112-1093
en el nliim. de acceso 143357 del Gen Bank y es muy conservada en los genomas de plantas
superiores y plastidios de algas. A continuacion, se afiadieron 5 pl del ADN tota! diluido y
3.2 ul dH;0. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo de la siguiente manera: 98°C, 45",
98°C, 8", 53 °C, 12", 72°C, 20" por 35 ciclos seguidos de 72°C durante 1 min y se mantuvo a
25°C. Para la purificacion de los productos de la PCR, se afiadieron a cada reaccion 20 pl de
Tris 10 mM, pH 8.0, seguido por la extracciéon con 40 pl de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico 12:12: 1, la agitacién y centrifugacion a 14,000 x g durante 5 minutos. Las
reacciones de PCR se aplicaron a columnas S-400 (GE Healthcare) y se centrifugaron durante

2 minutos a 3,000 x g. Los productos de la PCR purificados posteriormente se clonaron en
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TOPO en el PCR8/GW/TOPO y los clones positivos se seleccionaron en placas LB /Spec. El
ADN del plasmido purificado se secuencié en las dos direcciones usando cebadores M13
directo e inverso. Las secuencias de las cépas 1-23 (designadas en el Ejemplo 1, Tabla 12) se

enumeran como sec. con nams. de ident.: 7-29 en el listado de secuencias anexo.

Ejemplo4:  ADN genémico del ARNr 23S de Chilorella protothecoides v

Prototheca
El ADN gendmico de 8 cepas de Chlorella protothecoides (UTEX 25, UTEX 249,
UTEX 250, UTEX 256, UTEX 264, UTEX 411, CCAP 211/17 y CCAP 211/8d) se aislé y
realiz6 el analisis de ADN gendémico del ARNr 23S de acuerdo con los métodos descritos
anteriormente en el Ejemplo 3. Todas las cepas de Chiorella protothecoides probadas fueron
1dénticas en secuencia a excepcion de UTEX 25. Las secuencias de las ocho cepas se listan

como sec. con nim. de ident.: 30 y 31 en el listado de secuencias adjunto.

La secuencia genomica del ARNr 23s para Prototheca moriformis UTEX 1436 (sec.
con num. de ident.: 32) se compard también con otras especies de Profotheca (UTEX 1435,
UTEX 1437, y UTEX 1439) y las cepas de Chlorella protothecoides descritas anteriormente.
La comparacién mostré que la secuencia genémica del ARNr 23S para Prototheca

moriformis UTEX 1436 fue diferente a los otros genotipos de Profotheca (sec. con nim. de

ident.: 33).

Ejemplo 5:  Diversidad de cadenas de lipidos en especies de microalgas

Las muestras de lipido de un subconjunto de cepas cultivadas en el Ejemplo 1,
Tabla 12 se analizaron para el perfil de lipidos usando HPLC. Los resultados se muestran

mas abajo en la Tabla 14,

[0087] Tabla 14. Diversidad de cadenas de lipidos en especies de microalgas

Cepn # C:14:0 C:16:0 C:16:1 C:18:0 C:18:1 C:18:2 C:18:3 C:20:0 C:20:1

dela

Tabla 12 .

1 0.57 10.30 0 3.77 70.52 14.24 1.45 0.27 0

2 0.61 8.70 0.30 242 71.98 1421 1.15 0.20 024
4 0.68 9.82 0 2.83 65.78 1294 1.46 0 0

5 1.47 21.96 0 4.35 22.64 9.58 52 388 i3
10 0 12.01 0 0 50.33 17.14 0 0 0
1t 1.4% 29.44 0.7¢ 3.05 57.72 1237 0.97 0.33 0

12 1.09 25.77 0 2.75 54.01 11.90 244 0 0
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Ejemplo 6: Extraccién de lipidos de microalgas usando aceite de coco

1.  Produccion cclular

Un lote de tanque-F de Chlorella protothecoides (aproximadamente 1,200 galones)
se uso para generar biomasa durante los procesos de extraccion. El lote (# ZA07126) se dejé
correr durante 100 horas, controlando a la vez los niveles de glucosa a 16 g/l, después de
cuyo tiempo se terminé la alimentacion de jarabe de maiz. Los niveles residuales de glucosa
descendieron a <0 g/l dos horas después. Esto resulté en una edad final de 102 horas. El
volumen final del caldo fue de 1,120 galones. Tanto los controles de contaminacién en el
proceso como un analisis exhaustivo de una muestra final de caldo no pudie.ron mostrar

cualquiera de los signos de contaminacion.

2. Rﬁptura celular

Las células liofilizadas de Chlorella protothecoides se resuspendieron a 200 g/l con
agua DI, que contiene 20 g/l de KOH. Esta suspension celular se autoclaved a 130°C durante
30 minutos y se enfrié a temperatura ambiente. Una muestra de 10 ml de este material se
sonicé con un sonicador Misonix 3000 equipado con una micropunta en el nivel 7. La
suspension se sonico durante 6 minutos en un ciclo de 30 segundos de encendido/apagado
para un total de 3 ciclos. Mds del 70% de la ruptura se observé por analisis microscépico.
Una alicuota de esta suspension (1 ml de muestra) se centrifugd a 14 K rpm durante 15 min.
Tres capas se observaron: un sedimento de solidos pesados, una fase acuosa y una fase de

emulsion. No se observé la capa de aceite.

Se realiz6 un segundo conjunto de experimentos en una variedad de tiempos de
sonicacion buscando la eficacia de la ruptura celular para lograr la méxima ruptura celular.
Las muestras de 6 ml de células de Chlorella protothecoides preparadas como se describié
anteriormente se sonicaron usando un sonicador Misonix 3000 equipado con una micropunta
en el nivel 8 con intervalos de tiempo de 20 segundos de encendido y 20 segundos de
apagado. Los tiempos de sonicacién se extendieron desde 10 minutos, 20 minutos y 30
minutos y todos se realizaron con las muestras en hielo. Las muestras fueron centrifugadas
después a 4300 rpm durante 30 minutos, Tres capas se observaron: un sedimento de solidos
pesados, una fase acuosa y una fase de emulsiéon. No se observéd la capa de aceite. Cada
intervalo de tiempo de muestreo se analizé también cualitativamente para la ruptura celular
mediante la bisqueda de células enteras en el lisado bajo el aumento de 100x. No se

observaron células enteras en ninguno de los intervalos de tiempo de muestréo, indicando que
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10 minutos de sonicacién fue suficiente para lograr la maxima ruptura celular. Las
micrografias del lisado bajo el aumento mostraron gotas de aceite y restos celulares
consistentes de organeclos y membranas celulares rotas. En la inspeccion adicional de los
sedimentos celulares de cada una de las muestras se demostré que no se observaron células

enteras, sélo restos celulares,

3. Purificacion del aceite de algas para el control

El aceite de Chlorella protothecoidesse obtuvo a partir de biomasa seca a través de
la extraccion con hexano usando métodos estéandares conocidos en la técnica (ver, por
ejemplo, las patentes de Estados Unidos 5,567,732; 6,255,505; y Yamada y otros, Industrial
applications of single cell oils, Eds. Kyle y Ratledge, 118-138 (1992)).

4.  Andlisis HPLC de los perfiles de Acidos grasos
Las concentraciones de acidos grasos y los perfiles de (i) células de Chlorella, (i)
aceite de algas puras, (iii) aceite de coco puro, y (iv) muestras de aceite extraido se

determinaron por HPLC.

Una muesira de 50 ul de la suspension celular de Chlorella lavada (200 g/l) (antes
del tratamiento caustico y de calor; ver anteriormente) se hidrolizé por la incubacién a 80°C
en una solucion saturada de isopropanol/KOH durante 4 horas. Las células se centrifugaron
después a 14 K rpm durante 10 minutos y el hidrolizado se cargé en una columna de HPLC.
Las muestras se analizaron mediante un HPLC Aligent 1100, usando el siguiente método.
Las muestras se derivatizaron con bromuro de bromofenacilo (60 mg/ml) y se cargaron en
una columna Luna Su C8 (2) 100A 150x2 mm (Phenomenex). Las muestras se eluyeron de
la columna usando un gradiente de agua a 100% de acetonitrilo:tetrahidrofurano (95:5). Las
sefiales se detectaron usando un detector de matriz DAD a una longitud de onda de 254 nm.
El resultado de dicho anélisis detallando los perfiles de lipidos para los aceites puros (aceite
de algas y coco), establecidos por separado (es decir, sin mezclarlos entre si), se muestra en la
Figura 1. Este resultado demuestra que los perfiles lipidicos del aceite puro de algas y aceite
de coco son diferentes. Tal que, el aceite de coco se puede usar como un solvente organico
para extraer los lipidos a partir de microalgas y el por ciento de lipidos extraidos se puede

determinar (ver mas abajo).

5. Construccion y validacion de las curvas tedricas
Los dcidos grasos de las mezclas de aceite puro de algas extraidas de Chlorella y el

aceite de coco se midieron como porcentajes del total de lipido y se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Contenido de acido graso como porcentaje det lipido total.

% Aceite
de coco | % Aceite C18:1 Cl12 Cl4 Cl18:1/C12 C18:1/C14
de algas
0 100 59 0.01 1.00 5,900 59.00
2 98 57.9 1.09 8.14 53.13 7.12
5 85 56.3 2.71 8.39 20.76 6.71
10 90 53.5 541 8.81 9.89 6.08
20 80 48.0 10.81 9.64 4.44 4.98
25 75 453 13.51 10.06 3.35 4.5
40 60 37.0 21.61 11.31 1.71 3.27
50 50 31.5 27.01 12.15 1.17 2.59
60 40 26.0 32.40 12.98 0.80 2.00
27 25 17.8 40.5 14.23 0.44 1.25
80 20 15.0 43.2 14.65 0.35 1.02
89.75 10.25 9.6 48.47 15.46 0.20 0.62
94.75 5.25 6.9 51.17 15.88 0.13 0.43
100 0 4 54 17.00 0.07 0.24

En el aceite puro de algas, el 59% del total de acidos grasos son del tipo C18:1, el
0.01% son del tipo C12, y el 1% son del tipo C14. El 39.99% de 4cidos grasos de algas
restantes son C10:1, C10, C18:3, C18:2, C16 o 4cidos grasos C18, la mayoria siendo acidos
grasos C18:2 (ver Figura 1). En el aceite puro de coco, el 4% de los acidos grasos son del tipo
C18:1, el 54% son del tipo C12, y el 17% son del tipo C14. El 25% restante son C10:1, C10,
C18:3, C18:2, C16 o 4acidos grasos C18 (ver Figura 1). Al mezclar el aceite de algas con
aceite de coco, cambia la proporcion de los respectivos acidos grasos. Por ejemplo, en una
mezcla 1:1 de aceite puro de algas y aceite puro de coco, el 31.5% del total de acidos grasos
son del tipo C18:1 (donde la mayoria es a parlir del aceite de algas), 27.01% son del tipo C12
(que son casi exclusivamente a partir del aceite de coco), y 12.15% son del tipo C14 (donde
la mayoria es a partir del aceite de coco). Esta tabla de referencia es util para determinar el
por ciento de 4cidos grasos de algas y el por ciento de dcidos grasos de coco en el andlisis por
HPLC de una composicién lipido:solvente organico obtenida a partir de la capa més ligera de

un lisado de biomasa de microalgas que se ha sometido a centrifugacion.

Una curva se construyé basada en el total esperado de C18:1 vs C12 0 C14 en una
mezcla de los dos aceites puros, es decir, aceite de algas y aceite de coco. Las medidas
tedricas para ambas curvas se validaron mediante el andlisis por HPLC de una mezcla 1:1 de

aceite puro de algas para aceite puro de coco que deberia resultar en un 50% de cada
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proporcién. El valor medido del C18:1 para C12 y C14 fue del 51% y 65% respectivamente
cuando se ajusta a la curva correspondiente (Figura 2). '

6.  Separacion del aceite microbiano a partir de una emulsién usando un

solvente organico (Ejemplo del aceite de coco)

Con el fin de liberar el aceite del lisado de Chlorella el aceite de coco se afiadié a un
1 ml de material celular de Chlorella desestabilizado en proporciones de 3:1, 1:1, 1:3 y 1:10
(aceite de algas para aceite de coco), se mezcl6 bien y calent6 durante 15 min a 70°C y se
centrifugd después durante 15 min a 14 K rpm en una microcentrifuga. Tras la centrifugacién
se observaron cuatro capas: un sedimento de sélidos pesados, una fase acuosa, una fase de
emulsién, una fase de aceite. Después, la fase de aceite se separé de las otras capas con
pipeta. La fase de aceite incluyd una mezcla de aceite de algas y aceite de coco de los que una
alicuota se sometieron a andlisis por HPLC. La medicion de aceite de algas en la suspension
se baso en el contenido de aceite de las células. Los controles incluyeron (i) 3 mg de aceite
puro de algas, (ii) 3 mg de aceite puro de coco, y (iii) una mezcla 1:1 de aceite puro de algas

y aceite puro de coco. Una muestra de 5 pl de cada uno se analizé mediante HIPLC.

7.  Resultados

El contenido de aceite de la masa celular de partida (CM) fue aproximadamente
30% determinado por HPLC. El aceite de coco se us6 para extraer los lipidos a partir de una
suspension celular de Chlorella desestabilizada (200 g/l fue de suspension) en mezclas de
3:1, 1:1, 1:3 y 1:10 (aceite de algas para coco). Las muestras de este experimento incluyeron:
(1) 3 mg de aceite puro de algas (control); (2) 3 mg de aceite puro de coco (control); (3)
mezcla 1:1 de 3 mg de cada aceite puro (control); (4 ) CM (1 ml) + aceite de coco (3:1); (5)
CM (1 ml; + aceite de coco (1:1); (6) CM (1 ml) + aceite de coco (1:3); (7) CM (1 ml) +
aceite de coco (1:10); y (8) CM (1 ml). |

Ninguna capa de aceite se presentd en la muestra sin aceite de coco (8). La
composicidn de acidos grasos (expresado como él % de acido grasos en el total lipidico) de
los controles de aceite puro y cada una de las mezclas de extraccion (experimentos (1) (7)) se

muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Composicién de dcido graso de las mezclas de extraccion y controles de

aceite puro.

% Acido Aceite de Aceite de 1:1 Mezcla C.p/Caceite( ] C.p/Caceite | C.p/Caceite{ | C.p/C.aceite
graso del algas (1) coco (2) e accite de 31 (4) {1:1} (5} 1:3) {6) {(1:1 (D)
tntal nigas y nceite
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de coco (3)
Clo:1 0% 1% [0y 0% 0% 0% 0%
Cl0 0% 10% 5% 9% 10% 0% 10%
Cl2 0% 56% 27% 50% 53% 53% 54%
Cl18:3 4% 0% 1% 0% 0% 0% 0%
Cl4 1% 18% 9% 18% 17% 18% 18%
C18:2 25% 1% 11% 1% 1% 1% 1%
C16 11% 8% 9% 8% 8% 8% 8%
Cl8:1 59% 4% 33% 11% §% 8% 6%
CI18:0 0% 2% 4% 3% 3% 3% 2%

C.p., Chlorella protothecoides; C.aceite, aceite de coco

Las proporciones de C18:1 para C12 y C14 se calcularon y ajustaron en el grafico
tedrico (ver anteriormente y en la Figura 2). La eficacia de extraccion del aceite de coco se
determind mediante la division del por ciento de aceite de algas calculado (de la curva
tedrica) por el por ciento esperado (contenido de aceite en el material de partida). La
eficacia de extraccion se extendid de 44%.en la mezcla 1:10 (aceite de algas para aceite de
coco) (ver experimento (7) anterior) a un 16% en la mezcla de 3:1 (ver experimento (4)
anterior) como se determino a partir de los datos de C18 1 a C12 (Tabla 17). De este modo,
cuanto mayor sea el por ciento de aceite de coco en el procedimiento de extraccién, mayor es

el rendimiento de la extraccién de los lipidos a partir de Chorella.

Tabla 17. Eficiencia de extraccion como una funcion de la fraceidn de aceite de

€oCo.

% aceite de Medido % Medido % extraccion
algasenla Ci81acCl2 (C18:1/C12)
extraccion

o 0.12 4.0 44%

25 (6) 0.14 6.0 24%

50 (5) 0.16 7.0 14%

75 (4) - 0.22 12.0 16%

El intervalo de la eficiencia de extraccion fue del 33% (ver experimento (7)
anterior) a un 14% (ver experimento (4) anterior) como se determind a partir de los datos
C18:1 a C14 (Tabla 18). De este modo, cuanto mayor sea el por ciento de aceite de coco en el
procedimiento de extraccion, mayor es el rendimiento de la extraccion de los lipidos a partir

de Chorella.

Tabla 18. Eficiencia de extraccién como una funcién de la fraccion de aceite de

COCo.
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% aceite de Medido % Medido % extraccion
algasen la Cl8:1aCil4 (C18:1/C14)
extraccion

9(7) 0.35 3.0 33%

25 (6) 0.43 53 21%

50 (5) 0.47 6.3 13%

75 (4) 0.62 103 14%

Los experimentos anteriores demostraron que un solvente organico (en este caso el
aceite de coco) extrajo de manera eficiente los lipidos de una masa celular de algas para

producir una composicién lipido:solvente orgénico.

5 Un conjunto de experimentos adicionales se realizaron para observar la eficacia de
la extracci6n de lipidos de una suspension celular desestabilizada de Chlorella protothecoides
(sonicacion) usando cuatro surfactantes para desestabilizar la emulsion Los surfactantes que
se usaron en esie estudio fueron: oleamida DEA (NINOL 201), laurelamida DEA (NINOL
55LL), laurelamida DEA (NINOL 96L) y cocoamida DEA (NINOL 40CO). Cada surfactante

10 se afiadi6 en las concentraciones de 0.2%, 0.5% y 1.0% de las suspensiones de lisado celular
. y se colocaron en una estufa a 55°C durante 15 horas. Cada tubo se centrifugé después a
4200 rpm durante 20 minutos. En cada muestra se¢ pudo observar cuatro fases: una fase

solida, una fase acuosa, y la capa de emulsion y una capa de aceite en la parte superior. Las

muestras de control negativo sin afiadir surfactante no produjeron fase de aceite visible, pero

15 produjeron sélo las capas sélida, acuosa y de emulsion. Las capas de aceite de cada una de las
muestras tratadas con surfactante se pipetearon cuidadosamente y pesaron para determinar los
rendimientos globales de aceite. Los resultados se resumen mds abajo en la Tabla 19. Estos
resultados muestran que un solvente organico, tal como un surfactante, extrae eficientemente

los lipidos a partir de la biomasa de algas que contiene lipido para producir una composicion

20 lipido: solvente organico.

. Tabla 19. Uso de surfactantes para extraer lipidos a partir de biomasa de algas.
Nombre del MiNOL | mMINOL | NINOL MINOL NINOL NINOL NINOL NINOL NINOL MINOL NINOL NINOL.
surfactante 201 204 201 55LL S5LL 55LL 40C0 40C0 40C0 965L. 865L 965L
Oleamida ol k. fal) ik L Laurelzmid L i [of - C X C il L ida 1 ! 1
Surfactanta DEA DEA DEA DEA a DEA a DEA DEA DEA DEA CEA a DEA aDEA
Porcentajs viv 1.0% 0.5% 02% 1.0% 0.5% 0.2% 1.0% 0.5% 0.2% 1.0% 0.5% 0.2%
Aceite en ferm gt 62 62 52 62 62 62 62 52 62 52 82 £2
{0} Aceite en 5 ml dg
fuestra (ledrico) 0.31 031 0.3 0.31 0.31 0.31 0.31 0.31 0.31 03t 0.31 0.34
Tamperatura {C} 55 55 56 55 55 55 55 585 55 55 55 58
Tiompo (h} 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
TOTAL
Aceite en la muestra
| {a 0.183 0:237 0.041 0,262 0.012 0.026 0.276 0.082 0.000 0.288 0,035 0.000
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Ejemplo 7:  Lisis de Chlorella Protfothecoides

1.  Produccién de biomasa

Un tanque-F de Chlorella protothecoides (aproximadamente 1,200 galones) se usé
para generar biomasa durante los procesos de extraccion. El lote (# ZA07126) se dej6 correr
durante 100 horas, controlando a la vez los niveles de glucosa a 16 g/l, después de cuyo
tiempo se termind la alimentacion de jarabe de maiz. Los niveles residuales de glucosa
descendieron a <0 g/l dos horas después. Esto resultd en una edad final de 102 horas. El
volumen final del caldo fue de 1,120 galones.Tanto los controles de contaminacién en el
proceso como un analisis exhaustivo de una muestra final de caldo no pudieron mostrar

cualquiera de los signos de contaminacion.

2. Tratamiento quimico y térmico
Las células se resuspendieron en agua a una concentracion de biomasa de 150 g/l y
alicuotaron en tubos de 27 x 5 ml, Cada tubo se condicioné por la matriz mas abajo en la

Tabla 20.

Tabla 20. Tratamiento quimico/térmico de la matriz.

Tubo | Condicién [KOH] mN {H2SO4] mN | Temp, 30 min |
1 Control 0 0 25°C
2 40 mN KQOH 40 0 25°C
3 80 mN KOH 80 0 25 °C
4 120 mN KOH 120 0 25°C
5 160 mN KOH 160 0 25°C
6 40 mN H,80, 0 40 25 °C
7 80 mN H,50, ¢ 80 25°C
8 120 mN H,80, 0 120 25°C
9 160 mN H,50, 0 160 25°C
10 Control : 0 0 65 °C
11 40 mN KOH 4() 0 65 °C
12 80 mN KOH 30 0 65 °C
13 120 mN KOH 120 0 65 °C
14 160 mN KOH 160 0 65 °C
15 40 mN H,50, 0 40 65 °C
16 80 mN H,S0, 0 80 65 °C
17 120 mN H,50, 0 120 65°C
13 160 mN H,80, 0 160 65 °C
19 Control 0 0 130 °C
20 40 mN KOH 40 0 130 °C
21 80 mN KOH 80 0 130 °C
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22 120 mN KOH 120 0 130 °C
23 160 mN KOH 160 0 130°C
24 40 mN H,80, 0 40 130 °C
25 80 mN H,80, 0 80 130 °C
26 120 mN H,50, 0 120 130 °C
27 160 mN 1,80, 0 160 130 °C

Después del tratamiento, una muestra de 1.5 ml se centrifugd a 14 K rpm durante 15

minutos, y se midié el tamafio de cada una de las capas resultantes.

3. Lavado con agua de la cmulsion

Un nuevo conjunto de muestras se generaron bajo condiciones para las muestras de
21-27 usando un total de 10 m] de suspensién celular, y alicuotaron en muestras de 3 x 3 ml.
Las emulsiones resultantes se aislaron en tubos nuevos de 15 ml, y se sometieron al posterior

esquema de lavado con agua de acuerdo con la Tabla 21.

Tabla 21. Matriz de lavado con el agua de la emulsién.

Lavado 1 Lavado 2
Proporcién volumen de :
lavado con Proporcién volumen de
Muestra agua:emulsion lavado con aguazemulsién
21 lal tal
22 lal lal
23 lal lal
24 lal lal
25 lal lal
26 lal lal
27 lal lal

Proporcioén volumen de

lavado con Proporcién volumen de
Muestra agua:emulsién lavado con agua:emulsién
21 5al 5al
22 5al 5al
23 5al 5al
24 5al 5al
25 5al Sal
26 5al 5al
27 5al 5al

PProporcién volumen de

lavado con Proporcién volumen de
Muestra agua.emulsion lavado con agua:emulsién
21 10al 10a |
22 i0al 10al
23 10a i0al
24 [0al 10al
25 10al 10al
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26 10al 10al
27 10a i 0al

El agua se afiadi6 a la emulsidn, se mezcl6 y centrifugd a 4,400 rpm durante 10

minutos. A continuacion del primer lavado, la fase acuosa se eliminé, y se realizé un segundo

lavado con agua en la misma proporcién, se mezelo y centrifugd a 4,400 rpm durante 10
minutos. A continuacién del tratamiento, las emulsiones se observaron para la apariencia de

una capa visible de aceite.

4,  Sonicacion

Un muestreo de las condiciones (muestras # 1, 9, 10, 14, 18, 19, 23, 27) a partir de
la matriz de tratamiento quimico/calor se sonicaron utilizando un sonicador Misonix 3000
equipado con una micro punta en el nivel 7. La suspensién se sonicd durante 3 minutos en un
ciclo de 30 segundos de encendido/20 segundos de apagado. Después del tratamiento, una
muestra de 1.5 ml se centrifugd a 14 K rpm durante 15 minutos y se midié el tamafio de cada

una de las capas resultantes.

5. Congelacién de la emulsion

Las muestras que generan emulsiones se sometieron a congelacion a — 20°C durante
>24 horas. A continuacién de la congelacion, las muestras se descongelaron a temperatura
ambiente, se mezclaron y centrifugaron a 4,400 rpm durante 10 minutos. Las muestras

estudiadas se enumeran en la Tabla 22.

Tabla 22. Emulsiones usadas en el cliclo de congelacion.

Muestra Sonicada
160 mN HCl, 130 °C por 30 min S, ciclo de 30 min
120 mN HCI, 130 °C por 30 min No
160 mN KGH 130 °C por 30 min 51, ciclo de 30 min
Sin quimicos, 130 °C por 30 min Si, ciclo de 30 min
Sin quimicos, sin calor 51, cicle de 30 min

A continuacion del tratamiento, las emulsiones se observaron para la apariencia de

una capa visible de aceite.

6. Experimentos de tratamiento enzimatico #1
Varias enzimas se evaluaron como un método alternativo de ruptura celular. Estas
enzimas, todas obtenidas de Sigma Aldrich, fueron Hemicelulasa (P/N H2125), Pectinasa

(P/N P2401), celulasa (C9422), y Driselasa (D9515). Cinco ml de material celular se preparo
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de diferentes concentraciones de biomasa, e intercambié en el buffer. Las concentraciones

enzimaticas se prepararon después como se describe en la Tabla 23.

Tabla 23. Matriz para el tratamiento de la enzima.

Temp. de | Tiempo de
Enzima conc. | incubacion, | incubacidn, Tampon de [BM]

Enzima (%) °C h incubacion g/l
Hemicelulasa 1% 25°C 12 100 mM Acetato, pH 4.6 150
Pectinasa 1% 25 °C 12 100 mM Acetato, pH 4.6 150
Celulasa 1% 25°C 12 100 mM Acetato, pH 4.6 150
Driselasa 1% 25°C 12 100 mM Acetato, pH 4.6 150

Coctel de las 4 enzimas 1% de cada una 25°C 12 100 mM Acetato, pH 4.6 150
Hemicelulasa 1% 37°C ! 100 mM Acetato, pH 4.6 150
Pectinasa 1% 37°C 1 100 mM Acetato, pH 4.6 150
Celulasa 1% 37°C 1 100 mM Acetato, pH 4.6 150
Driselasa 1% 37°C 1 100 mM Acetato, pH 4.6 150

Coetel de las 4 enzimas 1% de cada una 37°C 1 100 mM Acetato, pH 4.6 150
Hemicelulasa/Driselasa 4%/2% 37°C 12 50 mM Citrato, pH 4.5 150
Hemicelulasa/Driselasa 4%/2% 50°C 12 50 mM Ciirato, pH 4.5 150
Hemicelulasa/Driselasa 4%/2% 37°C 12 50 mM Citrato, pH 4.5 100
Hemicelulasa/Driselasa 4%0/2% 50°C 12 50 mM Citrato, pH 4.5 100
Hemicelulasa/Driselasa 4%/2% 37°C 12 50 mM Citrato, pH 4.5 50
Hemicelulasa/Driselasa 4%/2% 50 °C 12 50 mM Citrato, pH 4.5 50
Hemicelulasa/Driselasa 4%/2% 37°C 12 50 mM Ciirato, pH 4.5 25
Hemicelulasa/Driselasa 4%/2% 50°C 12 50 mM Citrato, pH 4.5 25

10
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7. Experimentos de tratamiento enzimitico #2

Las enzimas adicionales se evaluaron solas y en combinacion con otras, y se
compararon con la ruptura de células mediante el almacenamiento y el envejecimiento de las
células con o sin tratamiento enzimético. Una enzima manosa que degrada los polisacéridos
y una proteasa se evaluaron por su capacidad para romper las células de Chlorella
protothecoides. Ademas, se evalu6 el efecto del almacenamiento y envejecimiento de una
muestra de células cuitivadas en el debilitamiento de la estructura celular para facilitar la

extraccion de aceite.

Se realizaron tres experimentos. Las células de Chlorella protothecoides se
generaron a través del crecimiento heterdtrofo usando la glucosa como unica fuente de
carbono. En experimentos en los que se usaron células secas, el caldo de fermentacién se
centrifugd y la pasta celular se sometié a secado en tambor. En experimentos en los que se
almacenaron las células durante 7 dias, el almacenamiento fue a 4°C. Una enzima de

degradacién de polisacaridos (Mannaway 4.0L) y la proteasa (Alcalase 2,4 FG) (ambos de
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Novozymes) se usaron en los experimentos, como se indica. Las enzimas se afiadieron a una

concentracion de 0.2% peso/volumen.

En el primer experimento, las células secas se reconstituyeron en agua desionizada a
un peso seco celular de 155 gramos/litro en frascos, y mantuvieron a pH 7.5. Los frascos se
colocaron en un agitador de incubacion durante 22 horas a 50°C. La lisis celular enzimatica
para Ja muestra 1 en el Experimento 1 fue muy efectiva al combinar las enzimas, como se
evidencid por el 90,4% de aceite total que se encuentra en Ja emulsion y no en el sedimento.
Ninguna enzima de forma individual fue tan eficaz como la combinacién de ambas, ni estuvo

el control sin tratamiento enzimatico. Los resultados se muestran més abajo en la Tabla 27.

En el segundo experimento, el caldo de fermentacién fresco se separd en dos
alicuotas para fresco y 7 dias experimentos caldo. Las células frescas se concentraron por
centrifugacién y reconstituyeron en agua desionizada a 170 g/l en los frascos. Las muestras
celulares resuspendidas se subdividieron después en dos grupos de 4 frascos, la mitad de las
que se almacenaron durante 7 dias a 4° C antes dél tratamiento adicional. Para el tratamiento
experimental, 3 frascos contenian las combinaciones de una proteasa y una mannasa que
degrada los polisacaridos, mientras que el 4'° no contenia enzimas (ver la Tabla 27 para las
condiciones experimentales). Los frascos se colocaron en un agitador de incubacioén durante
22 horas a 50°C. Este segundo experimento indicé una lisis celular extensa con tratamiento
enzimatico doble en el dia 0 y dia 7, asi como lisis en ausencia de las enzimas después de 7

dias. L.os resultados se muestran mds abajo en la Tabla 28.

En el tercer experimento, el caldo de fermentacion se recogid a partir de
fermentaciones frescas, se concentré por centrifugacion y se resuspendid en agua desionizada
a dos concentraciones diferentes de 71 y 115 g/l y se agité a 150 rpm en fermentadores
Applikon durante 22 horas a 50°C. El pH se mantuvo en el 7.5 mediante la retroalimentacion
del control 4cido/base. Los resultados de este tercer experimento indicaron que la ruptura
celular y/o formacion de la emulsion se facilita mediante la adicion de enzimas y el

envejecimiento de las células. Los resultados se muestran més abajo en la Tabla 29.

8.  Andlisis y caracterizacion del aceite

El TLC se realizd en placas TLC de silice reforzada con aluminio (Sigma # 60805).
Bl solvente de desarrollo (fase mavil) fue hexano/dietiléter/acido acético (80:20:1, por
volumen). Las manchas se visualizaron mediante pulverizacién con acido sulfurico al 10% y

la carbonizacion en una placa de calentamiento. Las muestras de aceite recuperadas a partir
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del control, condiciones acidas y bésicas se analizaron para determinar si ocurrié alguna

degradacion y/o modificacion significativa del producto debido a las condiciones de

procesamiento.

9.  Resultados

5 (a) Tratamiento quimico y térmico
Los resultados a partir de la matriz de tratamiento quimico/térmico se informan en
la Figura 3 y la Tabla 24 mas abajo.
Tabla 24. Medicion de las capas de la matriz de tratamiento quimico/ térmico.
[KOH] [HaSO4] | Temp, 30 Acuoso, Emulsion,
Tubo | Condicién mN mN min Sedimento mm mm
] Control 0 0 25°C 15 13 0
2 40 mN KOH 40 0 25°C 15 15 0
3 80 mN KOH 80 0 25°C 15 15 0
4 120 mN KOQH 120 0 25°C 15 15 0
5 160 mN KOH 160 0 25°C 15 15 0
6 40 mN H,80, 0 40 25°C 15 15 0
7 80 mN H,50, 0 80 25°C 15 15 0
120 mN
. 8 H,50, 0 120 25°C 15 15 0
160 mN
9 H,80, 0 160 25°C 15 5 0
10 Control 0 0 65 °C 14 19 1
11 40 mN KOH 40 0 65 °C 10 19 1
12 80 mN KOH 80 0 65 °C 10 19 1
13 120 mN KOH 120 0 65 °C 9 19 2
14 160 mN KOH 160 0 65 °C 8 19 3
15 40 mN H,80, 0 40 65 °C 10 19 1
16 80 mN H,80, 0 80 65 °C 10 19 1
120 mN
17 H,50, 0 120 65 °C 10 19 ]
160 mN
18 H,50, 0 160 65 °C 10 19 |
19 Control 0 0 65 °C 5 15 10
20 40 mN KOH 40 0 130 °C 10 18 2
21 80 mN KOH 80 0 130 °C 5 15 10
. 22 120 mN KOH 120 0 130 °C 5 15 10
23 160 mN KOH 160 0 130 °C 5 15 10
24 40 mN H,S0, 0 40 130 °C 2 23 5
25 80 mN H,50, 0 80 130 °C 1 19 10
120 mN
26 H,80, 0 120 130 °C 1 19 10
160 mN
27 H280,4 {} 160 130 °C | 19 10
10 A 25°C, ninguna diferencia se observé entre las muestras tratadas quimicamente y

el control, y no se formé la emulsion.
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A 65°C, una emulsién comenzd a aparecer en las muestras tratadas con KOH,
incrementando de tamaiio con concentraciones mayores de sosa cdustica. La fase acuosa se
torno también més turbia con concentraciones crecientes de KOH. Parece existir una
disminucién proporcional en el tamafio del sedimento cuando se incrementa el tamafio de la
emulsion. Para las muestras tratadas con 4cido a 65°C, una emulsidon mas pequeiia se forma
en relacion con las muestras tratadas con cdustica, y ningin aumento en el tamaifio de la

emulsion se observo con el incremento del nivel de dcido, y la fase acuosa fue cristalina y sin

color.

Todas las muestras calentadas a 130°C mostraron emulsiones significativamente
mayor en comparacion con 65°C, y comprendieron apenas 1/3 del volumen de muestra total.
La fase acuosa de las muestras tratadas con caustica mostré incremento de color oscuro, con

el incremento de la conceniracién de KOH.

En las muestras tratadas con 4cido, la fase acuosa permaneci6 cristalina en todas las
muestras. En contraste a los materiales tratados con base, el sedimento practicamente
desapareci6 para las preparaciones tratadas con 4cido, lo que indica que las células y restos
celulares habian separado a la emulsidn y la fase acuosa. En ninguna de las 27 condiciones

probadas se observd una capa visible de aceite,

(b) Lavado con agua de la emulsién
La emulsion de las muestras tratadas con caustico fue pobremente definida y dificil
de separar de la fase acnosa para preparar la emulsion por el lavado con agua. En contraste, la
emulsién acida se mantuvo firme y se separd facilmente de la fase acuosa. En todas las
condiciones de lavado de las muestras tratadas con KOH, la emulsién se convirtié en mas y

mas delgada hasta que casi se perdid. No se observé capa de aceite visible durante cada

lavado,

Las emulsiones 4cidas fueron mas ficiles de manipular y separar de la fase acuosa.
El tamafio de la emulsion se mantuvo esencialmente sin cambios durante ambos lavados. Sin

embargo, no se observé capa de aceite visible durante cada lavado.

() Sonicacion

Los resultados de la sonicacion se registran mas abajo en la Tabla 25.

Tabla 25. Tmpacto de la sonicacion comparado con las muestras pre-sonicadas

correspondientes.
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[KOH] | [H2SO4] Temp, 30 Emulsién,
Tubo mN mN min Sedimento mm

1 0 0 25°C -5 +1

9 0 160 25°C -5 +1

10 4] 0 65°C -5 +1

14 160 0 65°C -3 +2

18 0 160 65 °C -5 +1

19 { 0 130 °C -2 =7
23 160 0 130 °C -3 -7
27 0 160 i30°C +1 -7

Las emulsiones de muestra a 25°C y 65°C aumentaron de tamafio, mientras que el
sedimento disminuyd en relaciéon con sus homélogos previamente sonicados. Para las
muestras a 130°C, la emulsidén disminuyd considerablemente de tamafio, v el sedimento del
control y las muestras tratadas con base disminuyd, mientras el sedimento incrementd para la
preparacion tratada con 4cido. Particularmente a elevadas temperaturas hubo cierta formacion

de capa de aceite para las muestras sonicadas.

(d)  Reduccion de la temperatura de emulsién

Los resultados de la congelacion de emulsién se registran mas abajo en la Tabla 26.

Tabla 26. Resultados de la congelacidn de la emulsion.

Capa de aceite
Muestra Sonicada visible
160 mN HCI, 130 °C por 30 min 5i, ciclo de 30 min Si
120 mN HCI, 130 °C por 30 min No No
160 mN KOH 130 °C por 30 min S, ciclo de 30 min Si
Sin quimicos, 130 °C por 30 min Si, ciclo de 30 min Si
Sin quimicos, sin calor 51, ciclo de 30 min Si

La reduccion de la temperatura de la emulsion a — 20°C proporcioné ser un
interruptor eficaz de la emulsion. En todas las muestras en las que se sonico la emulsion, se
observo una gran capa de aceite. Un resultado representativo se muestra en la Figura 4.
Cuando se compard con el contenido lipidico del material celular mediante HPLC, la capa de

aceite constituyd la mayoria del aceite de la emulsion.

() Tratamiento enzimitico #1
Las muestras incubadas a 25°C y 37°C a niveles enzimaticos del 1% mostraron una

minima formacién de emulsion. Las emulsiones bastante mayores se formaron a las
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concentraciones enzimaticas superiores de la combinacién 4%/2% Hemicelulasa/ Driselasa,
con 50°C, produciendo una emulsiéon més grande en comparacion con la muestra de 37°C.
No se observé capa de aceite con el tratamiento enzimatico sélo. Las emulsiones generadas

por enzima sometidas a sonicacion y después a — 20°C, generaron una capa de aceite.
H Tratamiento enzimdtico #2

El tratamiento enzimatico que combina una mannasa que degrada polisacarido y una
proteasa se encontré eficaz para romper las células de Chiorella protothecoides. Otra técnica
encontrada eficaz en debilitar lo suficiente la estructura celular para facilitar la extraccidn del
aceite fue el almacenamiento/envejecimiento de las células. La Tablas 27, 28 y 29 muestran
los resultados de los tres experimentos descritos anteriormente, y la Figura 6 muestra las
capas resultantes de la biomasa tratada con enzimas (tubo a la izquierda) vs sin tratar (tubo a
la derecha). En el tubo sin tratar, el sedimento celular es considerablemente mayor en

tamafio, ya que incluye un gran componente lipidico. En ningun caso se encontrd lipido en la

Tase acuosa.
Tabla 27. Resultado del tratamiento enziméatico #2, experimento 1.

Nimero de la muestra

1 2 3 4
ALCALASE 2.4 FQ + + - -
MANNAWAY 4.0 L + - + -
% de aceite en el sedimento
celular 9.6% 30.7% | 50.3% 97.8%
% del aceite en la emulsién 90.4% 69.3% | 49.7% 2.2%

Tabla 28. Resultado del tratamiento enzimatico #2, experimento 2.

Numero de la muestra

AGE 1 2 3 4
ALCALASE 2.4 FG + + - -
MANNAWAY 4.0 L + - + -
DCW G/L 170.0 170.0 170.0 170.0
Days %P/P %P/P %P/P %P/P
% de aceite en &l
sedimento celular 0] 28.8% 48.2% 67.8% | 100.0%
% del aceite en la
emulision 0] 71.2% 51.8% 322% | 0%
% de aceite en el
sedimento celular 7| 47.8% 81.3% 80.7% 81.8%
% del aceite en |la
emulsion 71| 52.2% 18.7% | 19.3% | 18.2%
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Tabla 29. Resultado del tratamiento enzimatico #2, experimento 3.

Nimero de la muestra

1 2 3 4 5
ALCALASE 2.4 FG - - + - -
MANNAWAY 4.0 L - - + - -
DCW G/L 71.7 115.1 115.1 71.7 115.1
TEMPERATURA 50 50 50 50 50
pH 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
%P/P %PIP %P/P %P/IP %P/P
% de aceite en e
sedimento celular 81.8% 63.0% 12.0% 49.1% 42 0%
% del aceite en la :
emulsion 18.2% 37.0% 88.0% 50.9% 58.0%
| age 0 0 0 7 7

(2) Anilisis y caracterizacion del accite
Una muesira de aceite se aislé de cada una de las condiciones quimicamente
tratadas y se analiz6 a través de TLC para determinar si la degradacion del producto ocurrié a
pH extremo comparado con la condicién de control. El andlisis de TLC se muestra en la
Figura 5. El patrén mostré una generacién menor de &4cidos grasos libres (FFA) en

condiciones de acidez en comparacion con los tratados con base de y la muestra control.

Ejemplo 8: Métodos para el cultivo de Protothieca

Las cepas de Profotheca se cultivaron para lograr un alto porcentaje de aceite por
peso seco de células. Las células criopreservadas se descongelaron a temperatura ambiente y
500 pl de células se afladieron a 4.5 ml de medio (4.2 g/l de KsHPOy, 3.1 g/l de NaH,PQy,
0.24 g/l de MgSQO,4 « TH»0, 0.25 g/l de acido citrico monohidrato, 0.025 g/l de CaCl, 2H,0, 2
g/l de extracto de levadura) mas 2% de glucosa y crécieron durante 7 dias a 28°C con
agitacién (200 rpm) en una placa de 6 pocillos. El peso seco de las células se determiné por
centrifugacion de 1 mi de cultivo a 14000 rpm durante 5 min en un tubo Eppendorf pre-
pesado. El sobrenadante de cultivo se desechd y el sedimento celular resultante se lavé con 1
ml de agua desionizada. El cultivo se centrifugé de nuevo, se deseché el sobrenadante, y el
sedimento de células se coloco a -80°C hasta que se congeld. Las muestras se liofilizaron
después por 24 horas y se calculo el peso seco de las células. Para la determinacion de lipidos
totales en los cultivos, se retiraron 3 ml de cultivo y se sometieron a analisis mediante el uso
de un sistema de Ankom (Ankom Inc., Macedon, NY), segtin el protocolo del fabricante. Las

muestras se sometieron a extraccion por solventes con un extractor Amkom XT10 segiin el
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protocolo del fabricante. Los lipidos totales se determinaron como la diferencia de masa entre
las muestras secas hidrolizadas con acido y las muestras secas extraidas con disolvente. Las

mediciones del porcentaje de aceite del peso seco de las células se muestran en la Tabla 30.

[0088] Tabla 30. Porcentaje de aceite por peso seco de las células
Especie Cepa % Aceite
Prototheca stagnora UTEX 327 13.14
Prototheca moriformis UTEX 1441 18.02
Prototheca moriformis UTEX 1435 2717
[0089] Se determiné el genotipo de las muestras de microalgas de las cepas

que se enumeran en la Tabla 30. El ADN gendmico se aislo a partir de la biomasa de algas de
la siguiente manera. Las células de cultivos liquidos (aproximadamente 200 mg) se
centrifugaron 5 minutos a 14,000 x g. Las células se resuspendieron después en agua
destilada estéril, se centrifugaron 5 minutos a 14,000 xg y se deseché el sobrenadante. Una
sola perla de vidrio de ~ 2 mm de didmetro se afiadié a la biomasa y los tubos se colocaron a -
80 °C durante al menos 15 minutos. Las muestras se retiraron y se afiadieron 150 pl de
tampon de molturacién (Sarkosil 1%, sacarosa 0.25 M, NaCl 50 mM, EDTA 20 mM, Tris-
HC1 100 mM, pH 8.0, ARNasa A 0.5 pg/ul). Los sedimentos se resuspendieron con una
breve agitacion, seguido por la adicion de 40 pi de NaCl 5M. Las muestras se agitaron
brevemente, seguido por la adicién de 66 pl de CTAB 5% (bromuro cetil trimetilamonio) y
una agitacién breve final. Las muestras se incubaron a continuacién a 65°C durante 10
minutos después de lo cual se centrifugaron a 14,000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante
se transfirié a un tubo nuevo y se extrajo una vez con 300 ul de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico a 12:12:1, seguido por la centrifugacion durante 5 minutos a 14,000 x g. La fase
acuosa resultante se transfirié a un tubo nuevo que contenia 0.7 vol de isopropanol (~ 190 pl),
se mezcld por inversion y se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos o toda la
noche a 4 °C. El ADN se recuperd a través de la centrifugacion a 14,000 x g durante 10
minutos. El precipitado resultante se lavo dos veces con 70% etanol, seguido de un lavado
final con 100% etanol. Los sedimentos se secaron al aire durante 20-30 minutos a
temperatura ambiente, seguido de la resuspension en 50 pl de TrisCl 10 mM, EDTA 1 mM
{pH 8.0).

[0090] Cinco pl del ADN total de algas, que se prepard como se describid
anteriormente, se diluyeron 1:50 en Tris 10 mM, pH 8.0. Las reacciones de PCR, de volumen

final de 20 pl, se establecieron de la siguiente manera. Diez ul de la mezcla maestra iProof

116

2%



10

15

20

25

30

35

HF 2 x (BIO-RAD) se afiadieron a 04 pul del cebador SZ02613 (5°-
TGTTGAAGAATGAGCCGGCGAC-3’ '(sec. con nim. de ident.: 5) a una concentracion
patron de 10 mM). Esta secuencia del cebador corre de la posicion 567-588 en el num. de
acceso 143357 del Gen Bank y estd altamente conservada en los genomas de plantas
superiores y plastidios de algas. Esto se siguio con la adicién de 0.4 pl del cebador SZ02615
(5’-CAGTGAGCTATTACGCACTC-3" (sec. con nim. de ident.: 6) a la concentracion
patrén de 10 mM). Esta secuencia del cebador s complementaria a la posicién de 1112-1093
en el num. de acceso L43357 del Gen Bank y es muy conservada en los genomas de plantas
superiores y plastidios de algas. A continuaci6n, se affadieron 5 nl del ADN total diluido y
3.2 pl dH20. Las reacciones de PCR se Hevaron a cabo de la siguiente manera: 98°C, 45",

98°C, 8", 53 °C, 12", 72°C, 20" por 35 ciclos seguidos de 72°C durante 1 min y se mantuvo a

- 25°C. Para la purificacién de los productos de la PCR, se afiadieron a cada reaccién 20 pl de

Tris 10 mM, pH 8.0, seguido por la extraccién con 40 pl de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico 12:12: 1, la agitacién y centrifugaciéon a 14,000 x g durante 5 minutos. Las
reacciones de PCR se aplicaron a columnas S-400 (GE Healthcare) y se centrifugaron durante
2 minutos a 3,000 x g. Los productos de la PCR purificados posteriormente se clonaron en
TOPO en el PCR8/GW/TOPO y los clones positivos se seleccionaron en placas LB /Spec. El
ADN del plasmido purificado se secuencié en ambas direcciones mediante el uso de los
cebadores M13 directo e inverso. En total, doce cepas de Prototheca se seleccionaron para

tener las secuenciar de ADN de sus ARNr 23S y las secuencias se enumeran en el listado de

~ secuencias. Un resumen de las cepas y mimeros del listado de secuencias se incluye mas

abajo en la Tabla 31. Las secuencias se analizaron para la divergencia general de la secuencia
UTEX 1435 (sec. con num. de ident.: 17). Surgieron dos pares (UTEX 329/UTEX 1533 y
UTEX 329/UTEX 1440) como los de méaxima divergencia. En ambos casos, el alineamiento
de pares result6 en 75.0% de identidad de secuencia por pares. El porcentaje de identidad de

secuencia a UTEX 1435 se incluye, ademas, mas abajo en la Tabla 31.

Tabla 31. Cepas de Prototheca genotipadas.

Especie Cepa % identidad nt sec. con nim. de
ident.

Prototheca kruegani UTEX 329 75.2 S€C. CON num.
ident.: 34

Prototheca wickerhamii UTEX 1440 929 sec. con nim.
ident.: 35

Prototheca stagnora UTEX 1442 75.7 sec. con num.
ident.: 16
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Prototheca moriformis UTEX 288 75.4 sec. con nuim,
ident.: 36
Prototheca moriformis UTEX 1439; 1441; 100 sec. con num.
ident.: 17
_ 1435; 1437
Prototheca wikerhamii UTEX 1533 99.8 $ec. con num.
ident.: 37
Prototheca moriformis UTEX 1434 - 75.9 sec. con num.
ident.: 38
Prototheca zopfii UTEX 1438 75.7 sec. con nim.
ident.: 39
Prototheca moriformis UTEX 1436 88.9 sec. con num.
ident.: 32
[0091] Las muestras de lipidos de un subconjunto de las cepas enumeradas

anteriormente se analizaron para el perfil lipidico usando HPLC. Los resultados se muestran

mds abajo en la Tabla 32.

Tabla 32. Diversidad de cadenas de lipidos en especies Prototheca.

Cepa C14:0 Cl6:0 Clo:1 C18:0 Cl18:1 Ci8:2 C18:3 C20:0 20:1
UTEX 0 12.01 0 0 50.33 17.14 0 0 0
327

UTEX 1.41 29.44 0.70 3.05 57.72 12.37 0.97 0.33 0
1441

UTEX 1.09 25.77 (] 2,75 54.01 11.90 244 0 0
1435

Los péptidos de transito al plastidio de algas se identificaron a través del analisis de
UTEX 1435 (Prototheca moriformis) o de UTEX 250 (Chlorella protothecoides). Los ADN¢
que codifican las proteinas potencialmente dirigidas a los plastidios, en base a los aciertos de
homologia de BLAST con otras proteinas conocidas dirigidas a los plastidios, se sometieron a
un analisis adicional mediante los programas de software PSORT (hitp://psort.ims.u-
tokyo.ac jp/form.html), ChloroP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) y TargetP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). Los péptidos de transito a plastidios candidatos
que se identificaron a través de al menos uno de estos tres programas se amplificaron
entonces por la PCR del ADN gendmico apropiado. Mas abajo, en la Tabla 33, se muestra un
resumen de las secuencias de aminoacidos dirigidas a los plastidios de algas (PTS), que se
identificaron a partir de esta seleccién. También se incluyen las secuencias de aminoacidos de
las acil grasos ACT tioesterasas de plantas que se usaron en los ejemplos de expresion

heterdloga mas abajo.
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Tabla 33. Resumen de las secuencias de aminodcidos dirigidas a los plastidios de

alga.

ADNc sec. con nim, ident..
P.moriformis isopentenil difosfato sintasa PTS sec. con nim. ident.: 40
P.moriformis delta 12-desaturasa de acido graso PTS sec. con num. ident.: 41
P.moriformis estearoil ACP desaturasa PTS sec. con num. ident.: 42
C. protothecbides estearoil ACP desaturasa PTS sec. con num. ident.: 43
Cuphea hookeriana acil graso-ACP tioesterasa (C8-10) sec. con ntim. ident.: 44
Umbellularia californica acil graso-ACP tioesterasa (C12) sec. con num. ident.: 45
Cinnamomum camphora acil graso-ACP tioesterasa (C14) sec. con nim. ident.: 46

Ejemplo 9: Métodos para la transformacion de Profotheca

1. Método general para la transformacion biolistica de Profotheca

[0092] Los portadores de oro S550d de Seashell Technology se prepararon de
acuerdo con el protocolo del fabricante. El plasmido linealizado (20 pg) se mezcld con 50 pl
de tampén de unién y 60 pl (30 mg) de los portadores de oro S550d y se incubaron en hielo
durante 1 min. El tampén de precipitacion (100 pl) se aiiadid, y la mezcla se incubd en hielo
durante otro minuto. Después de agitacion, las particulas de ADN recubierto se sedimentaron
por rotacion a 10,000 rpm en una microcentrifuga Eppendorf 5415C durante 10 segundos. El
precipitado de oro se lavd una vez con 500 pl de etanol frio al 100%, se sedimentd por
rotacion breve en la microcentrifuga, y se resuspendié con 50 pl de etanol helado. Después de
una breve (1-2 seg) sonicacion, 10 pl de particulas de ADN recubiertas se trasladaron de

inmediato a la membrana portadora.

[0093] Las cepas de Profotheca se cultivaron en medio proteosa (2 g/l de
extracto de levadura, NaNO3 2.94 mM, CaClI2 « 2H20 0.17 mM, MgS04 « 7H20 0.3 mM,
K2HPO4 0.4 mM, KH2PO4 1.28 mM, NaCl] 0.43 mM) en un agitador giratorio hasta
alcanzar una densidad celular de 2x10° células/ml. Las células se cosecharon, se lavaron una
vez con agua destilada estéril, y se resuspendieron en 50 ul de medio. Se extendieron 1 x 107
células en el tercer centro de una placa con medio no selectivo de proteosa. Las células se
bombardearon con ¢l sistema biolistico de entrega de particulas PDS-1000/He (Bio-Rad). Se
usaron los discos de ruptura (1100 y 1350 psi), y las placas se colocaron 9 y 12 cm por debajo
del ensamblaje de la pantalla/macro-portador. A las células se les permitié recuperarse a 25°C

durante 12-24 h. Tras la recuperacidn, las células se rasparon de las placas con una espatula
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de goma, se mezclaron con 100 pl de medio y se dispersaron en las placas que contenian la
seleccion de antibidticos adecuada. Después de 7-10 dias de incubacion a 25 °C, las colonias
que representan las células transformadas eran visibles en las placas a partir de los discos de
ruptura de 1100 y 1350 psi y a partir de 9 y 12 em de distancia. Las colonias se recogieron y

se aplicaron en forma de puntos en placas de agar selectivo para una segunda ronda de

seleccion.

2,  Transformacion de Profotheca con el gen de resistencia al G418

[0094] La Prototheca moriformis y otras cepas de Prototheca sensibles al
G418 se pueden transformar mediante ¢l uso de los métodos que se describen mas abajo. El
G418 es un antibidtico aminoglucdsido que inhibe la funcidn de los ribosomas 80S y por ello,
inhibe la sintesis de proteinas. El correspondiente gen de resistencia funciona a través de la
fosforilacién, lo que resulta en la inactivacién del G418. Las cepas de Prototheca UTEX
1435, UTEX 1439 y UTEX 1437 se seleccionaron para la transformacién. A las tres cepas de
Prototheca se les determind el genotipo mediante el uso de los métodos que se describieron
anteriormente. Las tres cepas de Prototheca tuvieron secuencias genomicas idénticas del 23S
ARNr (sec. con nim. de ident.: 17),

[0095] Todos los casetes de transformacién se clonaron como fragmentos
EcoRI-Sacl en pUC19. Se usaron técnicas estandar de biologia molecular en el constructo de
todos los vectores de acuerdo a Sambrook y Russell, 2001. El promotor de la beta-
tubulina/5'UTR de C. reinhardtii se obtuvo del plasmido pHyg3 (Berthold y oiros, (2002)
Protist: 153(4), pp 401-412) por la PCR como un fragmento EcoRI-Ascl. La nitrato reductasa
3'UTR de Chlorella vulgaris se obtuvo a partir de ADN gendmico aislado de la cepa UTEX
1803 a través de la PCR mediante el uso de los pares de cebadores siguientes:

Directo:
S’TGACCTAGGTGATTAATTAACTCGAGGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCG 3

(sec. con num. de ident.:47)

Inverso:

5 CTACGAGCTCAAGCTTTCCATTTGTGTTC CCATCCCACTACTTCC 3

{sec. con num. de ident.:48)

[0096] Il promotor/UTR de la glutamato deshidrogenasa de Chlorella
sorokiniana se obtuvo a través de la PCR del ADN gendmico aislado de la cepa UTEX 1230

a través de la PCR mediante el uso de los pares de cebadores siguientes:
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Directo:5” GATCAGAATTCCGCCTGCAACGCAAGG GCAGC 3’ (sec. con nim. de
ident.:34)

Inverso:5" GCATACTAGTGGCGGGACGGAGAGA GGGCG 3’ (sec. con nim. de
ident.:35)

[0097] LLa optimizacion de cod6n se basdé en los codones paraPrototheca
moriformis. La secuencia del casete de la neomicina fosfotransferasa en la que no se
optimizaron los codones (nptll) se sintetizé como un fragmento Ascl-Xhol y se basé en la
secuencia con num. de acceso YP_788126 del GenBank. El casete nptll con los codones

optimizados se basd también en este niimero de acceso del Genbank.

[0098] Las tres cepas de Profotheca se transformaron usando los métodos
biolisticos descritos anteriormente. En resumen, las cepas de Prototheca se cultivaron
heterotroficamente en medio liquido que contenia 2% de glucosa hasta alcanzar la densidad
celular deseada (1x107 células/ml a 5x10’ células/ml). Las células se cosecharon, se lavaron
una vez con agua destilada estéril y se resuspendieron a 1x10* célutas/ml. Después, 0.5 ml de
células se extendieron en una placa con medio s6lido no selectivo y se dejé secar en una
campana estéril. Las células se bombardearon con el sistema biolistico de entrega de
particulas PDS-1000/He (BioRad). Las células se dejaron recuperar a 25°C durante 24 horas.
Tras la recuperacion, las células se retiraron mediante el lavado de las placas con 1 ml de
medio estéril y se transfirieron a nuevas placas que contenian 100 mg/ml de G418. Las
células se dejaron secar en una campana estéril y se dejd que se formaran colonias en la placa
a temperatura ambiente por hasta tres semanas. Las colonias de UTEX 1435, UTEX 1439 y
UTEX 1437 se recogieron y se aplicaron en forma de puntos en placas selectivas de agar

para una segunda ronda de seleccion.

[0099] Un subconjunto de las colonias que sobrevivieron a una segunda ronda
de seleccion descrita anteriormente, se cultivaron en pequefio volumen y se extrajo el ADN y
ARN gendémico por medio de técnicas de biologia molecular. Se hizo la transferencia de tipo
Southern en el ADN gendémico extraido de las no transformadas (WT), los transformantes y
el ADN del plasmido. El ADN de cada muestra se corrié en (.8% de geles de agarosa
después de los siguientes tratamientos: sin digerir (U), digerido con Avrll (A), digerido con
Neol (N), digerido con Sacl (8). Los ADN de estos geles se transfirieron a membranas de
Nylon + {Amersham). Estas membranas se probaron con un fragmento que corresponde a

toda la region de codificacion del gen nptll (sonda NeoR). La Figura 7 muestra los mapas de
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los casetes que se usaron en las transformaciones. La Figura 8 muestra los resultados del
andlisis de la transferencia de tipo Southern en tres transformantes (todos generados en la
cepa UTEX 1435) (1, 2, y 3) que se transformaron ya sea con la beta-tubulina::neo::mit (sec.
con num. de ident.: 49) (los transformantes 1 y 2) o con la glutamato deshidrogenasa:neo:nit
(sec. con num. de ident.: 50) (transformante 3). El plésmido' de transformacion glutamato
deshidrogenasa:neo: nit se corrié como un control y se corté tanto con Ncol y con Sacl. La
Avrll no cort6 en este plasmido. El ADN gendmico aislado de la cepa sin transformar UTEX

1435 no mostrd hibridacion de 1a sonda NeoR.

L[0100] os constructos de transformantes adicionales que contienen Ja
glutamato deshidrogenasa:neo:nit con codén optimizado (sec. con num. de ident.: 51) y la p-
tubulina::neo::nit con codon optimizado (sec. con num. de ident.: 52) se recogieron y se
analizaron por andlisis de transferencia de tipo Southern. Como era de esperar, sblo la
digestion con la Sacl mostré linealizacion del ADN de transformacion. Estos evenios de
transformacidn son consistentes con los eventos de integracion que se producen en forma de
oligdmeros del plasmido de transformacion. Sélo la digestion con las enzimas de restriccion
que cortan el ADN del plasmido de transformacion hace en estas moléculas la disminucion

del tamatio del pldsmido de transformacion.

[0101] El anélisis de transferencia de tipo Southern se realizo también en
transformantes generados en la transformacién de las cepas de Prototheca UTEX 1437 y
UTEX 1439 con el casete de la glutamato deshidrogenasa::neo::nit. La transferencia se probé
con la sonda NeoR y los resultados son similares a los transformantes UTEX 1435. Los
resultados son indicativos de eventos de integracién que se caracterizaron por la
oligomerizacion y la integracion del pldsmido de transformacion. Este tipo de evento de
integacion se sabe que ocurre con bastante frecuencia en Dictyostelium discoideum (véase,
por ejemplo, Kuspa, A. y Loomis, W. (1992) PNAS, 89:8803-8807 y Morio y otros, (1995) J.
Plant Res. 108:111-114),

[0102] Para confirmar ain mds la expresion del plasmido de transformacion,
en los transformantes que se seleccionaron se reafiizé el andlisis por transferencia de tipo
Northern y el andlisis por RT-PCR. La extracciéon de ARN se realizé mediante el uso del
reactivo Trizol segin las instrucciones del fabricante. El andlisis de transferencia de tipo
Northern se llevéd a cabo de acuerdo con los métodos publicados en Sambrook y Russell,

2001. El ARN total (15 ng) aislado de cinco transformantes UTEX 1435 y UTEX 1435 sin
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transformar (carriles de control) se separd en gel de agarosa-formaldehido 1% y se transfirio
a membrana de nylon, La transferencia se hibridd con la sonda neo sin optimizar, especifica
para las secuencias transgénicas en los transformantes 1 y 3. Los otros dos ARN
transformantes, expresaron la version de los neo-transgénicos con coddn optimizado y, como
era de esperar, en base a la homologia de secuencia entre los neo genes que se optimizaron y

los que no se optimizaron, mostraron la sefial de hibridacion significativamente menor.

[0103] Se extrajo ARN (1 pg) de la cepa de Prototheca UTEX 1435 sin
transformar y dos representantes transformantes de UTEX 1435 y se realizd la transcripcién
inversa mediante ¢l uso de un cebador oligo dT o un cebador especifico del gen.
Posteriormente estos ADNc (por duplicado) se sometieron a andlisis de qPCR en el
termociclador ABI Veritt que usa la quimica SYBR-Green de qPCR mediante el uso de los

siguientes cebadores (nptll):

Directo: 5° GCCGCGACTGGCTGCTGCTGG 3 (sec. con mim. de ident.: 53)
Inverso: 3° AGGTCCTCGCCGTCGGGCATG 3’ (sec. con ntiim. de ident.: 54)

[0104] La posible contaminacion de ADN gendmico se descarté por una
muestra de control negativo sin transcriptasa inversa. Los resultados indican que los genes
NeoR que se usaron para transformar estas cepas se transcribieron activamente en los

transformantes.

3. Transformacion de Profotheca con sacarosa invertasa secretada
heterdloga
[0105] Los siguientes experimentos se realizaron mediante el uso de placas de
medio liquido/ agar en base al medio basal descrito en Ueno y otros, (2002) J Bioscience and
Bioengineering 94(2):160-65, con la adicidn de trazas de minerales descrita en la patente de
Estados Unidos nim. 5,900,370, y el céctel de vitamina DAS 1x (solucién 1000x): tricina:
9g, tiamina HCL: 0.67g, biotina: 0.01g, cianocobalamina (vitamina B12): 0.008g,

pantotenato de calcio: 0.02 g v 4cido p-aminobenzoico: 0.04 g).

[0106] Dos constructos de plasmido se ensamblaron mediante el uso de las
técnicas estandar de ADN recombinante. Los genes de la sacarosa invertasa de levadura (uno
con codones optimizados y uno con sin codones optimizados), suc2, estaban bajo el control
del promotor de la beta-tubulina de Chlorella reinhardrii/5'UTR y tenia la nitrato reductasa
de Chlorella vulgaris 3'UTR. Las secuencias (incluyendo las secuencias 5'UTR y 3'UTR)

para el constructo con coddn no optimizado (Crfi-tub::NCO-suc2::CvNitRed), sec. con num.
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de ident.: 55, y el constructo con codén optimizado (Crp-tub::CO-suc2::CvNitRed), sec. con
num. de ident.: 56, se enumeran en el listado de secuencias. La optimizacion de codones se
basd en Prototheca sp (ver Tabla 4). La Figura 9 muestra un esquema de los dos constructos
con los sitios de restriccidn de clonacion relevantes y las flechas indican la direccion de la
transcripcion. La seleccién se proporcioné por Neo R. La optimizacién de codones se baso en

el uso del coddn preferido en cepas Prototheca en la Tabla 4.

[0107] Preparacion del microportador ADN/oro: los microportadores
ADN/oro se prepararon inmediatamente antes de su uso y se almacenaron en hielo hasta que
se aplicaron a los macroportadores. 5| ADN del plasmido (en tampén TE) se afiadié a 50 pl
de tampo6n de unién. La saturacion de las perlas de oro se alcanzé a los 15 pg de ADN del
plasmido para 3 mg del portador de oro. El tampdn de unién y el ADN se mezclaron bien a
través de la agitacion. El ADN y el tampdn de unién se deben pre-mezclar antes de la adicion
de oro para asegurar la unidén uniforme del pldsmido a las particulas del portador de oro. Se
afiadieron 60 pl del portador de oro S550d (Seashell Technologies, San Diego, CA) a la
mezcla ADN/tampén de unién. Para un patron de oro a 50 mg/ml, la adicion de 60 ul resulta
en una proporcion optima de 15 pg ADN/3 mg del portador de oro. La mezcla del portador de
oro/ADN se dejoé incubar en hielo durante 1 minuto y entonces se afiadieron 100 pl de
tampon de precipitaciéon. La mezcla se dejo incubar nuevamente en hielo durante 1 minuto y
entonces brevemente se agitd y se centrifugd a 10,000 rpm a temperatura ambiente durante
10 segundos para sedimentar el portador de oro. Se retird el sobrenadante cuidadosamente
con una pipeta y el sedimento se lavé con S00 pl de etanol 100% helado. Las particulas de
oro se re-sedimentaron por centrifugacion de nuevo a 10,000 rpm durante 10 segundos. El
ctanol se elimind y se afladieron 50 pul de etanol helado a la mezcla de oro. Inmediatamente
antes de aplicar el oro a los macroportadores, el oro/etanol se resuspendié con un breve pulso
de 1-2 segundos en el nivel 2 en un baito de ultrasonido Misonix mediante el uso de la micro
punta. Inmediatamente después de la resuspension, 10 pl de la dispersion de particulas de oro

se trasladaron al macroportador y se dejaron secar en una campana estéril.

[0108}] Las dos cepas de Prototheca moriformis (UTEX 1435 y 1441) se
cultivaron heterofilicamente en medio liquido que contenia 2% de glucosa de los frascos que
se criopreservaron. Cada cepa se cultivé a una densidad de 107 células/ml. Este cultivo de
semillas entonces se diluyé con medio fresco a una densidad de 10° células/ml y se dejé
crecer durante 12-15 horas para alcanzar una densidad celular final de aproximadamente 10°

células/ml. Las microalgas se formaron en alicuotas en tubos conicos de 50 ml y se
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centrifugaron durante 10 minutos a 3500 rpm. Las células se lavaron con medio fresco y se
centrifugaron de nuevo durante 10 minutos a 3500 rpm. Las células se resuspendieron

después a una densidad de 1.25 x 10® células/ml en medio fresco.

[0109] En una campana estéril se retiraron 0.4 ml de las células que se
prepararon anteriomente y se colocaron directamente en el centro de una placa de agar (sin
agente de seleccion). La placa se agitd suavemente con un nivel de movimiento circular para
distribuir uniformemente las células a un didmetro de no mas de 3 cm. Las células se dejaron
secar en las placas en la campana estéril durante aproximadamente 30-40 minutos y entonces
se bombardearon a una presién del disco de ruptura de 1350 psi y una placa con el
macroportador a 6 cm de distancia. Las placas se cubrieron y se envolvieron con parafilm y

se dejaron incubar con poca luz durante 24 horas.

[0110] Después de la recuperacion de 24 horas, se introdujo 1 ml de medio
estéril (sin glucosa) en el césped de células. Las células se resuspendieron mediante el uso de
un asa estéril, que se aplicé en un movimiento circular al césped de las células y las células
resuspendidas se recogieron con una pipeta estéril. Las células se sembraron a continuacion,
sobre una placa de agar fresco con 2% de glucosa y 100 mg/ml de G418. La aparicién de
colonias se produjo 7-12 dias después de que se sembraron. Las colonias individuales se
recogieron y se cultivaron en medio selectivo con 2% de glucosa y 100 pg/ml de G418. Bl
tipo salvaje (sin transformar) y las células transgénicas se analizaron para la introduccidn, la

integracion y la expresion exitosa del transgén.

[0111] El ADN genémico de Prototheca moriformis UTEX 1435 y 1441
transformédas y sus contrapartes de tipo salvaje (sin transformar) se aislaron mediante el uso
de métodos estandar. En resumen, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 14,000
rpm en una centrifuga de mesa estandar Eppendorf (modelo 5418) y se congelaron
rdpidamente antes de la extraccién de ADN. Los sedimentos de células se lisaron mediante la
adicion de 200 pl de tampén de lisis (Tris HC1 100 mM, pH 8.0, lauril sarcosina 1%, NaCl 50
mM, EDTA 20 mM, sacarosa 0.25 M, ARNasa A 0.5 mg/ml) por cada 100 - 200 mg de
células (peso humedo) y agitaciéon durante 30-60 segundos. El bromuro de cetil trimetil
amonio (CTAB) y el NaCl se llevaron a 1% y 1 M, respectivamente, y los extractos de
células se incubaron a 60-65 °C durante 10 minutos. Posteriormente, los extractos se
aclararon por centrifugacion a 14,000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante resultante se

extrajo con un volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Las muestras
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se centrifugaron durante 5 minutos a 14,000 rpm y la fase acuosa se elimind. El ADN se
precipitd con 0.7 volimenes de isopropanol. El ADN se granulé a través de centrifugacion a
14,000 rpm durante 10 minutos y se lavo dos veces con etanol al 80%, y una vez con etanol.
Después del secado, el ADN se resuspendié en Tris HCl 10 mM, pH 8.0 y se determinaron
las concentraciones de ADN mediante el uso del ensayo de cuantificacion de la fluorescencia

PicoGreen (Molecular Probes).

El ARN de Prototheca moriformis UTEX 1435 y 1441 transformadas y sus
contrapartes de tipo salvaje (sin transformar) se aislaron mediante el uso de métodos estindar.
En resumen, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 14,000 rpm en una centrifuga de
mesa estandar Eppendorf (modelo 5418) y se congelaron rapidamente antes de la extraccion
del ARN. Los sedimentos de células se lisaron mediante la adicion de 1 ml del reactivo Trizol
(Sigma) por cada 100 mg de células (peso himedo) y mediante agitacion durante 1-2
minutos. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos y
posteriormente ajustaron con 200 pl de cloroformo por T ml del reactivo Trizol. Después de
amplia agitacion, las células se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos y
entonces se sometieron a centrifugacion a 14,000 rpm durante 15 minutos en una
microcentrifuga de mesa refrigerada. La particion del ARN en la fase acuosa superior se
retird y se precipitd por la adiciéon de isopropanol (500 pl por 1 ml del reactivo Trizol). El
ARN se recogié por centrifugacion durante 10 minutos y el sedimento resultante se lavé dos
veces con | ml de etanol al 80%, se secd, y se resuspendié en agua libre de ARNasa. La
concentracién de ARN se estimo mediante el ensayo de cuantificacién de fluorescencia
RiboGreen (Molecular Probes).

[0112] La expresion del gen de la neomicina fosfotransferasa que confiere
resistencia al antibidtico G418 y la levadura invertasa se probaron en las Prototheca
moriformis no transformadas UTEX 1435 y 1441 y los transformantes T98 (UTEX
transformante 1435) y T97 (UTEX 1441 transformante) mediante el uso del analisis por PCR
cuantitativa en transcripcion inversa (RT-PCR cuantitativa). 20 ng de ARN total (aislado
como se describid anteriormente) se sometieron a una etapa de andlisis de RT-PCR
cuantitativa mediante el uso del kit de RT-PCR iScript SYBR Green (BioRad Laboratories) y
pares de cebadores dirigidos al gen de resistencia a la neomicina (cebador directo
5’CCGCCGTGCTGGACGTGGTG 3’ y el cebador inverso 5
GGTGGCGGGGTCCAGGGTGT 3°, sec. con nim. de ident.: 57 y 58, respectivamente) y
los transcritos de suc2 de invertasa (cebador directo 5> CGGCCGGCGGCTCCTTCAAC 3’ y
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cebador inverso 5° GGCGCTCCCGTAGGTCGGGT 3°, sec. con num. de ident.: 59 y 60,
respectivamente). Los transcritos de la beta tubulina endégena sirvieron como control interno
positivo para la amplificacién por PCR y como referencia de normalizacion para estimar los

niveles relativos de transcripcion.

[0113] Ambos constructos con coddn optimizado y sin codén optimizado se
transformaron en las células de Prototheca moriformis UTEX 1435 y 1441 como se describid
anteriormente. Inicialmente, los transformantes se obtuvieron con los dos constructos y la
presencia del transgén se comprobé mediante el andlisis de transferencia de tipo Southern
seguido por RT-PCR para confirmar la presencia del ADN y el ARNm del transgén. Para el
andlisis de transferencia de tipo Southern, el ADN genémico aislado como se describid
anteriormente se sometio a electroforesis en geles de agarosa al 0.7% en tampén TAE 1x. Los
geles se procesaron como se describe en Sambrook y otros (Molecular Cloning; A Laboratory
Manual, 2% edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Las sondas se prepararon
por cebado aleatorio e hibridaciones que se realizaron como se describe en Sambrook y otros.
Los transformantes de los constructos ya sea con codén optimizado y sin codén optimizado,
mostraron la presencia del casete de la invertasa, mientras que el control no transformado fue
negativo. El ARNm de la invertasa se detecté también en transformantes con los constructos

ya sea con codoén optimizado y sin coddn optimizado.

[0114] Para confirmar que los transformantes expresaban una proteina
invertasa activa, los transformantes se sembraron en placas de sacarosa. Los transformantes
que contenian el casete de coddén no optimizado no crecieron en las placas que contenian
sacarosa, lo que indicaba que, si bien los genes y el ARNm que codifica la proteina suc2
estaban presenfes, la proteina o bien (1) no se tradujo, o (2) se tradujo, pero no se acumulé a
niveles suficientes para permitir el crecimiento en la sacarosa como tUnica fuente de carbono.
Los transformantes con el casete de codén optimizado crecieron en las placas que contenian
sacarosa. Para evaluar los niveles de la invertasa que expresaban estos transformantes, dos
clones (T98 y T97) se sometieron a un ensayo de la invertasa de todas las c¢élulas raspadas del
medio s6lido y el muestreo directo y la cuantificacion de azticares en los sobrenadantes de
cultivo después de 48 horas de crecimiento en el medio liquido que contenia 2% de sacarosa

como unica Tuente de carbono.

[0115] Para el ensayo de la invertasa, las células (T98 y T97) se cultivaron en

lacas que contenian 2% de sacarosa, se rasparon v se probo la actividad de la invertasa. Se
) Y
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mezclaron 10 pl de las células tomadas por raspado con 40 ul de NaOAc¢ 50mM pH 5.1. Se
afiadieron a la mezcla de la células 12.5 ul de sacarosa (.5 M y se incubaron a 37°C durante
10-30 minutos. Para detener la reaccion se afiadieron 75 pl de KoHPO,4 0.2 M. Para el ensayo
de la glucosa liberada, se afiadicron 500 pl del reactivo reconstituido (glucosa
oxidasa/peroxidasa + o-dianisidina) de Sigma (kit de prueba GAGO-20) a cada tubo y se
incubaron a 37°C durante 30 minutos. Una curva de glucosa estandar se cre6 también en este
momento (intervalo: 25 pl a 0.3 ul de glucosa). Después de la incubacién, se afiadieron 500
rl de HC1 6N a detener la reaccion y desarrollar el color. Las muestras se leyeron a 540 nm.
La cantidad de glucosa liberada se calculd a partir de la curva estandar de glucosa mediante la
formula y = mx+¢, donde y es la lectura de 540 nm, y x son los pl de glucosa. El peso de
glucosa se convirti6 en moles de glucosa, y dada la relacién equimolar entre moles de
sacarosa hidrolizada a los moles de glucosa generada, los datos se expresaron como nmoles
de sacarosa hidrolizada por unidad de tiempo. El ensayo mostrd que tanto los clones T98 y
T97 hidrolizaron la sacarosa, lo que indicé que las células produjeron y secretaron una

invertasa de sacarosa funcional.

[0116] Para el analisis de aziicar en los medios de cultivo liquido después de
48 horas de crecimiento de las algas, las células T97 y T98 se cultivaron en medio que
contenia 2% de sacarosa durante 48 horas y los medios de cultivo se procesaron para el
andlisis de azicar. Los caldos de cultivo de cada transformante (y el control negativo de
células sin transformar) se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante
resultante se retird y se sometio a HPLC/ELSD (deteccion de dispersion de la Iuz por
evaporacion). La cantidad de azicar en cada muestra se determind mediante el uso de
estandares externos y el analisis de regresion de linea. Los niveles de sacarosa en el medio de
cultivo de los transformantes fueron muy bajos (menos de 1.2 g/, y en la mayoria de los
casos 0 g/l). En los controles negativos, los niveles de sacarosa se mantuvieron altos,

aproximadamente a 19 g/l después de 48 horas de crecimiento.

[0117] Estos resultados fueron consistentes con los resultados de la actividad
de la invertasa, y en conjunto, indicaron que los transformantes con codones optimizados,
T97 y T9R, secretaron una sacarosa invertasa activa que les permiti6 a las microalgas usar la
sacarosa como tnica fuente de carbono, en contraste con (1) los transformantes sin codones
optimizados y (2) las microalgas no transformadas de tipo salvaje, las cuales no pudieron usar

sacarosa como unica fuente de carbono en el medio de cultivo.
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[0118] Las cepas de Prototheca moriformis, T98 y T97, que expresaban un
transgeén de sacarosa invertasa segregada (suc2), funcional se probaron para el crecimiento y

la produccion de lipidos mediante el uso de la sacarosa como tinica fuente de carbono.

[0119] Las cepas T98 y T97 de tipo salvaje (no transformadas), se cultivaron
en medio de crecimiento (como se describié anteriormente) conteniendo 4% de glucosa o 4%
de sacarosa como la Unica fuente de carbono bajo  condiciones heterdtrofas por
aproximadamente 6 dias. El crecimiento, segim lo determinado por las lecturas de densidad
optica A750 que se tomaron de las cuatro muestras cada 24 horas y el peso seco de las células
de los cultivos y los perfiles de lipidos se determinaron después de 6 dias de crecimiento. Las
lecturas de densidad dptica de las cepas transgénicas que crecieron tanto en las condiciones
de glucosa y de sacarosa fueron comparables al crecimiento de las cepas de tipo salvaje en las
condiciones de glucosa. Estos resultados indican que las cepas transgénicas crecieron en
glucosa o sacarosa como tnica fuente de carbono a uma velocidad igual a las cepas del tipo
salvaje en condiciones de glucosa. Las cepas de tipo salvaje, sin transformar, no crecieron en

la condicion de sacarosa sola.

[0120] Se analizé el perfil de lipidos en la biomasa de la cepa de tipo salvaje

cultivada en glucosa y de la cepa T98 cultivada en sacarosa. Las muestras de lipidos se
prepararon a partir de la biomasa seca (liofilizada) usando un sistema de hidrélisis acida
(Ankom Technology, NY) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
determinaciones del perfil lipidico se realizaron como se describié en el Ejemplo 6. El perfil
lipidico de la cepa de Prototheca moriformis sin transformar UTEX cepa 14335, cultivada en
glucosa como tnica fuente de carbono y dos cepas colonal T98 (UTEX 1435 transformada
con un transgén de sacarosa invertasa), cultivadas en sacarosa como unica fuente de carbono,

se describen en la Tabla 34 (1ipo salvaje UTEX 1435 y clon 8 y el clon 11 de T98 maés abajo.

El lipido C:19:0 se usé como un control de calibracién interna.

[0121] Tabla 34. Perfil lipidico de UTEX 1435 tipo salvaje y los clones de
UTEX 1435 con el transgén suc?.

Nombre tipo salvaje (% | T98clon 11 (% T98 clon 8 (%
drea - ISTD) drea - ISTD) rea - ISTD)

C12:0 0.05 0.05 0.05

C 14:0 1.66 1.51 1.48

C 1421 0.04 ND ND

C15:0 0.05 0.05 0.04

C16:0 27.27 26.39 26.50

Cl6:1 0.86 0.80 0.84
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C17:0 0.15 0.18 0.14
C17:1 0.05 0.07 0.05
C 18:0 335 4.37 4.50
C18:1 33.05 54.48 54.50
C18:2 11.79 10.33 10.24
C 190 (ISTD) -- - -

C 18:3 alfa 0.90 0.84 0.81
C20:0 0.32 0.40 0.38
C20:1 0.10 0.13 0.12
cap:1 0.04 0.05 0.04
C22:0 0.12 0.16 0.12
€203 0.07 0.08 0.07
C24:0 0.12 0.11 .10

nd - denota ninguno detectado

El aceite extraido de Profotheca moriformis UTEX 1435 de tipo salvaje (a través de
extraccion con solventes o usando una prensa expulsora) se analizé para los carotenoides, la

clorofila, los tocoferoles, otros esteroles y tocotrienoles. Los resultados se resumen mds abajo
en la Tabla 35.

[0122] Tabla 35. Anilisis de carotinoide, clorofila, tocoferol/esteroles y

tocotrienol en aceite extraido de Profotheca moriformis (UTEX 1435).

Aceite prensado Aceite extraido
{mcg/m1) del solvente
{mcg/ml)
cis-Luteina 0.041 0.042
trans-Luteina 0.140 0.112
rans-Zeaxantina 0.045 0.039
cis-Zeaxantina 0.007 0.013
t-alfa-Critoxantina 0.007 0.010
t-beta-Critoxantina 0.009 0.010
t-alfa-Caroteno 0.003 0.001
c-alfa-Caroteno ninguno detectado | ninguno detectado
t-beta-Caroteno 0.010 0.009
9-cis-beta-Caroteno 0.004 0.002
Licopeno ningune detectado | ninguno detectado
Total de Carotenoides 0.267 0.238
Clorofila <0.01 mg/kg <0.01 mg/ke
Tocoferoles y Esteroles
Aceite prensado Aceite extraido
(mg/100g) del solvente
(mg/100g)
gamma Tocoferol 0.49 0.49
Campesterol 6.09 6.05
Estigmasterol 41.6 47.8
Beta-sitosterol 11.6 11.5
Otros esteroless 445 446
Tocotrienoles
Accite prensado Aceite extraido
(mg/g) del solvente
(mg/g)
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alfa Tocotrienol 0.26 0.26
beta Tocotrienaol < 0.01 <0.0]
gamma Tocotrienol 0.10 0.10
detal Tocotrienol <{.01 < (.01
Total de 0.36 0.36
Tocotrienoles

[0123] La capacidad de usar sacarosa como tnica fuente de carbono como el

factor de seleccion de los clones que contenian el constructo del transgén suc2 en hugar del

G418 (u otro antibiético) se evaludé mediante el uso de transformantes positivo para el gen

sucZ. Un subconjunto de los fransformantes positivos cultivados durante 24 doblajes en
placas que contenian sacarosa como tnica fuente de carbono y sin seleccion de antibidtico.
Los clones entonces se retaron, con placas que contenian glUCOS;cl como unica fuente de
carbono y G418. Hubo un subconjunto de los clones que no se cultivé con la condicion de
glucosa + G418, lo que indicé una pérdida de la expresion del transgén. Un experimento
adicional se realiz6 mediante el uso de una placa que contenia sacarosa como unica fuente de
carbono y no G418 y se estri6 un clon que expresaba el transgén suc2 en la mitad de la placa
y la Prototheca moriformis de tipo salvaje en la otra mitad de la placa. El crecimiento se vio
tanto con el tipo salvaje como con las células de Prototheca moriformis que contenian el
transgen. La Profotheca moriformis de tipo salvaje no demostré capacidad de crecer en
sacarosa, por lo tanto, este resultado muestra que a diferencia de la resistencia a los
antibidticos, el uso de la seleccion con sacarosa/invertasa no es por células auténomas. Es
muy probable que los transformantes secretaran suficiente sacarosa invertasa en la
placa/medio para apoyar el crecimiento del tipo salvaje mientras que la sacarosa se

hidrolizara en fructosa y glucosa.

Ejemplo 10: Prototheca recombinantes con los genes TE exdgenos

[0124] Como se describi6é anteriormente, las cepas de Prototheca se pueden
transformar con genes exdégenos. La Profotheca moriformis (UTEX 1435) se transformo,
usando los métodos que se describieron anteriormente, ya sea con el gene de la tioesterasa
C12 de Umbellularia californica o con el gen de la tioesterasa Cl4 de Cinnamomum
camphora (ambas con codones optimizados de acuerdo a la Tabla 4). Cada una de los
constructos de la transformacion contenian un promotor de glutamato deshidrogenasa de
Chlorella sorokiniana/region S'UTR (sec. con nim. de ident.: 61) para dirigir la expresion del
transgén de la tioesterasa. Las regiones de codificacion de los transgenes de las tioesterasas,
la tioesterasa C12 de Umbellularia californica (sec. con num. de ident.: 62) o la tioesterasa

Cl4 de Cinnamomum camphora (sec. con num. de ident.: 63), cada uno con la secuencia
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dirigida a plastidio putativa nativa. Inmediatamente después de la secuencia cedificante de la
tioesterasa esta la secuencia codificante para una etiqueta 3x FLAG en c-terminal (sec. con
nim. de ident.: 64), seguida de la 3'UTR de la nitrato reductasa de Chlorella vulgaris (sec.

con num. de ident.: 65).

[0125] La preparaciéon del ADN, el microportador de oro, y las células
Prototheca moriformis (UTEX 1435) se realizd usando de los métodos que se describieron
anteriormente en el Ejemplo 9. Las microalgas se bombardearon con la mezcla de ADN con
el microportador de oro y se sembraron en las placas de seleccion que contenian 2% de
glucosa y 100pg/ml de G418. Las colonias se dejaron desarrollar 7 a 12 dias y las colonias se
recogieron de cada placa de transformacion para la deteccién de la incorporacién del
constructo de ADN mediante ¢l uso de ensayos de transferencia del tipo Southern y la

expresion de los constructos de tioesterasa se detectd mediante el uso de la RT-PCR.

[0126] Los clones positivos se recogieron tanto de las placas de
transformacién de la tioesterasa C12 y Cl14 y se detectd Ja incorporacién del constructo
mediante ensayos de transferencia de tipo Southern. Los ensayos de transferencia de tipo
Southern se llevaron a cabo mediante el uso de métodos estdndar (y se describieron
anteriormente en el Ejemplo 9), mediante el uso de una sonda ¢ optimizada, que se basé en la
secuencia sec. con nim. de ident.: 62 y sec. con nim. de ident.: 63. E1 ADN del plasmido de
transformacién se corrid como un control positivo. Fuera de los clones que resultaron
positivos para la incorporacién del constructo, un subgrupo se seleccioné para ¢l analisis por
PCR cuantitativa con transcripcién inversa (RT-PCR cuantitativa) para la expresion de la

tioesterasa C12 y la tioesterasa C14.

[0127] El aislamiento del ARN se realizé usando los métodos que se
describieron en el Ejemplo 9 anterior y se realizaron las RT-qPCR de los clones positivos
mediante el uso de 20 ng de ARN total de cada clon, se usé el par de cebadores que se
describen mas abajo y el kit de RT-PCR iScript SYBR Green (Bio-Rad Laboratories) segun
el protocolo del fabricante. EI ARN total de Prototheca moriformis de tipo salvaje (no
transformado) se incluyé como control negativo. La expresion del ARNm se expresé como
las veces de expresion relativa (RFE) en comparacion con el control negativo. Los cebadores
que se usaron en las detecciones RT-qPCR de a C12 de transformacion de la tioesterasa

fueron:

cebadores PCR de tioesterasa C12 de U. californica:
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Directo: 5 CTGGGCGACGGCTTCGGCAC 3 (sec. con nim. ident.: 66)
Inverso: 5> AAGTCGCGGCGCATGCCGTT 37 (sec. con num. ident.: 67)

[0128] Los cebadores que se usaron en la deteccion RT-qPCR de la
transformacién de tioesterasa C14 fueron:
cebadores de tioesterasa C14 de Cinnamomum camphora:
Directo: 5° TACCCCGCCTGGGGCGACAC 3’ (sec. con nGim. ident.: 68)
Inverso: 5° CTTGCTCAGGCGGCGGGTGC 3’ (sec. con nim, ident.: 69)

[0129] La RT-PCR cuantitativa para la expresion de la tioesterasa C12 resuitd
en los clones positivos que mostraron un aumento de RFE de aproximadamente 40 veces a
mds de 2000 veces mayor expresidén en comparacién con el control negativo. Se observaron
resultados similares con la expresion de la tioesterasa C14 en los clones positivos con un
aumento de RFE de aproximadamente 60 veces a mas de 1200 veces mayor expresién en

comparacion con el control negativo.

[0130] Se seleccion6 un subconjunto de los clones positivos de cada
transformacion {como los que se detectaron en los ensayos de transferencia de tipo Southern
y RT-PCR cuantitativa) y crecieron en condiciones abundantes de nitrégeno y se analizé la
produccion y el perfil de lipidos totales. Se prepararon muestras de los lipidos a partir de la
biomasa seca de cada clon. Se resuspendieron 20-40 mg de biomasa seca de cada clon
transgénico en 2 ml de HSO4 3% en MeOH, y se afiadieron 200 pl de tolueno que contenia
una cantidad apropiada de un patron interno adecuado (C19:0). La mezcla se sometié a
sonicacién brevemente para dispersar la biomasa, entonces, se calentd a 65-70°C durante dos
horas. Se afiadieron 2 ml de heptano para extraer los ésteres metilicos de 4cidos grasos,
seguido por la adicion de 2 ml de K2COs {ac) 6% para neutralizar ¢l 4cido. La mezcla se
agité vigorosamente, y una parte de la capa superior se transfiridé a un frasco que contenia
Na;SOy4 (anhidro) para el andlisis por cromatografia gaseosa mediante el uso del método
estandar FAME GC/FID (cromatografia gaseosa de éster metilico de 4cidos grasos con
deteccion de ionizacion de llama). El perfil lipidico (se expresé como % del éarea) de los
clones positivos en comparacién con el control negativo de tipo salvaje se resume en las
Tablas 36 y 37 mas abajo. Como se muestra en la Tabla 36, las veces de incremento de la
produccion de C12 en los transformantes C12 estuvo en el intervalo de aproximadamente un

aumento de 5 veces (clon C12-5) a un aumento de mas de 11 veces (clon C12-1). Las veces

133

973



de incremento de la produccién de C14 en los transformantes C14 estuvo en el intervalo de

aproximadamente un aumento de 1.5 veces a aproximadamente un aumento de 2.5 veces.

[0131] Tabla 36. Sumario del perfil lipidico total de transformantes de

tioesterasa C12 de Prototheca moriformis.

tipo Cl2-1 Cl12-2 C12-3 Clz24 Cl12-5 Cl2-6 Ci2-7 Cl12-8
salvaje
Ce:0 0.03 ND ND ND ND ND ND ND ND
C8:0 0.11 0.09 ND 0.11 ND ND ND ND ND
C10:0 ND ND ND 0.01 0.01 ND ND 0.01 ND
Cl12:0 0.09 1.04 027 0.72 0.71 0.50 0.67 0.61 0.92
Cl14:0 2.77 2.68 2.84 2.68 2.65 2.79 2.73 2.56 2.69
Cl4:1 0.01 ND ND 0.02 ND ND ND 0.01 ND
C15:0 0.30 0.09 0.10 0.54 0.19 0.09 0.13 0.97 0.09
Cl5:1 0.05 ND ND 0.02 ND ND ND ND ND
C16:0 24,13 23.12 24.06 22.91 22,85 23.61 23.14 21.90 23.18
Cl16:1 0.57 0.62 0.10 0.52 0.69 0.63 0.69 (.49 0.63
C17:0 0.47 0.24 0.27 1.02 0.36 0.17 0.26 2.21 0.19
Cl7:1 0.08 ND 0.09 0.27 0.10 0.05 0.09 0.80 0.05
Cl18:0 ND ND 2.14 1.75 2.23 2.16 238 1.62 247
Cl8:1 22,10 23.15 24.61 21.90 23.52 19.30 22.95 20.22 22.85
C18:1 ND 0.33 0.24 ND ND (.09 0.09 ND 0.11
Ci8:2 3716 3471 35.29 35.44 35.24 36.29 35.54 36.01 35.31
CI8:3 L1.68 11.29 9.26 11.62 10.76 13.61 10.64 11.97 10.81
alfa
C20:0 0.15 0.16 0.19 0.16 0.16 0.14 0.18 0.14 0.18
C20:1 0.22 0.17 0.19 0.20 0.21 0.19 0.21 0.20 0.21
C20:2 0.03 ND 0.04 0.05 0.05 0.05 0.04 0.05 0.04
C22:0 ND ND ND 0.01 ND ND ND 0.02 ND
C22:1 ND ND ND ND ND 0.01 ND 0.01 ND
C20:3 0.05 ND 0.07 0.06 0.06 0.10 0.07 0.05 0.06
C20:4 ND ND ND ND ND 0.02 ND ND ND
C24:0 ND ND - 0.24 0.01 0.20 0.19 0.19 0.14 0.20
[0132] Tabla 37. Sumario del perfil lipidico total de transformantes de

tioesterasa C14 de Prototheca moriformis.

tipo Cl4-1 Cl14-2 C14-3 Cl4-4 Cl4-5 Cl4-6 Cl4-7
salvaje

C6:0 0.03 ND ND ND ND ND ND ND
C8:0 0.11 ND ND ND ND ND ND ND
C10:0 ND 0.01 ND 0.01 ND 0.01 ND ND
C12:0 0.09 0.20 0.16 0.25 0.21 0.19 0.40 0.17
Ci4:0 2.77 4.31 4.76 4.94 4.66 4.30 6.75 4.02
Cl4:1 0.01 ND 0.01 ND ND 0.01 ND ND
C15:0 0.30 0.43 0.45 0.12 .09 0.67 0.10 0.33
Cl15:1 0.05 ND ND ND ND ND ND ND
Cl6:0 24.13 22.85 23.20 23.83 23.84 23.48 24.04 23.34
Clé:l 0.57 0.65 0.61 0.60 0.60 0.47 0.56 0.67
C17:0 0.47 0.77 0.76 0.21 0.19 111 0.18 0.54
Cl17:1 0.08 0.23 0.15 0.06 0.035 0.24 0.05 0.12
Cl18:.0 ND 1.96 1.46 248 2.34 1.84 2.50 2.06
Cig:i 22,10 22.25 19.92 22.36 20.57 19.50 20.63 22.03
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Cl18:1 ND ND ND ND ND ND 0.10 ND
C18:2 37.16 34.97 36.11 34.35 35.70 3549 34.03 35.60
Cig:3 11.68 10.71 12.00 10.15 11.03 12.08 9.98 10.47
alfa

C20:0 0.15 0.16 0.19 0.17 0.17 0.14 0.18 0.16
C20:1 0.22 0.20 012 019 0.19 0.19 0.17 0.20
C20:2 0.05 0.04 0.02 0.03 0.04 0.05 0.03 0.04
C22:0 ND ND ND ND 0.02 0.01 ND ND
C22:1 ND 0.01 ND ND ND ND ND 0.01
C20:3 0.05 (.08 0.03 0.06 0.09 0.03 0.05 0.07
C20:4 ND 0.01 ND ND ND ND 0.02 ND
C24:0 ND 0.17 0.14 0.19 0.20 0.16 0.22 0.17

[0133] Los experimentos que se describieron indican la transformacién

exitosa de Profotheca moriformis (UTEX 1435) con los constructos de los transgenes de dos
tioesterasas diferentes (C12 y C14), que implicaron no sdlo la expresion exitosa del transgén,
sino también la correcta direccién de la proteina expresada a los plastidios y un efecto
funcional (el cambio esperado en el perfil de lipidos) como resultado de la transformacién. El
mismo experimento de transformacion se realizé usando un constructo de expresion que
contenia (segin la Tabla 4) la regién de codificacion con codones optimizados de la
tioesterasa C8-10 de Cuphea hookeriana con la secuencia dirigida a los plastidio, nativa, (sec.
con num. de ident.: 70) que no produjo ningin cambio en el perfil de lipidos. Si bien la
introduccion del transgén C8-10 de Cuphea hookeriana en Prototheca moriformis (UTEX
1435) fue un éxito y se confirmo mediante analisis de transferencia de tipo Southern, ningiin
cambio en la produccion de acidos grasos C10 o C8 se detectéd en los transformantes en

comparacion con la cepa de tipo salvaje.

Ejemplo 11: Generacién de la cepa de Prototheca moriformis con TE de plantas

exdgenas con secuencias dirigidas a plastidios de algas

[0134] Con el fin de investigar si el uso de las secuencias dirigidas a los
cloroplastos/plastidios de algas mejorarian la expresion de la tioesterasa de cadena mediana
(C8-C14) y la posterior produccién de lipidos de cadena mediana de Prototheca moriformis
(UTEX 1435), varias supuestas secuencias dirigidas a plastidios de algas, se clonaron a partir
de Chlorella protothecoides y Prototheca moriformis. los constructos de tioesterasa que se
basaban en la tioesterasa C8-10 de Cuphea hookeriana, \a ticesterasa C12 de Umbellularia
californica y 1a ticesterasa C14 de Cinnamomum camphora se hicieron mediante el uso del
promotor de la glutamato deshidrogenasa de Chlorella sorokiniana/5'UTR y una nitrato
reductasa de Chlorella vulgaris 3'UTR. Las secuencias codificantes de la tioesterasa se

modificaron mediante la eliminacién de las secuencias dirigidas a plastidios, nativas y su
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reemplazo con secuencias dirigidas a plastidios de los genomas de Chlorella protothecoides y
de Prototheca moriformis. Las constructos de expresion de tioesterasa y sus correspondientes
numeros de identificacion de secuencia se enumeran mas abajo. Cada plasmido de
transformacion contenia también un constructo de resistencia a Neo que era idéntico a los que
se describieron en el Ejemplo 9 anterior. Ademds, otro promotor derivado de algas, el
promotor de la B-tubulina de Chlamydomonas reinhardltii, se probd también conjuntamente
con los constructos de tioesterasa. LLa secuencia dirigida a plastido, "nativa", se refiere a la

secuencia dirigida a plastidio de tioesterasa de plantas superiores. Un resumen de los

constructos usadas en estos experimentos se proporciona mas abajo:

Constructo Promotor/ Plastidio Gen JUTR sec. con nim.

ident..

Nombre S’UTR sec. dirigida

Constructo | C. sorokiniana  C.protothecoides Cuphea C. vulgaris sec. con num. ident.: 71
glutamato estearoil ACP hookeriana  nitrato
deshidrogenasa desaturasa C8-10TE  reductasa

Constructo 2 C. sarokiniana  P. moriformis Cuphea C. vulgaris sec. con nim. ident.: 72
glhitamato delta 12 graso hookeriana  nmitrato
deshidrogenasa Acido desaturasa  C8-10 TE reductasa

Constructo 3 C. sorckiniana  P. moriformis  Cuphea C. vulgaris sec. con nim. ident.: 73
glutamato isopentenil hookeriana nitrato
deshidrogenasa difosfato C8-10 TE reductasa

sintasa

Constructo 4 C. sorokiniana  P. moriformis ~ Umbellularia  C.vulgaris sec. connim. ident.: 74
ghitamato isopentenil californica nitrato
deshidrogenasa  difosfato CI2ZTE reductasa

sintasa

Constructo 5 C. sorokiniana  P. moriformis  Umbellnlaria  C. vufgaris sec. con nim. ident.: 75
glutamato estearoil ACP  californica nitrato
deshidrogenasa desaturasa CI2TE reductasa

Constructo 6 C. sorokiniana  C.profothecoides Umbellularia  C. vulgaris sec. con nam. ident.; 76
glutamato estearoil ACP  californica nitrato
deshidrogenasa desaturasa CI2TE reductasa

Constructo 7 C. sorokiniana  P. moriformis ~ Umbellularia  C. vulgaris sec. con niim, ident.: 77
glutamato delta 12 graso  californica nitrato
deshidrogenasa acido desaturasa CI12 TE reductasa

Constructo 8 C. sorokiniana  C_protothecoides  Cinnamonnem  C. vulgaris sec. con nam. ident.: 78
glutamato estearoil ACP camphora nitrato
deshidrogenasa desaturasa CI4TE reductasa

Constructo 9 Chiamydomonas Native Cuphea C. vulgaris sec. con nim. ident.:79
reinhardtii hookeriana nitrato
B-tubulina C8-10 TE reductasa

Constructo 10 Chlamydomonas P. moriformis ~ Cuphea C. vulgaris sec. con ntim. ident.: 80
reinhardtii isopentenil hookeriana niitrato

136

25¥6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Constructo 11

Constructo 12

Constructo 13

Constructo 14

Constructo 15

Constructo 16

Constructo 17

Constructo 18

Constructo 19

Constructo 20

Constructo 21

Constructo 22

Constructo 23

[0135]

y la seleccion se realizo con G418 mediante el uso de los métodos que se describieron en el

B-tubulina

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubuling

Chlamydomonas
reinhardiii
fi-tubulina

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubnlina

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubulina

Chiamydomonas
reinhardtii
f-tubulina

Chiamydomonas
reinhardtii
{i-tubulin

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubulina

Chiamydomonas
reinhardtii
B-tubulina

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubulina

Chlamydomonas
reinhardtii
B-tubulina

Chiamydomonas
reinhardtii
B-tubulin

Chlamydomonas
reinhardtii
p-tubulina

Chlanydomonas
reinhardtii
B-tubulina

difosfato
sintasa

P. moriformis
delta 12 graso

Acido desaturasa

C.protothecoides

estearoil ACP
desaturasa

P. moriformis
estearoit ACP
desaturasa

Nativa

P. moriformis
isopenteni]
difosfato

P. moriformis
delta 12 graso

actdo desaturasa

C.profothecoides

estearoil ACP
desaturasa

P. moriformis
estearoil ACP
desaturasa

Nativa

P. moriformis
isopentenil
difosfato
sintasa

P. moriformis
delta 12 graso

acido desaturasa

C.protothecoides

estearoil ACP
desaturasa

P. moriformis
estearoil ACP
desaturasa

C8-10 TE

Cuphea
hookeriana
C8-10 TE

Cuphea
hookeriana
C8-10 TE

Cuphea
hookeriana
C8-10 TE

Umbellularia
californica
CI2TE

Umbellularia
californica

CI2TE

Umbellularia
californica
Ci2 TE

Umbelluiaria
californica
CI2TE

Umbellularia
californica
CI2TE

Cinnamomum
camphora
Cl4TE

Cinnamomum
camphora
Cl4TE

Cinnamomum
camphora
CH4TE

Cinnamonium
camphora
C14TE

Cinnamomum
camphora
Cl4 TE
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reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

C. vilgaris
nitrato
reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

C. vulgaris
nitrato

$eC. ¢on nm.

sec, con ndm.

sec. con num,

sec. con nam.

se¢. con nim.

sec. con nam.

sec. con nam.

reductasa

C. vulgaris
nitrato

$ec. con num.

reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

C. vulgaris
nifrato
reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

C. vulgaris
nitrato
reductasa

SeC. Con num.

sec. Con nam,

SeC. con mim.

s&c. con nim.

$ec. con nitm.

ident

tdent.:

ident.:

ident.:

ident.:

ident.;

ident.:

ident.:

ident.:

ident.:

ident.:

ident.:

tdent.

.81

82

83

84

85

86

87

88
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90

91
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Cada constructo se transformé en Profotheca moriformis (UTEX 1435)
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Ejemplo 9 anterior. Varios clones positivos de cada transformacién se recogieron y se
examinaron en busca de la presencia de transgenes de la tioesterasa mediante el uso del
analisis de transferencia de tipo Southern. La expresion del transgén de la tioesterasa se
confirmé mediante Ia RT-PCR. Un subconjunto de los clones positivos (segin se confirmé
por el analisis de transferencia de tipo Southern y la RT-PCR) de cada transformacion se
selecciond y se cultivé para el analisis del perfil lipidico. Las muestras de los lipidos se
prepararon a partir de muestras de la biomasa seca de cada clon y el andlisis del perfil lipidico
se realizé mediante el uso de los métodos de hidrolisis acida que se describieron en el
Ejemplo 9. Los cambios en el porcentaje del drea de los acidos grasos correspondientes al
transgén de 1a tioesterasa se compararon con los niveles del tipo salvaje, y con los clones

transformados con una tioesterasa con la secuencia dirigida a plastidio, nativa.

[0136] Los clones transformados con el constructo de la tioesterasa C8-10 de
Cuphea hookeriana con la secuencia dirigida a plastidio, nativa, tenian el mismo nivel de
acidos grasos C8 y C10 que el tipo salvaje. Los clones transformados con el constructo de la
tioesterasa CR8-10 de Cuphea hookeriana (Constructo 1-3) con secuencias dirigidas a
plastidios de algas tenfan un aumento de mas de 10 veces en los 4cidos grasos C10 para el
Constructo 3 y un aumento de mas de 40 veces en los acidos grasos C10 de los constructos 1
y 2 (en comparacion con el tipo salvaje). Los clones transformados con los constructos de la
tioesterasa C12 de Umbellularia californica con la secuencia dirigida a los plastidio nativa,
tuve un aumento moderado de 6-8 veces en los niveles de &cidos grasos C12 en comparacion
con el tipo salvaje. Los clones transformados con los constructos de la tioesterasa C12 de
Umbellularia californica con los constructos dirigidas a plastidios de algas (Constructos 4-7)
tuvieron un aumento de mas de 80 veces en el nivel del 4cide graso C12 para el Constructo 4,
aproximadamente un aumento de 20 veces en el nivel de 4cido graso C12 para el Constructo
6, aproximadamente un aumento de 10 veces en el nivel de 4cido graso C12 para el
Constructo 7 y aproximadamente un aumento de 3 veces en el nivel de 4cido graso C12 para
el Constructo 5 (todos en comparacién con tipo salvaje). Los clones transformados con la
tioesterasa C14 de Cinnamomum camphora, ya sea con la secuencia dirigida a plastidio
nativa o el Constructo 8 (con la secuencia dirigida a plastidio de la estearoil ACP desaturasa
de Chlorella protothecoides) tuvieron un aumento de 2-3 veces en los niveles de 4cidos
grasos C14 en comparacion con el tipo salvaje. En general, los clones transformados con los

constructos de la tioesterasa con una secuencia dirigida a los plastidio de algas tuvieron un
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aumento de veces mas alto en los correspondientes niveles de longitud de cadena de los

acidos grasos, que cuando se usé la secuencia dirigida nativa de plantas superiores.

1. El promotor de Ia f-tubulina de Clamydomonas reinhartii

[0137] La expresion adicional de los constructos de la tioesterasa heterdloga
se elaboraron mediante el uso del promotor de la B-tubulina de Chlamydomonas reinhardtii
en lugar del promotor de la glutamato deshidrogenasa de C. sorokinana. Los elementos del
constructo y la secuencia de los constructos de expresion se enumeraron anteriormente. Cada
constructo se transformé en las células hospederas Profotheca moriformis UTEX 1435
mediante el uso de los métodos que se describieron anteriormente. Los perfiles de lipidos se
generaron a partir de un subconjunto de los clones positivos para cada constructo con el fin
de evaluar el éxito y la productividad de cada constructo. Los perfiles de lipidos comparan
los niveles de 4cidos grasos (expresados en % del drea) con las células hospederas de tipo
salvaje. La columna "media" representa el promedio numérico del subconjunto de los clones
positivos. La columna "muestra” representa el mejor clon positivo que se examiné (el mejor
se definié como la muestra que produce el mayor cambio en % del drea de la produccién del
acido graso de la correspondiente longitud de cadena). La columna "bajo-alto™ representa el
mas bajo % de area y el mas alto % drea de los édcidos grasos de los clones que se

examinaron. Los resultados del perfil de lipido de los Constructos 9-12 y 14-23 se resumen

mas abajo.

Constructo 9. Cuphea hookeriana C8-10 TE

Acido tipo Promedio Muestra  bajo/allo

graso salvaje

ca0 0 0.05 0.30 0-0.29

C10:0 0.01 0.63 2,14 0-2.19

C12:0 0.03 0.06 0.10 0-0.10

C14:0 1.40 1.50 1.41 1.36-
3.59

C16:0 24.01 24.96 24.20

C 16:1 0.67 0.80 0.85

C17:0 0 0.16 0.16

C17:1 0 0.91 0

C18:0 4.15 17.52 3.19

C18:1 55.83 44 .81 57.54

C182 10.14 7.58 8.83

C 18:3a 0.93 (.68 0.76

C20:0 0.33 0.21 0.29

C24:0 0 0.05 0.11

Constructo 10. Cupliea hookeriana C8-10 TE

Acido tipo Promedioc Muestra  bajo/alto
£raso salvaje

C 80 0 0.01 0.02 0-0.03
C10:0 0 0.16 0.35 0-0.35
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C12:0
C14:0
Cl14:1
C15:0
Cl6:0
C16:1
Cc17.0
C17:1
C18:0
C18:i
C18:2
Cl83y
C18:3a
C 20:0
C20:1
C20:1
C22:0
C24:0

Constructe 11. Cuphea hookeriana C8-10 TE
Muestra

Acido
graso
C8.0
C10:0
C12:0

C 14:0

C 1421
C15:0
C16:0
C16:1
C17:0
C17:1
C18:0
C18:1
C 182
Cl83
C18:3a
C20:0
C 201
C20:1
C22:0
C24:0

Constructo 12, Cuphea hookeriana C8-10 TE
Muesira

Acido
graso
C8.0
C10:0

C12:0
C14:0

C 14:1
C15:0
C16:0
C16:1
C17:0

0.04
1.13
0
0.06
19.94
0.84
0.19
0.10
2.68
63.96
9.62
0
0.63
0.26
0.06
0.08
0
0.13

tipo
salvaje
0

0

0.04

1.13

0
0.06
16.94
0.84
0.19
0.10
2.68
63.96
9.62
0
0.63
0.26
0.06
0.08
0
0.13

tipo
salvaje
0

0

0.04
113

0.06
19.94
0.84
0.19

0.05
1.62
0.04
0.05
2642
0.96
0.14
0.06
3.62
54.90
%.83
0.01
0.79
0.35
0.08
0.06
0.08
0.13

Promedio

0.82
3.86
0.13

1.80

0.04
0.06
25.60
1.01
0.13
.06
2.98
51.59
9.85
0.01
0.91
0.29
0.06
0.06
0.08
0.06

Promedio

031
2.16

0.10
1.96

0.03
0.07
26.08
1.04
0.16

0.07
1.81
0.04
0.05
28.08
0.96
0.13
0.05
343
5391
9.11
0
0.73
0.33
0.09
0.07
0.09
0.11

1.57
6.76
0.20

1.98

0.04
0.06
25.44
1.02
0.11
0.05
238
48.85
9.62
0
0.92
0.26
0
0.03
0.08
0

0.85
4.35

0.15
1.82

0.04
0.07
25.00
0.88
0.16

0-0.07
0-0.05

bajo/alto

0-1.87
0-6.76
0.03-
0.20
1.64-
2.05

bajo/alto

0-0.85
0.20-
4.35
0-0.18
1.66-
297
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CI17:1
C18:0
C18:1
C18:2
Cl8:3y
C18:3a
C20:0
C20:1
C20:1
C22.0
C24:0

Constructo 14, Umbellularia californica C12 TE
Promedio Muestra

Acido
graso
C10:0

C12:0
C 14:0

C16:0
Cle:l
C 180
C 18:1
C 182
C18:3a
C20:0

Constructo 15. Umbellularia californica C12 TE
Promedio Muestra

Acido
raso

C10:0
C12:0

C13:0
C 14:0

C 14:1

C15:0
C 160
C 16:]
CI17.0
ClTl
CI18:0
C18:1
C18:2
C18:3a
C20:0
C20:1
C20:1
C22:0
C24:0

0.10
2.68
63.96
9.62
0
0.63
0.26
0.06
0.08
0
0.13

tipo
salvaje
0.01

0.03
1.40

24.01
0.67
4.15
55.83
10.14
0.93
0.33

tipo
salvaje
0

0.04

0
1.13
0

0.06
19.94
0.84
0.19
0.10
2.68
63.96
9.62
0.63
0.26
0.06
0.08
0
0.13

0.035
3.02
51.08
11.44
0.01
098
0.30
0.06
0.04
0.07
0.05

0.02

2.62

1.99

27.64
092
299
33.22
8.68
0.78
.29

0.05
8.12

.02
2.67

0.04

0.07
25.26
0.99
0.14
0.05
2.59
46.91
10.59
0.92
0.27
0.06
0.05
0.07
0.13

0.07
3.19
52.15
8.47

0.90
0.28
0.05

0.03

391

211

27.01
0,92
2.87
52.89
841
0.74
0.27

0.08
12.80

0.03
3.02

0.03

0.06
23.15
0.86
0.14
0.05
2.84
44.93
10.01
0.83
0.24
0.06
0.04
0.09
0.12

bajo/alto

0.02-
0.03
0.04-
3.91
1.83-
2.19

bajo/alto

0-0.08
4.35-
12.80
0-0.03
2.18-
337
0.03-
0.10

Constructo 16. Umbellulariu californica CI2 TE

Acido
graso

tipo
salvaje

Promedio

Muestra

bajo/alto
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C10:0
c1z:0

C13:.0
C 14:0

C14:1

C 150
C16:0
C 16:1
Cl17:0
C17:1
C i8:0
C18:1
C18:2
C183c
C 20:0
C20:1
C 20:1
C22:0
C24:0

0 0.03 0.04 0.02-
0.04

0.04 2.43 5.32 0.98-
532

0 0.01 0.02 0-0.02

1.13 1.77 1.93 1.62-
1.93

0 0.03 0.02 0.02-
0.04

0.06 0.06 0.05

19.94 24.89 22.29

0.84 0.9 0.82

0.19 0.16 0.15

0.10 0.06 0.06

2.68 3.81 3.67

63.96 53.19 52.82

%.62 10.38 10.57

0.63 0.80 0.77

0.26 0.35 032

0.06 0.06 0.07

0.08 0.07 (.08

0 0.08 0.07

0.13 0.15 0.14

Constructo 17, Umbellularia californica C12 TE

Acido
£raso
CIl0:0

C12:0
C13:0
C 14:0
C 14:1

C15:0
Cl16:0
Ci6:1
cCl17:.0
Ci7:1
C18:0
C18:1
C18:2
Cl8:3 v
C18:3n
C20:0
C20:1
C20:1
C22:0
C24:0

tipo Promedic Muestra  bajo/aito

salvaje

0 0.04 0.07 0.03-
0.08

0.04 7.02 14.11 4.32-
14.11

0 0.03 0.04 0.01-
0.04

1.13 225 30 1.95-
3.01

0 0.03 0.02-0.03

0.03

0.06 0.06 0.06

19.94 2320 21.46

0.84 0.82 0.77

0.19 0.15 0.14

.10 0.06. 0.06

2.68 347 2.93

63.96 50.30 45.17

9.62 10.33 9.98

0 0.01 ]

0.63 0.34 0.86

0.26 0.32 0.27

0.06 0.07 0.06

0.08 0.06 0.06

0 0.08 0.09

0.13 0.14 0.13

Constructo 18, Umbellularia californica C12 TR

Acido
graso
C10:0

cr2:0

tipo Promedio Muestra  bajo/alto

salvaje

0 0.03 0.05 0.01-
0.05

0.04 5.06 777 0.37-
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C13:0
C14:0

Cl4:1

C 150
Cle:
Cle:l
C17.0
C17:1
C18:0
ci18:1
Cl18:2
Cl83
C18:3a
C20:0
C20:1
C20:
C 22:0
C24:.0

0
1.13
0

0.06
19.94
0.84
0.19
0.10
2.68
63.96
9.62
0
0.63
026
0.06
0.08
0
0.13

0.02
2.11

0.03

0.06
24.60
0.86
0.15
0.06
3.31
51.26
10.18
0.01
0.86
032
0.05
0.07
0.08
0.13

0
2.39

0.03

0.06
23.95
0.83
0.14
0.05
2.96
49.70
10.02
0.02
0.86
0.29
0.05
0.04
0.08
0.13

1.77
0-0.03
1.82-
239
0.02-
0.05

Constructo 19, Cinnamonuim camphora C14 TE

Acido
£raso
cCl10:0

C12:0
Cl14:0

Cl16:0
Clé:1
C18:0
C18:1
C18:2
C18:3a
C20:0

tipo
salvaje
0.02

0.05
1.52

25.16
0.72
3.70
54.28
12.24
0.87
0.33

Promedio Muestra

0.01

027

447

28.14
0.84
3.17
51.89
9.36
0.74
0.33

0.01

0.40

5.81

28.55
0.82
2.87
51.01
8.62
0.75
0.31

bajo/alto

0.01-
0.02
0.08-
0.41
2.10-
5.8]

Constructo 20. Cinnamomum camphora C14 TE

Acido
graso
C 10:0

C12:0
C13:0

C14:0
C14:1

C15:0
C16:0
Clé:l
C17.0
Ci7:1
C18:0
C18:1
C18:2

tipo
salvaje
0.01
0.03

0

1.40

24.0]
0.67

415
55.83
10.14

Promedio Muestra

0.01

0.39

0.01

5.61
0.03

0.06
25.93
0.75
0.13
0.05
3.30
51.00
10.38

0.02
0.65
0.01

84
0.03

0.07
25.57
0.71
0.12
0.05
3.23
48.48
10.35

bajo/alto

0.01-
0.02
0.08-
0.65
0.01-
0.02
2.1-84
0.02-
0.03
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C18:3a
C20:0
C 20:1
C 20:1
C22:0
C24:0

0.93
0.33

[ R o B

0.91
0.35
0.08
0.07
0.08
0.14

0.88
032
0.08
0.07
0.08
0.13

Constructo 21. Cinnamoemum camphora C14 TE

Acido
graso
Ci0:0
C12:0

C14:0

Cle:0
C 16:1
C17.0
cCI71
C18:0
C138:1
Cl18:2
C18:3a
C20:0
C20:1
C20:1
C22:0

tipo
salvaje
0.01
0.03

1.40

24.01
0.67
0

0
4.15
55.83
10.14
0.93
0.33
0

0

0

Promedio

0.01
0.10

2.28

26.10
0.79
0.15
0.06
3.59
53.53
10.83
0.97
0.36
0.09
0.07
0.09

Muestra

0.01
027

4.40

26.38
0.73
0.16
0.06
3.51
50.86
1111
0.87
0.37
0.08
0.07
0.0

bajo/alto

0-0.01
0.04-
0.27
1.47-
440

Constructo 22. Cinnamomum camphora C14 TE

Acido
graso
C10:0

C12:0
C13:0
C14:0
C14:1

C 150
C 160
C16:1
C17:0
Ccl17:1
C18:0
C18:1
C18:2
C183c
C20:0
C 20:1
C 20:1
C22:0

tipo
salvaje
0.01

0.03
0

[.40

24.01
0.67

4.15
55.83
10.14
0.93
0.33
0

0

0

Promedio

0.02

1.22

0.02

12.77

0.02

0.07
24.79
0.64
0.11
0.04
2.85
45.16
9.96
091
0.30
0.07
0.06
0.08

Muestra

0.02

1.83

0.03

17.33

0.02

0.08
24.22
0.58
0.10
0.04
2.75
41.23
9.65
0.85
0.30
0.06
0.05
0.08

bajo/alto

0.02-
0.02
0.59-
1.83
0.01-
0.03
71.97-
17.33
0.02-
0.04

Constructo 23. Cinnamomum camphora C14 TE

Acido
graso

tipo
salvaje

Promedio Muestra

bajo/alto
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20

C10:0 0.01 0.01 0.02 0-0.02

C12:0 0.05 0.57 1.08 - 0.16-
1.08

CI130 0 0.02 0.02 0-0.02

C14:0 1.45 7.18 11.24 2.96-
11.24

C 14:1 0.02 0.03 0.03 0.02-
0.03

C 150 0.06 0.07 0.07

Cle0 24,13 25.78 2521

Cl16:1 0.77 0.72 0.66

CI17:0 0.19 0.11

0.13

C17:1 0.08 0.05 0.04

C18:0 3.53 3.35 312

C 18 56.15 49.65 46.35

C18:2 11.26 10.17 9.72

C18:3a 0.84 0.95 0.83

C20:0 0.32 0.34 0.32

C20:1 0.09 0.08 0.09

C20:1 0.07 0.05 0.06

C22:0 0.07 0.08 0.08

C24:0 0.13 0.13 0.12

[0138] Los constructos 9-12 eran vectores de expresién que contenian el

constructo de la tioesterasa C8-10 de Cuphea hookeriana. Como se puede ver en los
resimenes de los datos anteriores, los mejores resultados se vieron con el constructo 11, con
la muestra de acido graso C8 que fue 1.57 % del area (en comparacion con el 0 en el tipo
salvaje) y el dcido graso C10 que fue 6.76 % del drea (en comparacién con el 0 en el tipo
salvaje). También hubo un aumento moderado de los dcidos grasos C12 (un aumento de
aproximadamente 2-5 veces). Si bien la secuencia dirigida a los plastidio nativa, no produjo
cambio bajo el control del promotor de la glutamato deshidrogenasa de C.sorokinana, el
mism constructo de expresién conducida por el promotor de la B-tubulina de C.reinhardtii
produjo cambios significativos en los acidos grasos C8-10 en la célula hospedera. Esta es una
prueba mas de la idiosincrasia de la expresion heterdloga de tioesterasas en especies de
Prototheca. Todos los clones que contenfan el constructo de la ticesterasa C8-10 con el
promotor de la B-tubulina de C.reinhardtii tuvieron mayores aumentos en los dcidos grasos
C8-10 que los clones que contenian el constructo de la tioesterasa C8-10 con el promotor de
la glutamato deshidrogenasa de C.sorokinana. Los datos del perfil lipidico para el constructo

13 no se obtuvieron y, por tanto, no se incluyeron anteriormente.

[0139] Los constructos 14-18 eran vectores de expresién que contenian el
constructo de la tioesterasa C12 de Umbellularia californica. Como puede verse en los

resimenes de los datos anteriores, los mejores resultados se vieron con el Constructo 15 (la
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secuencia dirigida a plastidio de la isopentenil difosfato sintasa de P.moriformis) y la 17 (la
secuencia dirigida a plastidio de la estearoil ACP desaturasa de C.protothecoides). El mayor
cambio en la produccion del 4cido graso C12 se vio con el constructo 17, con niveles de
acidos grasos C12 de hasta 14.11% del 4rea, en comparacién con el 0.04% del 4rea en el tipo
salvaje. También se observaron cambios moderados (aproximadamente de 2 veces) con los
niveles de 4cidos grasos C14. En comparacion con el mismo constructo con el promotor de la
glutamato deshidrogenasa de la C.sorokinana, las mismas tendencias fueron ciertas con el
promotot de la B-tubulina de C.reinhardtii — las secuencias dirigidas a plastidios de, la
estearoil ACP desaturasa de C.protothecoides y la isopentenil difosfato sintasa de
P.moriformis produjeron el mayor cambio en los niveles de dcidos grasos Ci2 con ambos

promotores.

[0140] Los constructos 19-23 eran vectores de expresion que contenian el
constructo de la tioesterasa C14 de Cinnamomum camphora. Como puede verse en los
resimenes de los datos anteriores, los mejores resultados se vieron con el Constructo 22 y el
Constructo 23. El mayor cambio en la producciéon del acido graso C14 se vio con el
Constructo 22 y con niveles del dcido graso C14 de hasta el 17.35 % del 4rea (cuando los
valores de C140 y C141 se combinan), en comparacion con el 1.40 % en el tipo salvaje. Los
cambios en los 4cidos grasos C12 también se observaron (5-60 veces). En comparacién con
el mismo constructo con el promotor de la glutamato deshidrogenasa de C.sorokinana, las
mismas tendencias fueron ciertas con el promotor de la $-tubulina —las secuencias dirigidas a
plastidios de la estearoil ACP desaturasa de C.protothecoides y la estearoil ACP desaturasa
de P.moriformis produjeron el mayor cambio en los niveles de acidos grasos C14 con ambos
promotores. En consonancia con todas las constructos de expresion de tioesterasa, el
constructo con el promotor de la B-tubulina de C.reinhardtii produjo los mayores cambios en

los niveles de 4cidos grasos C8-14 que el de la glutamato deshidrogenasa de C.sorokiniana.

[0141] Dos clones positivos del constructo dc 22 se seleccionaron y se
cultivaron a alta presion selectiva (50 mg/l de G418). Después de 6 dias de cultivo, los
clones se cosecharon y se determiné el perfil lipidico mediante el uso de los métodos que se
describieron anteriormente. Los datos del perfil lipidico se resumen mas abajo y se

expresaron en % del area.

Constructo 22 clones + 50mg/l G418

Acido Constructo  Constructo
graso 22A 22B
C12:0 321 3.37
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C 14:0 27.55 26.99
C16:0 25.68 24.37
C16:1 0.99 0.92
C18:0 1.37 1.23
C18:1 28.35 31.07
C18:2 11.73 11.05
C18:3a 0.92 0.81
C20:0 0.16 0.17
{0142} Ambos clones, cuando se cultivaron a presion consiante, selectiva alta,

produjeron un aumento en la cantidad de los dcidos grasos C14 y C12, aproximadamente el
doble de los niveles que se observaron con el Constructo 22 anterior. Estos clones produjeron
mas de 30% del area de los 4cidos grasos C12-14, en comparacion con el 1.5 % del area de

los 4cidos grasos C12-14 que se vio en las células de tipo salvaje.
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REIVINDICACIONES:

I. Un método para extraer u lipido de un microorganismo que comprende
las etapas de:

(a) lisar un microorganismo cultivado para producir un lisado, en donde el
microorganismo:

(i} no se ha sometido a una etapa de secado entre ¢l cultivo y la lisis; y
(it) contiene un lipido;

(b) tratar el lisado con un solvente orgdnico durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir a los lipidos de los microorganismos solubilizarse en el solvente
organico; y

(c) separar el lisado en capas que comprenden una capa lipido:solvente
organico y una capa acuosa;

a través de lo cual el lipido se extrae del microorganismo.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la etapa de tratamiento

comprende tratar el lisado con més de aproximadamente 5% v/v de un solvente orgénico.

3. El método de la retvindicacién 1, en donde las capas comprenden,

ademas, una capa de lipido:emulsién acuosa y/o un sedimento celular.

4, El método de la reivindicacion 1, en donde la etapa (a) se realiza a un

pH écido.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde la etapa (a) comprende uno
o mas métodos para lisar el microorganismo seleccionados de la lista consistente de
calentamiento, sonicacion, lisis mecénica, choque osmético, expresion de un gen de autolisis,
exposicién a un pH por encima de 8, exposicion a pH por debajo de 6, y digestién con una

enzima.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo produce

un lipido que comprende al menos 25% p/v del lipido celular total como C18 triacilgliceroles.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo produce

un lipido que comprende al menos 25% p/v del lipido celular total como C16 triacilgliceroles.
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8. El método de la reivindicacién 1, en donde el microorganismo produce

un lipido que comprende al menos 10% p/v del lipido celular total como C14 triacilgliceroles,

9. El método de la reivindicacién 1, en donde el microorganismo produce

un lipido que comprende al menos 10% p/v del lipido celular total como C12 triacilgliceroles.

10, El método de la reivindicacién 1, en donde el microorganismo produce

un lipido que comprende al menos 10% p/v del lipido celular total como C10 triacilgliceroles.

11.  El método de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo produce

un lipido con un perfil de lipido que comprende al menos 4% de C8-C14.

12.  Elmétodo de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo produce

un lipido con un perfil de lipido que comprende entre 4% y 40% de C10-C14.

13.  El método de la reivindicacion 1, en donde la etapa (a) comprende lisis

acida y calentamiento.

14, El método de la reivindicacion 1, en donde el solvente organico
comprende un aceite seleccionado del grupo que consiste en aceite de soja, colza, canola,
palma, almendra de palma, coco, maiz, residuos vegetales, sebo de China, oliva, girasol,
semilla de algoddn, grasa de pollo, sebo de buey, sebo porcino, microalgas, macroalgas,
Cuphea, lino, cacahuate, grasa blanca selecta, manteca de cerdo, Camelina sativa, semilla de
mostaza, nuez de maraiidn, avena, lupino, kenaf, caléndula, cifiamo, café, semilla de lino,
avellana, euforbia, semillas de calabaza, cilantro, camelia, ajonjoli, cirtamo, arroz, arbol del
tung, cacao, copra, amapola del opio, semillas de ricino, nuez, jojoba, jatrofa, macadamia,

nueces del Brasil, aguacate, petrdleo, o una fraccion destilada de cualquiera de los aceites

anteriores.

15, El método de la reivindicacién 1, en donde el solvente organico es un

surfactante.

16.  El método de la reivindicacidén 1, en donde la etapa (c¢) comprende

reducir Ia temperatura de la mezcla por debajo de 25°C.
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17.  El método de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo se
selecciona del grupo de microorganismos que consiste en una bacteria, una cianobacteria, una

microalga eucariota, una levadura oleaginosa, y un hongo.

18.  El método de la reivindicacién 17, en donde el microorganismo es del

geénero Chlorella o Prototheca.

19. El método de la reivindicacion 1, que comprende, ademas, la elapa de:

(d) eliminar la composicién lipido:solvente orgénico de la(s) otra(s) capas(s).

20.  El método de la reivindicacion 19, en donde la etapa (d) se realiza sin

separar sustancialmente el lipido de la composicion de solvente organico.

21.  Un método para producir combustible que comprende las etapas de:

(a) lisar un microorganismo que contiene lipido para producir un lisado;

(b) tratar el lisado con un selvente orgénico durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir a los lipidos de los microorganismos solubilizarse en el solvente
organico;

(c) separar el lisado en una composicién lipido:solvente organico y una
composicidén acuosa y, opcionalmente, una composicion emulsionada y/o composiciéon de
sedimento celular;

(d) eliminar la composicion lipido:solvente orgénico de la composicion
acuosa, composicion de la emulsion, o composicion de sedimento celular; y

(e) someter la composicion lipido:solvente organico a una reaccidn quimica,

a través de lo cual se produce un combustible.

22.  El métode de la reivindicacion 21, en donde la reaccion quimica es

transesterificacion y el combustible es biodiesel.

23. El método de la reivindicacion 22, en donde el biodiesel cumple o
excede la norma de biodiesel ASTM D6751.

24.  El método de la reivindicacion 22, en donde el biodiesel cumple o

excede la norma de biodiesel EN 14214.
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25.  El método de la reivindicacién 21, en donde la reaccién quimica
comprende una o mas reacciones seleccionadas del grupo que consiste en

hidroprocesamiento, desoxigenacion, e isomerizacion y el combustible es diesel renovable.

26. El método de la reivindicacion 25, en donde el diesel renovable cumple

o excede lanorma ASTM D 975.

27.  El método de la reivindicacion 21, en donde la reaccidon quimica

comprende hidrotratamiento y el combustible es combustible de reactor.

28.  El método de la reivindicacion 21, en donde el microorganismo no se

ha sometido a una etapa de secado.

29.  El método de la reivindicacion 21, en donde el solvenie orgénico
comprende un aceite seleccionado del grupo que consiste en aceite de soja, colza, canola,
palma, almendra de palma, coco, maiz, residuos vegetales, sebo de China, oliva, girasol,
semilla de algodon, grasa de pollo, sebo de buey, sebo porcino, microalgas, macroalgas,
Cuphea, flax, peanut, grasa blanca selecta, manteca de cerdo, Camelina sativa, semilla de
mostaza, nuez de marafion, avena, lupino, kenaf, caléndula, cafiamo, café, semilla de lino,
avellana, euforbia, semillas de calabaza, cilantro, camelia, ajonjoli, cirtamo, arroz, arbol del
tung, cacao, copra, amapola del opio, semillas de ricino, nuez, jojoba, jatrofa, macadamia,
nueces del Brasil, aguacate, petréleo o una fraccién destilada de cualquiera de los aceites

anteriores.

30.  El método de la reivindicacion 21, en donde el solvente organico es un

surfactante.

31.  El método de la reivindicacion 21, en donde el microorganismo se
selecciona del grupo de microorganismos que consiste en una bacteria, una cianobacteria, una

microalga eucariota, una levadura oleaginosa, y un hongo.

32. El método de la reivindicacién 31, en donde el microorganismo es del

*

género Chlorella o Prototheca.

33, El método de la reivindicacion 21, en donde el microorganismo

produce un lipido con un perfil de lipido que comprende al menos 4% C8-C14.



34, El método de la reivindicacién 21, en donde el microorganismo

produce un lipido con un perfil de lipido que comprende entre 4% y 40% de C10-C14,

35.  El método de la reivindicacion 21, en donde la etapa (€) se realiza sin

separar sustancialmente el lipido del solvente organico.

36.  El método de la reivindicacién 21, en donde el microorganismo tiene al
menos 85% de identidad de secuencia gendmica del ARNr 23s con una o mas secuencias
seleccionadas del grupo que consiste en sec. con nim. de ident.:7, sec. con ntim. de ident.:8,
sec. con num. de ident.:9, sec. con nim. de ident.:10, sec. con nim. de ident.:11, sec. con
num, de ident.:12, sec. con niim. de ident.:13, sec. con num. de ident.:14, sec. con num. de
ident.:15, sec. con nim. de ident.:16, sec. con ndm. de ident.:17, sec. con nim. de ident.:18,
sec. con num. de ident.:19, sec. con num. de ident.:20, sec. con nim. de ident.:21, sec. con
nom. de ident.:22, sec. con niim. de ident.:23, sec. con num. de ident.:24, sec. con nim. de
ident.:25, sec. con nim. de ident.:26, sec. con niim. de ident.:27, sec. con num. de ident.:28,
sec. con num. de ident.:29, sec. con nam. de ident.:30, sec. con nim. de ident.:31, sec. con
num. de ident.:32, sec. con num. de tdent.:33, sec. con niim. de ident.:34, sec. con num. de
ident.:35, sec. con niim. de ident.:36, sec. con niim. de ident.:37, sec. con nim. de ident.:38, y

sec. con num. de ident.:39.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién se refiere generalmente a la produccion de composiciones de
hidrocarburo, tales como un lipido, en microorganismos, En particular, la invencién
proporciona métodos para la extraccidn, recuperacién, aislamiento y obtencién de un lipido a
partir de un microorganismo y composiciones que comprenden el lipido. La invencién
describe, ademés, métodos para producir composiciones de hidrocarburo para usar como

biodiesel, diesel renovable, combustible de reactor, y otros materiales.
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FIGURA 3
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<110> SOLAZYME, INC.

32378198_1.7TXT
SEQUENCE LISTING

<120> FRACTIONATION OF QOIL-BEARING MICROBIAL BIOMASS
<130> 026172-002630PC
<140> PCT/US2010/036238

<141> 2010-

05-26

<150> 61/181,252

<151> 2009-

<160> 96

05-26

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 1187
<212> DNA

<213> chlorelia sp.

<400> 1
gatcagacgg

gcttggtgtt
accttgteec
ggctacatac
agatgggcag
gggggggcca
cagaatttct
ccgaacacct
atgagccatac
attgaagecy
ccactagecg
tgccgeacac
gggtagggtc
ccaaccagcc
tcgcaagcett
cctaaggtgg
cagccgtrgt
cccacctact
acgctcactc
tgcaaaccag
<210> 2

<211> 1414
<212> DNA

gcctgacctg
gggtctgcag
cgacccagtt
ttgccgeacce
tgctgcecat
gcaatgcctg
tcctecttgg
ccatagctgt
aaggtcatgt
tgacttcatg
acatgecgcetg
ctcegggagt
gccatacgcc
taaccaagac
tgggtgccta
gtgtgccgea
gtttcagtta
gtggcgggec
aaacgccttt

cacatagcac

cgagataatc
gatagtgttg
ttatggagtg
ggtatgaggqg
aaacaactgg
actttcgggt
aggtaagcgc
aagggcgcaa
cgagattagt
ccaacctgcc
tcttttgeca
gagtccggeg
cacgaccaaa
ggcacctata
tcttgagaag
gcctgaaaca
tattgtatge
attggttggt
gtacaactgc

tcccttacat

<213> chlorella ellipsoidea

<400> 2

cgctgcgeac cagggecgec agetcgetga

tgttcttcat cttctccace ttggtggect

aagtgctcgt
cagggccceca
cattgcctca
gatatagtac
ctgctcagec
agggtgaaaa
aggcceggecc
acatggcegg
gctgagtaag
cctgggegta
ccaaaacaac
actcctecece
cgacgcagga
ataataggtg
cacgagttgg
aagcgtctag
tattgtttgt
gcttgaattg
dgaactttce

cacccagceag

tgtcgctecca

tcttggecag

aggcaaccaa
aggacagcag
agagcctage
tcgeactgeg
atttgrtggc
ctgaacaaag
gcectgegecc
actgttgtca
acactatcac
gcagacgtat
tggtacaccg
ggcgggceege
ggggattggg
gggggactaa
agtggctgtyg
cagctgettc
tcgtgctagg
cctcaccatc
ttggcgetge

tacaaca

aatgcggtcc

ggccttcagce

Page 1

ctcagcagcet
gggaacttac
cggagcgcta
ctgtctagtg
ggaccattct
actaccaaaa
acatggcgct
gcactcttte
cccatgtteg
gccatcatga
ctcgaagtcg
ggccctacct
gtagggaatc
cagccctata
tacggtcgac
tataatgtgt
gtggcgeagg
taaggtctga

aactacagtyg

cccgattttt

tgcatgcgeca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1187

60
120

3L



cagaccgttg
caagcccatt
gtcgattgct
tggagcaaga
gggccgagga
agtttgccaa
gtggtgggaq
agcggaccca
ttgctgaggt
tgcacctctyg
ttcatgtccy
gcegregeca
ggcagcactg
gtcecctgegce
cCaaccggac
actgtgacct
tgtcaatatt
gtggtgatca
attccaattt
gacagtggac
actaacgtga
caccgagaga
<210> 3

<211> 1113
<212> DNA

agctcctgat
cacggggtac
gctcatggaa
gagcatgaat
ttggaggagg
gctcacagga
gg9g9g99ggtt
catgcttgaa
acttcaggcec
ggctgaccgg
ggcccagggce

caccattgece
gtctccagece
atgtaattcc
tgaatgtgcg
aacgcagcat
tgctgtattt
agtgaacctc
gatattatcg
tgtgatggag
accctcagtg

gtgrtgcggce

cagcatcctc
cagtggtgct
ttggcatgtg
gcettcaggc
aaagcatcaa
gcagagacaa
aatacggtac
ttcgaggect
gctgagctca
ctcagectcece
agcggrogtg
gttgctggcet
agccagcaag
ccagatcaaa
atggcaggtc
gccaaccgeca
attcgtttta
atcagactta
cttgccaagc
tgccccgagt
aagggaccat

agtaggacga

«213> Botryococcus braunii

<400> 3
aattggaaac

tcccgaaggg
tcttcttega
tggaggtgaa
gtcgctgcag
aacagcccgg
acgathgtca
gagcatttce
ggcccgaccy
ggccccaagg
gaggatgccg
cccaagygegce

cccgegeaag
ggtctatcte
ccatgtcggg
tgaccgcatc
ccettgecga
acgcgatgat
ccacctccaa
tgcccttcat
actatcggcg
cgacgattac
cgcatgtgee

tgaagggcgt

accgggttgt
ttgggggatg
gtcgaggeca
gccaccgaac
ggaagtccgg
cctgtegegg
ccggecgece
cgcgctgatc
cgaccggcetg
cttgtcggeg
ctctgaggac

cgcggtette

32378198_1.TXT

aggaggccct
gaggtagatg
catgcatgrt
aggttgaaag
gtcgtcgctc
gactggctgce
gaaatgcact
gtggggtgag
aagtcgatgc
ttcgegggea
Ccataaatgt
gacgcatgca
tggctgttea
ggagggaaca
cctttgagtc
aagaaatgat
atcagcaacc
cetegttegg
tagagctgat
ggtggagcct
cagaccagaa

caag

ttggeegect
tcgggegegg
agagccgegt
gcgccaagaa
ctgctggegt
ctgttcaccg
agggatctct
gaggcgcggce
gggeggetgg
gcgttcttcc
Cctgaaggtag
tcgttcaagc

ttgacaagca
ggtttgaaaa
cacaatatgc
ttcctggggg
atgctcatgt
tcaggtgttg
tggaattccc
aaatgctcac
ccrgetegtce
tggagtaggc
cggtgatggt
catgtggect
ggaaagcggce
gcttggattt
tcecgaatta
tgacagaaaa
aagttcgaaa
caaggaaacg
ctttgggaaa
cttegattcg

agaccagatc

gaccggaaag
aaagtcgatg
ccatttcgec
gcgggcgacc
tcgacgagat
cgctgatcga
ataagaacgg
tggacgtgct
acacgtggtt
gcctgaccga
gcgggcgegt
ggttgtgcgg

Page 2

agcccctgtyg
ggattgctcg
caccaggctt
tgaagaggca
tttcagtcag
catcgtgtgt
acctcatgec
tctgcecteg
tatcagggcec
gccggceageg
gg999ag99a999
ggctggeace
catgttgttg
gatgtagtgc
ctagcagggc
tgaagcggtg
cgcaactatc
gaggcaccaa
ccaactgcca
gttagtcatt

tcctectega

99g9gggcctg
ttgatggacc

gagttcatga
gatcgeccec
gatggtgacg
g9g9cgggagtg
gctcaaccgce
ggcgetgaac
ggtgcccaat
ctatccggtc
gcrgaatgtc
cgaagcgegg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1414

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

3273
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ggggcggegg actatctgge ggtcgegegg ggettccaca ccgtcatccet

cccaagcetgg gggcggagaa ccgcaacgag gcggggegcet tcegtccaget

ctctacgaac ataaggtcaa gctgctcgcc gcagecgatg ccagecegec

aaaccggcega cggccggtte gagtttgage gcagatcagc cggrtggaag

cgaggattat ctggcccaag gccatggoetc ggaggggect tgatcaggec

tcgcaaccat tatcgtttaa aatcttaaac tctgtggaat aacggttccc

atacacgtac gtccactacg gagtaggatt gga

<210> 4

<211> 253

<212> DNA

<213> Cchlamydomonas reinhardtii

<400> 4

cgcttagaag atttcgataa ggcgccagaa ggagcgcage caaaccagga

tggggtattt gagcacttgc aacccttatc cggaagcccc ctggccecaca

gccaatgcaa geagttcgca tgcagcccct ggageggtge cctcctgata

ggggcctatg ttctttactt ttttacaaga gaagtcactc aacatcttaa

gaagtctatc cgg

<210> 5

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 5

tagttgaagaa tgagccggeg ac

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> )

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 6

cagtgagcta ttacgcactce

<210> 7

<211> 565

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 7

ggtcggaatc
gatcgacgceg
gaactctatg
agatgcgetce
ttaatgcact

cgacgccgea

tgatgtttga
aaggctaggc
aaccggccag

acggtcttaa

tgttgaagaa tgagccggeg acttagaaaa agtggcgtgg ttaaggaaaa attccgaagce

cttagcgaaa gcgagtctga atagggcgat caaatatttt aatatttaca atttagtcat

tttttctaga cccgaacccg ggtgatctaa ccatgaccag gatgaaactt gggtgatacce

aagtgaaggt ccgaaccgac cgatgttgaa aaatcggcegg atgagttgtg gttageggtg
Page 3

780
840
900
960
1020
1080
1113

60
120
180
240
253

22
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60
120
180
240
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aaataccagt
acatctagtc
atcgtggcaa
ctccattgtce
gtgacaaagg
ttaaagagtyg
<210> 8

<211> 546
<212> DNA

cgaacccgga
tatctagggg
actctgaata
aagagggaaa
aggtgaaaat

cgtaatagct

gctagetggt
taaagcactg
ctagaaatga
cagcccagac
gcaaacacaa

cactg

<213> Artificial sequence

<220>

32378198_1.7TxXT

tctececcgaa
tttcggtgeg
cggtgtagta
caccagctaa

ccaggaggtt

atgcgttgag
ggctgtgaaa
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
palynucleotide

<400> 8
tgttgaagaa

ccgaagcgaa
gtgatctaac
gatgttgaaa
ctagctggtt
aagcactgtt
agatatgcta
acagcccaga
tgcagaaaca
tcactg

<210> 9

<211> 565
<212> DNA

tgagceggeg
agcaagtctg
catgaccagg
aatcggcgga
ctccccgaaa
tcggtgeggy
tttatgggcec
tcactagcta

accaggaggr

acttagaaaa
aacagggcega
atgaagcttg
tgagttgtgg
tgcgttgagg
ctgcgaaage
agtgagacgg
aggccccaaa

ttgcttagaa

<213> artificial Sequence

<220>

cgtggcaagg
ttaagtcatt
ggtrgacacca
ttagcggtga
cgcagcggtt
ggtaccaaat
tggggdataa
atgatcgtta

gcagccaccec

ttaaggaaac
ttttctagac
agtgaaggtc
aataccagtc
cataaggctg
cgtggcaaac
gcttcatcgt
agtgacaaag

tttaaagagt

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 9
tgttgaagaa

cttagcgaaa
tttttctaga
aagtgaaggt
aaataccagrt
acatctagtc
atcgtggcaa
ctcecattgtc
gtgacaaagg

ttaaagagtg

tgagceyggcey
gcgagtctga
cccgaacceyg
ccgaaccgac
cgaaccegga
tatctagggg
actctgaata
aagagggaaa
aggtgaaaat

cgtaatagct

acttagaaaa
atagggcgat
ggtgatctaa
cgatgttgaa
gctagctggt
taaagcactg
ctagaaatga
cagcccagac
gcaaacacaa

cactg

agtggcgtag
caaatatttt
ccatgaccag
aaatcggcgg
tctcececgaa
tttcggtgeg
cggtgtagta
caccagctaa

ccaggaggtt

ttaaggaaaa
aatatttaca
gatgaaactt
atgagttgtg
atgcgttgag
ggctgtgaaa
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

Page 4

gcgcageagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatect

gtatccggag
ccgaacccgg
cgaaccgacc
gaactcggag
tctaggggta
tctgaatact
cgagagggaa
gaggtgagaa
gcgtaatagce

attccgaagce
atttagtcat
gggtgatacc
gttagcggtg
gcgcagcagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatcct

300
360
420
480
540
565

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
565
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<210> 10
<211> 565
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 10
tgttgaagaa

cttagcgaaa
tttttctaga
aagtgaaggt
aaataccagt
acatctagtc
atcgtggcaa
ctccattgtc
gtgacaaagg
ttaaagagtg
<210> 11

<211> 548
<212> DNA

tgagccggeg
gcgagtctga
cccgaacceg
ccgaaccgac
cgaacccgga
tatctaggag
actctgaata
aagagggaaa
aggtgaaaat

Cgtaatagct

acttagaaaa
atagggcgat
ggtgatctaa
cgatgttgaa
gctagctggt
taaagcactyg
ctagaaatga
cagcccagac
gcaaacacaa

cactyg

<213> Artificial Sequence

<220>

agtggcgtgg
caaatatttt
ccatgaccag
aaatcggegg
tctceccgaa
tttcggtgcy
cggtgtagta
caccagctaa

ccaggaggtt

ttaaggaaaa
aatatttaca
gatgaaactt
atgagttgtg
atgcgttgag
ggctgtgaaa
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 11
tgttgaagaa

ccagagcgaa
gggtgatcta
ccgatgttga
agctagctgg
taaagcactg
ctagatatgc
aaacagccca
aatgctgaaa
gctcactg

<210> 12

<211> 548
<212> DNA

tgageeggeg
agcaagtctg
accatgacca
aaaatcggceg
ttctceccega
tttcggtgeg
tattcatgag
gatcaccagc

caaccaggag

acttagaaga
aatagggcgc
ggatgaagct
gatgagttgt
aatgcgttga
ggctgcgaaa
ccagtgagac
taaggcceca

gtttgcttag

<213> Artificial Sequence

<220

agtggcttgyg
ttaaaggtca
tgggtaacac
ggttagcggt
ggcgcagcgyg
gcggtaccaa
ggtgggggat
aaatggtcgt

aagcagccac

ttaaggataa
ctttttctag
cacgtgaagg
gaaataccaa
tttatgaggc
atcgtggcaa
aagcttcatc
taagtggcaa

cctttaaaga

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 12

attccgaage
atttagtcat
gggtgatacc
gttagcggtg
gcgcageagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatect

ctatccggag
acccgaaccc
tccgaaccga
tcgaactcgg
tgtctagggg
actctgaata
gtcaagaggg
aggaggtgag
gtgcgtaata

tgttgaagaa tgagccggcg acttagaaga agtggcttgg ttaaggataa ctatccggag

Page 5

60
120
180
240
300
360
420
480
540
565

60
120
180
240
300
360
420
480
540
548

60
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ccagagcgaa
gggtgatcta
ccgatgttga
agctagctgg
taaagcactg
ctagatatgc
ddacagccca
aatgctgaaa
gctcactg

<210> 13

<211i> 548
<212> DNA

agcaagtctg
accatgacca
aaaatcggcg
ttcteccega
tttcggtgeg
tattcatgag
gatcaccagc

caaccaggaq

aatagggcgce
ggatgaagct
gatgagttgt
aatgcgttga
ggctgcgaaa
ccagtgagac
taaggccceca

gtttgcttag

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.7TXT

ttaaaggtca
tgggtaacac
ggttagcggt
ggcgcagegy
gcggtaccaa
ggtgggggat
aaatggtegt

aagcagccac

ctttttctag
cacgtgaagg
gaaataccaa
tttatgaggc
atcgtggcaa
aagcttcatc
taagtggcaa

cctttaaaga

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
potynucleotide

<400> 13
tgttgaagaa

ccagagcgaa
gggtgatcta
ccgatgttga
agctagctgg
taaagcactg
ctagatatgc
aaacagccca
aatgctgaaa
gctcactg

<210> 14

<211> 548
<212> DNA

tgagccggceg
agcaagtctg
accatgacca
aaaatcggcg
ttctcceega
tttcggtgeg
tattcatgag
gatcaccagce

caaccaggag

acttagaaga
aatagggcegce
ggatgaagct
gatgagttgt
aatgcgttga
ggctgcgaaa
ccagtgagac
taaggcecca

gtttgcttag

<213> Artificial sequence

<220>

agtggcrtgg
ttaaaggtca
tgggtaacac
ggttagcggt
ggcgcagegg
gcggtaccaa
ggtgggggat
aaatggtcgt

aagcagccac

ttaaggataa
ctttttctag
cacgtgaagyg
gaaataccaa
tttatgaggce
atcgtggcaa
aagcttcate
taagtggcaa

cctttaaaga

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 14
tgttgaagaa

ccagagcgaa
gggtgatcta
ccgatgttga
agctagctgg
taaagcactqg
ctagatatgc

aaacagccca

tgageccggeg
agcaagtctg
accatgacca
aaaatcggeg
ttctecccga
tttcggtgeg
tattcatgag

gatcaccage

acttagaaga
aatagggcge
ggatgaagcet
gatgagttgt
aatgcgttga
ggctgcgaaa
ccagtgagac

taaggcceca

agtggcttgg
ttaaaggtca
tgggtaacac
ggttagcggt
ggcgcageag
gcggtaccaa

ggtgggggat
aaatggtcgt

ttaaggataa
ctttttctag
cacgtgaagg
gaaataccaa
tttatgaggc
atcgtggcaa
aagcttcatc

taagtggcaa

Page 6

acccgaaccce
tccgaaccga
tcgaactcgg
tgrctagggg
actctgaata
gtcaagaggg
aggaggtgag
gtgcgtaata

ctatccggag
acccgaaccec
tccgaaccga
tcgaactcgg
tgtctagggy
actctgaata
gtcaagaggg
aggaggtgag
gtgcgtaata

ctatccggag
acccgaacce
tccgaaccga
tcgaactcgg
tgtctagggg
actctgaata
gtcaagaggg
aggaggtgag

120
180
240
300
360
420
480
540
548

60
120
180
240
300
360
420
480
540
548

60
120
180
240
300
360
420
480
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32378198_1.TXT

aatgctgaaa caaccaggag gtttgcttag aagcagccac cctttaaaga gtgcgtaata

gctcactg

<210> 15
<211> 565
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence Synthetic

polynucleotide

<400> 15
tgttgaagaa

cttagcgaaa
tttttctaga
aagtgaaggt
aaataccagt
acatctagtce
atcgtggeaa
ctccattgte
gtgacaaagg
ttaaagagtg
<210> 16

<211> 541
<212> DNA

tgagccggeg
gcgagtctga
cccgaacecg
cCgaaccgac
cgaacccgga
tatctagogg
actctgaata
aagagggaaa
aggtgaaaat

cgtaatagct

acttagaaaa
atagggcgat
ggtgatctaa
cgatgttgaa
gctagctyggt
taaagcactg
ctagaaatga
cagcccagac
gcaaacacaa

cactg

<213> Prototheca stagnora

<400> 16
tgttgaagaa

ccatagcgaa
tctacccatg
gtgaaaaatt
ctggttctec
actgtttctt
tttagatatc
cagatcacca

aaacctccag

g

<210> 17
<211> 573
<212> DNA

tgagccggeg
agcaagtttt
atcagggtga
agcggatgaa
ccgaaatgcg
ttgtgggett
tactagtgag
gttaaggccc

caggttagcet

agttaaaaaa
acaagctata
agtgttggtc
trgtrgggtag
tttaggcgea
cgaaagttgt
accttggggg
caaaatgaaa

tagaagcagce

<213> Prototheca moriformis

<400> 17

tgttgaagaa tgagccggcg acttaaaata

aacctaagcg aaagcaagtc ttaataggge

aaagrcattt attttagacc cgaacctgag

agtggcgtgy
caaatatttt
ccatgaccag
aaatcggcgg
tctceccgaa
ttteggtgeg
cggtgtagta
caccagctaa

ccaggaggtt

aatggcatgyg
gtcatttttt
aaataacatg
gggcgaaaaa
gcagtagcaa
acctcaaagt
ataagctecct
atgatagtga

aatcctttca

aatggcaggc
gctaatttaa

tgatctaacc

ttaaggaaaa
aatatttaca
gatgaaactt
atgagttgtg
atgcgttgag
ggctgtgaaa
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

ttaaagatat
ttagacccga
gaggcccgaa
ccaatcgaac
cacaaataga
ggcaaactct
tggtcaaaag
ctaaggacgt

agagtgcgta

taagagaatt
caaaacatta

atggtcagga

Page 7

attccgaagce
atttagtcat
gggtgatacc
gttagcggty
gcgcageagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatcct

ttctctgaag
aaccgagtga
ccgactaatg
tcggagttag
ggggtaaagc
gaatactcta
ggaaacagcc
gagtatgtca

atagctcact

aataactcga
aataaaatct

tgaaacttgg

540
548

60
120
180
240
300
360
420
480
540
565

60
120
180
240
300
360
420
480
540
541

60
120
180
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gtgacaccaa
tagtggtgaa
gcagcaatat
ggtaccaaat
gggataagct
ataatgaagt
gccatccttt
<210> 18

<211> 573
<212> DNA

gtggaagtcc gaaccgaccg
ataccagtcg aactcagagc
atctcgtcta tctaggggta
cgtggcaaac tctgaatact
ccatagtcga gagggaaaca
ggtaaaggag gtgaaaatgc

aaagagtgcg taatagctca

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.7TXT

atgttgaaaa
tagcrggttc
aagcactgtt
agaaatgacg
gcccagacca
aaatacaacc

ctg

atcggcggat
tccccgaaat
tcggtocgag
atatattagt

ccagttaagyg

aggaggttgg

<223> Dpescription of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 18

tgttgaagaa tgagccggeg acttaaaata aatggcagge taagagaatt

aacctaagcg
aaagtcattt
gtgacaccaa
tagtggtgaa
gcagcaatat
ggtaccaaat
gggataagct
ataatgaagt
gccatecttt
<210> 19

<211> 565
<212> DNA

aaagcaagtc ttaatagggc
attttagacc cgaacctgag
gtggaagtcc gaaccgacceg
ataccagtcg aactcagagc
atctcgtcta tctaggggta
cgtggcaaac tctgaatact
ccatagtcga gagggaaaca
ggtaaaggag gtgaaaatgc

aaagagtgcg taatagctca

<213> Artificial Sequence

<220>

gctaatttaa
tgatctaacc
atgttgaaaa
tagctggttc
aagcactgtt
agaaatgacg
gcccagacca
aaatacaacc

ctg

caaaacatta
atggtcagga
atcggcggat
tccecgaaat
tcggtgegygg
atatattagt

ccagttaagg
aggaggttgg

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 19
tgttgaagaa

cttagcgaaa
tttttctaga
aagtgaaggt
aaataccagt
acatctagtc
atcgtggcaa
ctccattgte

gtgacaaagg

tgagccggcg acttagaaaa
gcgagtctga atagggcgat
cccgaaccecg ggtgatctaa
ccgaaccgac cgatgttgaa
cgaacccgga gctagctggt
tatctagggg taaagcactg
actctgaata ctagaaatga
aagagggaaa cagcccagac

aggtgaaaat gcaaacacaa

agtggcgtag
caaatatttrt
ccatgaccag
aaatcggcgg
tctecccgaa
tttcggtgeg
cggtgtagta
caccagctaa

ccaggagatt

ttaaggaaaa
aatatttaca
gatgaaactt
atgagttgtg
atgcgttgag
ggctgtgaaa
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

Page 8

gaactgtggt
gcgttgaggce
ctatgaaaat
gagactatgg
ccccaaaatg

cttagaagca

aataactcga
aataaaatct
tgaaacttgy
gaactgtggt
gcgttgaggc
ctatgaaaat
gagactatgg
ccccaaaatyg

cttagaagca

attccgaagc
atttagtcat
gggtgatacc
gt%agcggtg
gcgcagcagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatcect

240
300
360
420
480
540
573

60
120
180
240
300
360
420
480
540
573

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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ttaaagagtg cgtaatagct cactg

<210> 20
<211> 565
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.7TXT

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 20
tgttgaagaa

ctragcgaaa
tttttctaga
aagtgaaggt
aaataccagt
acatctagtc
atcgtggcaa
ctccattgtce
gtgacaaagg
ttaaagagtg
<210> 21

<211> 546
<212> DNA

tgagceggceg
gcgagtctga
cccgaacceg
ccgaaccgac
cgaacccgga
tatctagggg
actctgaata
aagagggaaa
aggtgaaaat

cgtaatagct

acttagaaaa
atagggcgat
ggtgatctaa
cgatgttgaa
gctagetggt
taaagcactg
ctagaaatga
cagcccagac
gcaaacacaa

cactg

<213> Artificial Sequence

<220>

agtggcgtgg
caaatatttt
ccatgaccag
aaatcggegg
tctecccgaa
tttcggtgeg
cggtgtagta
caccagctaa

ccaggaggtt

ttaaggaaaa
aatatttaca
gatgaaactt
atgagttgtg
atgcgttgag
ggctgtgaaa
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 21
tgttgaagaa

ccgaagcgaa
gtgatctaac
gatgttgaaa
ctagctggtt
aagcactgtt
agatatgcta
acagcccaga
tgcagaaaca
tcactyg
<210> 22

<211> 550
<212> DNA

tgagccggeg
agcaagtctg
catgaccagg
aatcggcgga
ctcccegaaa
tcggtgcggg
trtatgagcc
tcactageta

accaggaggt

acttagaaaa
aatagggcgc
atgaagcttg
tgagttgtgg
tgegttgagg
ctgcgaaagc
agtgagacgg
aggcccctaa

ttgcttagaa

<213> Artificial Sequence

<220>

cgtggcaagy
ctaagtcatt
ggtgacacca
ttagcggtga
cgcageggtt
ggtaccaaat
tgggggataa
atgatcgtta

gcagccacce

ttaaggacat
ttttctagac
agtgaaggtc
aataccagtc
cataaggctyg
cgtggcaaac
gcttcatcgt
agtgacaaag

tttaaagagt

<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 22

Page 9

attccgaage
atttagtcat
gggtgatacc
gttagcggtg
gcgcageagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatect

gtatccggag
ccgaaceccgg
cgaaccgacc
gaactcggag
tctaggggta
tctgaatact
€gagagggaa
gaggtgagaa
gcgtaatagce

565

60
120
180
240
300
360
420
480
540
565

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

350



tgttgaagaa
cccaagcgaa
atgatctaat
gatgttgaaa
ctagctggat
agagcgactg
ttaggcaaag
gaaacagccec
gaatgctgaa
tagctcactg
«210> 23

<211> 548
<212> DNA

tgagccggcy
agcgagtctyg
catggccaag
aatcggggga
ctccccgaaa
tttcggtgeg
gattccgtga
agaccatcag

aCadcCagga

acttatagga
aaaagggcga
ttgaagcatg
tgagctgtga
tgcgttgagg
ggctgcgaaa
gccagtgaga
ctaaggcccc

ggttcgctta

<213> Artificial Ssequence

<220>

32378198_1.7XT

agtggcaggg
tttggtcact
ggtaacacta
ttagcggtga
cgcageggcg
gcggtaccaa
ctgtggggga
taaatggctg

gaagcagcta

ttaaggaaga
tcttatggac
tgtcgaggac
aattccaatc
acgatgteet
gtcgtggcaa
taagctteat
ctaagtggaa

ttccttgaaa

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 23
tgttgaagaa

ccagagcgaa
gggtgatcta
ccgatgttga
agctagctgg
taaagcactg
ctagatatgc
aaacagccca
aatgctgaaa
gctcactyg

<210> 24

<211> 556
<212> DNA

tgagceggeg
agcaagtctg
accatgacca
aaaatcggceg
ttctccecga
tttcggtgcg
tattcatgag
gatcaccagc

caaccaggag

acttagaaga
aatagggcgce
ggatgaagct
gatgagttgt
aatgcgttga
ggctgcgaaa
ccagtgagac
taaggcccca

gtttgcttag

<213> Artificial Sequence

<220>

agtggcttgg
ttaaaggtca
tgggtaacac
ggttagcggt
ggcgcagegyg
gcggtaccaa
ggtgggggat
aaatggtcgt

aagcagccac

ttaaggataa
ctttttctag
cacgtgaagg
gaaataccaa
tttatgaggc
atcgtggcaa
aagcttcatc
taagtggcaa

cctttaaaga

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 24
tgttgaagaa

caaagcgaaa
gtgatctaac
gatcttgaaa
gctagetggt
tttaggggta

tctgaatact

tgagccggeg
gcaagttttc
cttgaccagyg
aatcgtggga
tctccccgaa
aagcactgtt

aagcctgtat

acttataggg
aatagagcga
atgaagcttg
tgagttgggg
atgtgrtgag
tcggtgeggg
accgtragte

gagtggcgtgg
ttttgtcace
ggtaacacca
ttagttggtt
gcgeagegat
ctgcgaaagce

agtgagagta

ttaaggaagt
ccttatggac
agtgaaggtc
aaatgctaat
taacgaaata
ggtaccaaat

taggggataa

Page 10

atctccggag
ccgaacctgg
tgaacccacc
gaattcagag

gtctaagggt

actccgaata

agtcaagagqg
aaggatgtga
gagtgcgtaa

ctatccggag
acccgaaccc
tccgaaccga
tcgaactegg
tgtctagggg
actctgaata
gtcaagaggg
aggaggtgag
gtgcgtaata

aatccgaagce
ccgaaccegg
cgaactcatc
cgaactcgga
ttrtgtacgg
cgtggcaaac

gctctatact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
550

60
120
180
240
300
360
420
480
540
548

60
120
180
240
300
360
420

331



32378198_1.7TxXT

Caagagggaa acagcccaga tcaccagcta aggccccaaa atgacagceta agtggcaaag

gaggtgaaag tgcagaaaca accaggaggt tcgcttagaa gcagcaacce tttaaagagt

gcgtaatagce

<210> 25
<211> 548
<212> DNA

tcactg

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 25
tgttgaagaa

ccagagcgaa
gggtgatcta
ccgatgttga
agctagctgg
taaagcactg
ctagatatge
aaacagccca
aatgctgaaa
gctcactg

<210> 26

<211> 565
<212> DNA

tgagccggeg
agcaagtctg
accatgacca
aaaatcggcg
ttctececga
tttcggtgcg
tattcatgag
gatcaccagc

caaccaggag

acttagaaga
aatagggege
ggatgaagct
gatgagttgt
aatgcgttga
ggcrgcgaaa
ccagtgagac
taaggcccca

gtttgcttag

<213> Artificial sequence

<220>

agtggcttgg
ttaaaggtca
tgggtaacac
ggttagcggt
ggcgcagegg
gcggtaccaa
ggtgggggat
aaatggtcgt

aagcagccac

ttaaggataa
cttrtictag
cacgtgaagg
gaaataccaa
tttatgaggc
atcgtggcaa
aagcttcatc
taagtggcaa

cctttaaaga

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 26
tgttgaagaa

cttagcgaaa
tttttctaga
aagtgaaggt
aaataccagt
acatctagtc
atcgtggcaa
ctceattgtce
gtgacaaagg
ttaaagagtg
<210> 27

<211> 573
<Z212> DNA

tgagceggeg acttagaaaa agtggcgtgg

gcgagtctga
cccgaacceg
ccgaaccgac
cgaacccgga
tatctagggg
actctgaata
aagagggaaa
aggtgaaaat

cgtaatagct

atagggcgat
ggtgatctaa
cgatgttgaa
gctagetggt
taaagcactyg
ctagaaatga
cagccecagac
gcaaacacaa

cactg

<213> Artificial Sequence

caaatatttt
ccatgaccag
aaatcggcgg
tctececgaa
tttecggtgeg
cggtgtagta
caccagctaa

ccaggaggtt

ttaaggaaaa
aatatttaca
gatgaaactt
atgagttgtg
atgcgttgag
ggctgtgaaa
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

Page 11

ctatccggag
acccgaaccce
tccgaaccga
tcgaactcgg
tgtctagggg
actctgaata
gtcaagaggg
aggaggtgag
gtgcgtaata

attccgaagc
atttagtcat
gggtgatacc
gttagcggtg
gcgcagceagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatcct

480
240
556

60
120
180
240
300
360
420
480
540
548

60
120
180
240
300
360
420
480
540
565

332



<220>

32378198_1.TXT

<223> Pescription of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 27
tgttgaagaa

cccaagcgaa
ccttatggac
agtgaaggtc
aatgccaatc
cacgatctaa
accaaatcgt
gggataagct
acagctaagt
gccatccttt
<210> 28

<211> 573
<212> DNA

tgagccggceg
agcaagtttg
ccgaacccgg
cgaactcatc
gaactcggag
agracggttt
ggcaaactaa
tcttagtcaa
ggcaaaggag
aaagagtgcg

acttataggg
aagtgtacac
gtgatctatt
gatgttgaaa
ctagctggtt
aggggtaaag
gaatactaaa
gagggaaaca
gtgagagtgc

taatagctca

«<213> Artificial Sequence

<220>

ggtggcttgg
acattgtgtyg
catggccagg
aatcgtggga
ctcceccgaaa
cactgttteg
ctrgtatgcec
gcccagatea
agaaacaacc

ctg

ttaaggacta
tctagagcga
atgaagcttg
tgagttgtga
tgtgttgagg
gtgcgggctg
gtgaatcagt
ccagctaagg

aggaggtttg

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 28
tgttgaagaa

cccaagcgaa
ccttatggac
agtgaaggtc
aatgccaatc
cacgatctaa
accaaatcgt
gggataagct
acagctaagt
gccatccttt
<210> 29

<211> 573
<212> DNA

tgagceggeg
agcaagtttg
ccgaacccgg
cgaactcatc
gaactcggag
agtacggttt
ggcaaactaa
tcttagtcaa

ggcaaaggag
aaagagtgcg

acttataggg
aagtgtacac
gtgatctatt
gatgttgaaa
ctagctggtt
aggggtaaag
gaatactaaa
gagggaaaca
grgagagtyc

taatagctca

<213> Artificial Sequence

<220>

ggtggcttgg
acgttatgtg
catggccaqgg
aatcgtggga
ctccccgaaa
cactgttteg
cttgtatgee
gcccagatca
agaaacaacc

ctg

ttaaggacta
tctagagega
atgaagcttg
tgagttgtga
tgtgttgagg
gtgcgggctg
gtgaatcagt
ccagctaagg

aggaggtttg

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 29

tgttgaagaa tgagccggcg acttataggg ggtggettgg ttaaggacta

cccaagcgaa agcaagtttg aagtgtacac acattgtgty tctagagcga

ccttatggac ccgaaccegg gtgatctatt catggccagg atgaagettg

agtgaaggtc cgaactcatc gatgttgaaa aatcgtggga tgagttgatga

Page 12

caatccgaag
trrtgtcact
ggtaacacca
ataggggtga
cgcagcgatt
ttaacgeggt
gagactaaga
ccccaaaatg

cttagaagca

caatccgaag
ttttgtcact
ggtaacacca
ataggggtga
cgcagcgatt
ttaacgcggt
gagactaaga
ccccaaaatg

cttagaagca

caatccgaag
ttttgtcact

ggtaacacca

ataggggtga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
573

60
120
180
240
300
360
420
480
540
573

60
120
180
240
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‘aatgccaatc
cacgatctaa
accaaatcgt
gggataagct
acagctaagt
gccatecttt
<210> 30

<211> 546
<212> DNA

gaactcggag
agtacggttt
ggcaaactaa
tcttagtcaa
ggcaaaggag
aaagagtgcg

ctagctggtt
aggggtaaag
gaatactaaa
gagggaaaca
gtgagagtgc

taatagctca

<213> chlorella protothecoides

<400> 30
tgttgaagaa

ccgaagegaa
gtgatctaac
gatgttgaaa
ctagctggtt
aagcactgtt
agatatgcta
acagcccaga
tgcagaaaca
tcactg
<210> 31

<211> 565
<212> DNA

tgagccggceg
agcaagtctg
catgaccagg
aatcggcgga
ctcecegaaa
tcggtgcggg
tttatgggcc
tcactagcta

accaggaggt

acttagaaaa
aacagggcga
atgaagcttg
tgagttgtgg
tgcgttgagg
ctgcgaaagce
agtgagacqg
aggeccccaaa

ttgcrtagaa

«213> chlorella protothecoides

<400> 31
tgttgaagaa

cttagcgaaa
tttttctaga
aagtgaaggt
aaataccagt
acatctagtc
atcgtggcaa
ctccattgtc
gtgacaaagg
ttaaagagtg
<210> 32

<211> 565
<2172> DNA

tgagccggeg
gcgagtctga
cccgaaccceg
ccgaaccgac
cgaaccegga
tatctagggg
actctgaata
aagagggaaa
daggtgaaaat
cgtaatagct

acttagaaaa
atagggcgat
ggtaatctaa
cgatgttgaa
gcragetggt
taaagcactg
ctagaaatga
cagcccagac
gcaaacacaa

cactg

<213> Prototheca moriformis

<400> 32

tgttgaagaa tgagccggeg acttagaaaa

32378198_1.7TXT

ctccccgaaa
cactgtttecg
cttgtatgcc
gcccagatca
agaaacaacc

ctg

cgtggcaagg
ttaagtcatt
ggtgacacca
ttagcggtga
cgcagcggtt

ggtaccaaat

tgggggataa

atgatcgtta

gcagcecaccce

agtggcgtgg
Caaatatttt
ccatgaccag
aaatcggegg
tctcececgaa
tttcggtgeg
cggtgtagta
caccagctaa

ccaggaggtt

ggtggcatgg

tgtgttgagg
gtgcgggctg
gtgaatcagt
ccagctaagg

aggaggtttg

ttaaggaaac
ttttctagac
agtgaaggtc
aataccagtc
cataaggctg
cgtggcaaac
gcttecatcgt
agtgacaaag

tttaaagagt

ttaaggaaaa
aatatttaca
gatgaaactt
atgagttgtg
atgcgttgag
ggctgtgaaa
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

ttaaggaaat

Page 13

cgcagegatt
ttaacgcggt
gagactaaga
ccccaaaatg

cttagaagca

gtatccggag
€Cgaacccgg
cgaaccgacc
gaactcggag
tctaggggta
tctgaatact
cgagagggaa
gaggtgagaa
gcgtaatagc

attccgaage
atttagtcat
gggtgatacc
gttagcgglg
gcgcageagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatcect

attccgaagce

300
360
420
480
540
573

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
565

60

35y



cgtagcaaaa
tttttctaga
aagtgaaggt
aaataccagt
acatctagtc
atcgtggcaa
ctccattgte
gtgacaaagg
ttaaagagtg
<210> 33

<211> 573
<212> DNA

gcgagtctga
cccgaacceg
ccgaaccgac
cgaacccgga
tatctagggg
actctgaata
aagagggaaa
aggtgaaaat

cgtaatagct

atagagcgat
ggtgatctaa
cgatgttgaa
gctagctggt
taaagcactg
ctagaaatga
cagcccagac
gcaaatacaa

cactg

<213> Prototheca moriformis

<400> 33

tgttgaagaa tgagccggcg acttaaaata

aacctaagcg
aaagtcattt
gtgacaccaa
tagtggtgaa
gcagcaatat
ggtaccaaat
gggataagct
ataatgaagt
gccatccttt
<210> 34

<211> 541
<212> DNA

aaagcaagtce
attttagacc
gtggaagtcc
ataccagteg
atctcgtcta
cgtggcaaac
ccatagtcga
ggtaaaggag
aaagagtgcg

ttaatagggc
cgaacctgag
gaaccgaccy
aactcagagce
tctaggggta
tctgaatact
gagggaaaca
gtgaaaatgc

taatagctca

<213> Prototheca kruegani

<400> 34

tgttgaagaa tgagccggeg

ccatagcgaa
tctacccatg
ttgaaaaatt
ctggttctcec
actgtttett
tttagatatc
cagatcacca
daacctccag

g

<210> 35
<211> 573

agcaagttta
atcagggtga
agcggatgaa
ccgaaatgeg
ttgtgggctt
tactagtgag
gttaaggcecce
caggttagct

agttaaaaag
gtaagcttag
agtgttagta
ttgtgggtag
tttaggcgca
cgaaagttgt
accttggagg
caaaatgaaa

tagaagcagc

32378198_1.TXT

aaaatatatt
ccatgaccag
aaatcggcgg
terecccgaa
tttcggtgcg
cgatgtagta
caccagctaa

ccaggaggtt

aatggcaggc
gctaatttaa
tgatctaacc
atgttgaaaa
tagctggtic
aagcactgtt
agaaatgacg
gcccagacca
aaatacaacc

ctg

agtggcatgg
gtcattcttt
aaataacatg
gggcgaaaaa
gcagtagcag
acctcaaagt
ataagctect
atgatagtga

aatccrttca

aatatttaga
gatgaagctt
atgagttgtg
atgcgttgag
ggctgtgaga
gtgagactgt
ggccccaaaa

ggcttagaag

taagagaatt
caaaacatta
atggtcagga
atcggcggat
tccccgaaat
tcggtgeggg
atatattagt

ccagttaagg

aggaggttgg

ttaaagaaaa
ttagacccga
gaggcccgaa
ccaatcgaac
tacaaataga
ggcaaactct
tggtcaaaag
ctaaggatgt
agagtgcgta

Page 14

atctagtcat
gggtgatacc
gttageggtg
gcgeagcagt
acggtaccaa
gggggataag
tggtaatgta

cagccatcct

aataactcga
aataaaatct
tgaaacttgq
gaactgtggt
gcgttgaggce
ctatgaaaat
gagactatgg
ccccaaaatg

cttagaagca

tactctggag
aaccgagtga
ccgactaatg
tcggagttag
ggggtaaagc
gaatactcta
ggaaacagcc
gggtatgtca

atagctcact

120
180
240
300
360
420
480
540
565

60
120
180
240
300
360
420
480
540
573

60
120
180
240
300
360
420
480
540
541

335



<212> DNA

<213> Prototheca wickerhamii

<400> 35
tgttgaagaa

aacctaagcg
aaagtcattt
gtgacaccaa
tagtggtgaa
gcagcaatat
ggtaccaaat
gggataagct
ataatgaagt
gccatccttt
<210> 36

<211> 541
<212> DNA

tgagceggeg
aaagcaagtc
attttagacc
gtggaagtce
ataccagtcg
atctcgtcta
cgtggcaaac
ccatagtcga
ggtaaaggag
aaagagtgcg

acttaaaata
ttaatagggc
cgaacctgag
gaaccgacecg
aactcagage
tctaggggta
tctgaatact
gagggaaaca
gtgaaaatgc

taatagctca

<213> Prototheca moriformis

<400> 36
tgttgaagaa

ccatagcgaa
tctacccatg
gtgaaaaatt
ctggttctce
actgtttctt
tttagatatc
cagatcacca

aaacctccag

g

- <210> 37
<211> 573
<212> DNA

tgagccggeg
agcaagttta
atcagggtga
agcggatgaa
ccgaaatgceg
ttgtgggctt
tactagtgag
gttaaggccc
caggttagct

agttaaaaag
acaagctaaa
agtgttggta
ttgtgggtag
tttaggcgea
cgaaagttgt
accrtiggygag
caaaatgaaa

tagaagcagc

<213> Prototheca wickerhamii

<400> 37

tgttgaagaa tgagccgtcg acttaaaata

aacctaagcg
aaagtcattt
gtgacaccaa
tagtggtgaa
gcagcaatat
ggtaccaaat
gggataagct
ataatgaagt

aaagcaagtc
attttagacc
gtggaagtcc
ataccagteg
atctcgtcta
cgtggcaaac

ccatagtcga

ggtaaaggag

ttaatagggc
cgaacctgag
gaaccgaccg
aactcagagc
tctaggggta
tctgaatact
gagggaaaca

gtgaaaatgc

32378198_1.7TxXT

aatggcaggc
gtcaatttaa
tgatctaacce
atgttgaaaa
tagctggttc
aagcactgtt
agaaatgacg
gcccagacca
aaatacaacc

ctg

agtggcatgg
gtcacccttt
aaataacatg
gggcgaaaaa
gcagtagcaa
acctcaaagt
ataagctecct
atgatagtga

aatccttteca

aatggcaggc
gctaatttaa
tgatctaacc
atgttgaaaa
tagctggttc
aagcactgtt
agaaatgacg
gcccagacca

aaatacaacc

taagagattt
caaaacttta
atggtcagga
atcggcggat
tccccgaaat
tcggtgcggg
atatattagt

ccagttaagg
aggaggttgg

ttaaagataa
ttagacccga
gaggcccgaa
ccaatcgaac
cacaaataga
ggcaaactct
tggtcaaaag
ctaaggatgt
‘agagtgcgta

taagagaatt
caaaacatta
atggtcagga
atcggcggat
tccccgaaat
tcgatgeggy
atatattagt

ccagttaagg
aggaggttgg

Page 15

aataactcga
aataaattat
tgaaacttgg
gaactgtggt
gcgttgaggc
ctatgaaaat
gagactatgg
ccccaaaatg

¢ttagaagca

ttctetggag
aaccgagtga
ccgactaatg
tcggagttag
ggggtaaagc
gaatactcta
ggaaacagcc
gggtatgtta

atagctcact

aataactcga
aataaaatct
tgaaacttgg
gaactgtggt
gcgttgaggc
ctatgaaaat
gagactatgg
ccccaaaatg

cttagaagca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
573

60
120
180
240
300
360
420
480
540
541

60
120
180
240
300
360
420
480
540

33(



gccatccttt aaagagtgcg taatagctca

<210> 38
<211> 541
<212> DNA

<213> Prototheca moriformis

<400> 38
tgttgaagaa

ccatagcgaa
tctacccatg
gtgaaaaatt
ctggttctcc
actgtttett
tttagatatc
cagatcacca
aaacctccag

9

<210> 39
<211> 541
<212> DNA

tgagccggeg
agcaagttta
atcagggtga
agcggatgaa
ccgaaatgceg
ttgtgggctc
tactagtgag
gttaaggcec

caggttagct

agttaaaaag
acaagcttaa
agtgttggta
ttgtgggtag
tttaggcgca
cgaaagttgt
accttggggy
caaaatgaaa

tagaagcagc

<213> Prototheca zopfii

<400> 39
tgttgaagaa

ccatagcgaa
tctacceatg
gtgaaaaatt
ctggttctee
actgtttctt
tttagatatc
cagatcacca

daacctccag

g

<210> 40
<211> 39
<212> PRT

tgagceggey
agcaagttta
atcagggtga
agcggatgaa
ccgaaatgeg
tcgtgggett
tactagtgag
gttaaggccc

caggttagct

agttaaaaag
acaagcttaa
agtgrtggta
ttgtgggtag
tttaggcgea
cgaaagttgt
accttggggg
Cadaaatgaaa

tagaagcagc

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

ctyg

agtggcgtyg
gtcacttttt
aaataacatg
gggcgaaaaa
gcagtagcaa
acctcaaagt
ataagctect
atgatagtga

aatcctttca

agtggcatgg
gtcacttttt
aaataacatg
gggcgaaaaa
gcagtagcaa
acctcaaagt
ataagctcct
atgatagtga

aatcctttca

ttaaagaaaa
ttagacccga
gaggcccgaa
ccaatcgaac
cacaaataga
ggcaaactct
tggtcgaaag
ctaaggatgt

agagtgcgta

ttaaagaaaa
ttagacccga
gaggcccgaa
ccaatcgaac
cacaaataga
ggcaaactct
tggtcaaaaq
ctaaggatgt

agagtgcgta

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 40

ttctctggaa
aaccgagtga
ccgactaatg
tcggagttag
ggggtaaagc
gaatactcta
ggaaacagcc
gagtatgtca

atagctcact

ttctetggag
aaccgagtga
ccgactaatg
tcggagttag
ggggtaaagce
gaatactcta
ggaaacagcc
gagtatgtca

atagctcact

?et Thr phe G1y val Ala Leu Pro Ala Mgt Gly Arg Gly val igr Leu
5 1

Pro Arg Pro Arg val Ala val Arg Ala GIn Ser Ala Ser GIn val Leu
20 5

30

Page 16

573

60
120
180
240
300
360
420
480
540
541

60
120
180
240
300
360
420
480
540
541

33



Glu Ser Gly Arg Ala Gln Leu
35

<210> 41
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 41
Met Ala Ile Lys Thr Asn Arg Gln
1 5

Ile Gly Thr 58U Arg Lys Ala Ile

Ala Leu Arg Gly Arg Ala GIn Leu
35 40

<210> 42

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> _
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 42 )
¥et Ala Ser Ala Ala Phe Thr Met
5

Arg Ala Pro Gly Ala Arg Arg Ser
20
Arg Gly Arg Ala
35

<210> 43

<211> 40

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

«220>
<223> Description of Artificial
polypeptide

<400> 43
Met Ala Thr Ala Ser Thr Phe Ser
1 5

Leu Arg Arg Ser Ala Gly Ser Gly
20

Pro val Arg Gly Arg Ala G1n Leu
35 40

<210> 44

<211> 87

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

238

32378198 _1.TXT

Sequence: Synthetic

Pro val Glu Lys Pro pro Phe Thr
10 15

Pro Ala His Cys Phe Glu Arg Ser
25 30

Sequence: Synthetic
ser Ala Cys Pro Ala Met Thr Gly
10

15

Gly Arg Pro val Ala Thr Arg Leu
25 30

Sequence: Synthetic
Ala Phe Asn Ala Arg Cys Gly Asp
5

10 1

Pro Arg Arg Pro Ala Arg Pro Leu
25 3

Page 17



<220>

<223> Description of artificial
polypeptide

<400> 44

Tet val Ala ala

Gly Ala
ser Pro
Lys Ala

50

Leu Lys
65

Pro Pro

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

45
60
PR

<220>
<223>

Ser

Ser

35

AsSn

ser

Arg

T

Pro

20

Phe

ASp

Gly

Thr

Ala

5

Lys

Lys

Ser

Ser

Phe
85

polypeptide

<400> 45

Ala

Pro

Pro

Ala

Leu

70

Leu

ser Ser

Gly Lys

Lys Ser
40

His Pro
55

Asn Thr

His

Artificial Sequence

Description of Artificial

Met Ala Thr Thr Ser Leu Ala Ser
1

5

Met Leu Ala Arg Asp Gly Arg Gly
20

GIn Leu grg Ala Gly Asn Ala Pro
5

40

Thr Lys Phe Ser Tyr Thr Glu Ser

50

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

<220>
<223>

46
60
PR

T

polypeptide

<400>

46

55

Artificial Sequence

Description of Artificial

Met Ala Thr Thr Ser Leu Ala Ser
1 5

Met Leu Ala Arg Asp Gly Arg Gly
20

Gin Leu Arg Ala Gly Asn Ala Gln

32378198_1.7xT

Sequence: Synthetic

Phe Phe Pro val

10

Ala

Phe
25

Gly Asn Trp Pro

Ile Pro Asn Gly

Gly
45

Lys Ala Asn Gly Ser

GIn Glu Asp Thr Ser

75

Seguence: Synthetic

Ala Phe Cys Ser Met

10

Met
25

Lys Pro Arg Ser

Thr Ser Leu Lys Met

45

Leu Lys Arg Leu
60

Sequence: Synthetic
Ala Phe Cys Ser Met
10

Met Lys Pro Arg Ser
25

Thr Ser Leu Lys Met
Page 18

Ala
15

Pro Pro

ser
30

Ser Leu

Phe GIn val

Ala val ser

Pro
80

5er Ser

Ala val
15

Lys

ser
30

Asp Leu

Ile Asn Gly

Ala val
15

Lys

Ser Asp Leu
30

Ile Asn Gly



35

40

32378198_1.7TXT
45

Thr Lys Phe Ser Tyr Thr Glu Ser Leu Lys Lys Leu
50 60

<210> 47
<211> 50
<212> DNA

55

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 47

tgacctaggt gattaattaa ctcgaggcag cagcagctcg gatagtatcg

<210> 48
<211> 45
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 48

ctacgagctc aagctttcca tttgtgttcc catcccacta cttcec

<210> 49
<211> 1568
<212> DNA

<213> artificial Sequence

<220>

<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 49
gaattccttt

tcccggeget
atgggcgetc
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
gttctccgge
gctgctctga
agaccgacct
tggccacgac
actggctact
ccgagaaagt
cctgeccatt
ccggrettgt
tgttcgecag

atgcctgctt

cttgcgetat
gcatgcaaca
cgatgceget
tagcgagcta
tcgagettgt
ccgcaaacqgg
cgcttgggtyg
tgccgecgtg
gtceggtgec
gggcgttcct
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggeg

gccgaatatc

gacacttcca
ccgatgatgce
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgcactc
cgcgccatat
gagaggctat
ttceggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagcetg
gtgccgggac
gctgatgceaa
gcgaaacatce
gatctggacg
cgcatgcccy

atggtggaaa

gcaaaaggta
ttegaccecc
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaagggg
caatgattga
tcggctatga
cagcgcaggg
tgcaggacga
tgctcgacgt
aggatctcct
tgcggcgget
gcatcgagcg
aagagcatca
acggcgagga
atggccgett

gggcgggetyg
cgaagctcct
atagccaggc
ctagatcact
gcgectettce
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgeceggtt
ggcagegegg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgctt
agcacgtact
ggggctcgceyg
tctegtcgtg

ttctggattc

Page 19

cgagacggct
tcggggetge
ceceegattge
accacttcta
ctcttegttt
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatcgtggc
gcgdggaagag
cttgctcctg
gatccggcta
cggatggaag
ccageccgaac
acccatggeg

atcgactgtg

50

45

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

3o



gccggetggg
aagagcttgg
attcgcageg
acaagtgact
gtgatggact
tcaaacagcec
tgtgctattt
ccaaccgcaa
ctgccecteg
aaaccagcac
ttgagctce

<210> 50

<211> 2571
<212> DNA

tgtggcggac
cggcgaatgg
catcgccttce
cgaggcagca
gttgccgeca
tcagtgtgtt
gcgaatacca
cttatctacg
cacagccttg

tgcaatgctg

cgctatcagg
gctgaccgcﬁ
tatcgectte
gcagctcgga
cacttgctgc
tgatcttgtyg
cccecageat
ctgtectget
gtttgggctc
atgcacggga

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198 _1.7XT

acatagcgtt
tcctogtgcet
ttgacgagtt
tagtatcgac
cttgacctgt
tgtacgcget
cecccttecct
atccctcage
cgcctgtatt

agtagtggga

ggctaccegr
ttacggtatc
cttctaagat
acactctgga
gaatatccct
tttgcgagtt
cgtttcatat
gctgetecty
ctcctggtac

tgggaacaca

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
poTynucleotide

<220>

<221> modified_base
<222> (997)..(999)
<223> a, ¢, t, g, unknown or other

<400> 50
gaattccgec

gtgcttgggc
gccatgetga
gccgggcaat
tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
gcatcctgea
gttggcagca
aggatgcaag
accatcagca
gcaccgagtg
catgtagcge
caggcageag
cggggtcgcg
tgcagcctgg

tgcaacgcaa
gcectgecgec
ttgaggcttg
gcgeatggtg
tcaatcgegg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg
tccaactaac
agacacatgc
gctcagecat
tggagcgaat
ggagcgcatg
tccacactgt
tgacgtccct
aggcggegge
ccccagecag

agaagcgagg

gggcagccac
tgcctgecge
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgcc
tgcaaacacg
tgcgagcecag
catagctgat
tgtgcgatgce
gcactggatc
accaaaccct
cgaagggact
caccaggcec
tgacggcgcet
dagcagagcegg
cggtgatgcyg
ctggggcctt

agcegctecc
atgettgtgc
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgecgece
caacactgca
tgcgctgetyg
aggctggget
ctggctgett
ggccccatge
gcaagctttyg
cctctegggt
cggcagcagce
ctgatennnc

tgagctagtg

acccgeeget
tggtgaggcet
tgtgtgtgcet
gctggacgtg
gatcgegegt
gttcagctgt
agcacgggca
tggcrgtttc
atcatcggceg
cctgctgege
gccactgcaa
gctgggtrgc
acgccatgec
cagaaccatyg
gtgggaaacg

ggcgggggec
caaacgagtt

cagcccgcaa

Page 20

gatattgctg
gcegeteccg
ctgtcgatcg
cgctggtegt
gccgettrta
gctagctget
cgcttgecatc
ctcectgeteca
tgcaacctgt

aatggaaagc

gaaccgacac
gggcagtgct
gggctrgceat
ccgeaggtgec
acaggttgag
taatcaatgc
ccggggagtg
agctacaacg
gctgatgcaa
acgccgttga
tgtggtggat
atggcatcgc
aaaccggagce
ctcatggacg
caatgcagca
accettetg

cacattcatt

tggaatgcgg

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1568

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

3yl



gaccgccagg
tggactgcat
agcaacctgt
tgcceggetc
tggcgegeca
gtggagaggc
gtgttccgge
gccctgaatg
ccttgegeag
gaagtgccgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcgcgeatge
atcatggtgg
gaccgctatc
tgggctgace
ttctategee
gcagcagcte
ccacacttge
gtttgatctt
ccacccccag
acgctgtect

ttggtttggg
ctgatgcacg
<210> 51

<211> 2550
<212> DNA

ctagcagcaa
ttgggtgqggy
ccegtgggtc
gcgaagtagg
tatcaatgat
tattcggcta
tgtcagcgca
aactgcagga
ctgtgctcga
ggcaggatct
caatgcggcg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggega
aaaatggecg
aggacatagc
gcttcctegt
ttcttgacga
ggatagtatc
tgccttgacc
gtgtgtacgc
catccccttc
gctatccctce
ctcegectgt

ggaagtagtg

aggcgcectec
cggceggetg
cceegtgecg
cgccctcttt
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgcceg
€gaggcageg
cgttgtcact
cctgtcatcet
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcaggggctc
ggatctcgtc
cttttctgga
gttggctacc
gctttacggt
gttcttctaa
gacacactct
tgtgaatatc
gcrtttgcga
cctcgtttca
agecgetgete
attctcctgg

ggatgggaac

<213> Artificial sequence

<220>

32378198_1.TXT

cctactcege
tttetttegt
atgaaatcgt
ctgctegece
ggattgcacg
caacagacaa
gttetttttg
cggctatcgt
gaagcgggaa
caccttgcte
cttgatccygg
actcggatgg
gcgeecagecg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattyg
atcgecegetce
gatctgtcga
ggacgctggt
cctgcegett
gttgctaget
tatcgcttge
ctgctectge
tactgcaacc

acaaatggaa

atcgatgttc
gttgcaaaac
gtgcacgecg
tctcteegtc
caggttctcc
tcggctgete
tcaagaccga
ggctggccac
gggactggct
ctgccgagaa
ctacctgeece
aagccggtcet
aactgttcge
gcgatgectg
gtggccgget
ctgaagagct
ccgattcgea
tcgacaagtg
cgtgtgatgg
ttatcaaaca
gcttgtgeta
atcccaaccg
tcactgececce
tgtaaaccag

dgcttgagcet

<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<220>

<221> modified_base
«222> (997)..(999)
t, g, unknown or other

<223> a, c,

<400> 51

gaattccgcec tgcaacgcaa gggcagccac agccgctecce acccgecget

gtgcttggge gectgecgee tgectgecge atgettgtge tggtgagget

gccatgctga ttgaggettg gttcatcggg tggaagcetta tgtgtgtget

gccgggcaat gcgecatggtg gcaagaggge ggcagcactt getggacgtg

Page 21

catagtgcat
gcgccacgtc
atcagctgat
ccgecactag
ggccgetrtygg
tgatgccgec
cctgtccggt
gacgagegtt
gctattgggce
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggcg
tggcggcgaa
gcgeatcgec
actcgaggea
actgtrgeeg
gccteagtgt
tttgcgaata
caacttatct
tcgcacagcece
cactgcaatg

C

gaaccgacac
gggcagtgct
gggcttgcat
ccgeggtgec

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2571

60
120
180
240
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tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
gcatcctgea
gttggcagca
aggatgcaag
accatcagca
gcaccgagtg
catgtagecgc
caggcagcag
€ggggtcgeg
tgcagcctgg
gaccgccagg
tggactgcat
agcaacctgt
tgcceggcetc
tggcgcgeca
gtggagcgcc
gtgttccgec
gccctgaacg
ccctgegecy
gaggtgcccy
atggccgacy
caggccaagc
gacgacctgy
gcccgcatgce
atcatggtgg
gaccgctacc
tgggccgacce
ttctaccgec
acacactctg
gtgaatatecc
cttttgcgag
ctcgtttecat
gcgetgetece

ttctectgot

tcaatcgcgg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg
tccaactaac
agacacatgc
gctcagecat
tggagcgaét
ggagcgcatg
tccacactgt
tgacgtcect
aggcggcggce
ccccagcecag
dagaagcgagg
ctagcagcaa
ttgagtgggy
ccegtgggtc
gcgaagtagg
tatcaatgat
rgtteggeta
tgtccgecca
agctgcagga
ccgtgctgga
gccaggacct
ccatgcgecg
accgcatcga
acgaggagca
ccgacggcga
agaacggceg
aggacatcgc
gcttectggt
tgctggacga
gacgctgagtce
ctgcecgettt
ttgctagetg
atcgcttgca
tgctectget

actgcaacct

cagccagagyg
gcagtttgcce
tgcaaacacg
tgcgagecag
catagctgat
tgtgcgatyc
gcactggatc
accaaaccct
cgaagggact
caccaggccce
tgacggcegcet
agcagagegg
cggtgatgcg
ctggggecctt
aggcgceetee
cggceggctg
cceegtygeey
cgccctettt
cgagcaggac
cgactgggec
gggccegeecc
£gaggeccgee
cgtggtgacc
gctgtectec
cctgcacacc
gcgegeecgc
ccagggectg
ggacctggtg
cttcrceggc
cctggecacce
gctgtacggc
grtcttctga
gtgtgatgga
tatcaaacag
ctrgtgctat
tcccaacege
cactgceccct

gtaaaccagc

32378198_1.7TXT

gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgecgec
caacactgca
tgcactgcetg
aggcrgggcet
ctggectgcett
ggceccatgc
gcaagctitg
cctetegggt
cggcagceagce
ctgatcnnnc
tgggcrggty
cctactecgce
tttctttegt
atgaaatcgt
ctgctcgecc
ggcctecacg
cagcagacca
gtgctattcg
cgectgtect
gaggccggcec
cacctggcecc
ctggaccceeg
acccgcatgg
geceeeegeceg
gtgacccacg
ttcatcgact
cgcgacateg
atcgecgecce
ctcgaggcag
ctgttgccgce
cctcagtgtg
ttgcgaatac
aacttatcta
cgcacagect

actgcaatgc

gatcgcgege
gttcagctgt
agcacgggca
tggctgtttc
atcatcggceg
cctgetgege
gccactgcaa
gctggattge
acgccatgec
cagaaccatg
gtgggaaacg
ggcgggggacc

caaacgagtt
cagcecgceaa
atcgatgttc
gttgcaaaac
gtgcacgceg
tcteteegtce
ccggeteccce
tcggetgetce
tgaagaccga
ggctggeeac
gcgactggct
ccgecgagaa
ccacctgeec
aggccggect
agctgttcgce
gcgacgcectyg
gcggcegect
ccgaggaget
ccgactcceca
cagcagctcyg
cacacttgct
tttgatctty
caccececage
cgctgtectg
tggtrtggqgc
tgatgcacgg
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acaggttgag
taatcaatgc
c€cggggagtg
agctacaacg
gctgatgcaa
acgccgttga
tgrggtggat
atggcatcgc
aaaccggage
ctcatggacg
caatgcagca
acccttcttg
cacattcatt
tggaatgcgg
catagtgcat
gcgccacgtc
atcagctgat
ccgecactag
cgcegectgg
€gacgecgcec
cctgtecgge
caccggegtg
gcrgctgggc
ggtgtccatc
cttcgaccac
ggtggaccag
ccgcctgaag
cctgcecaac
gggcgtggec
gggcggcgag
gcgcatcgec
gatagtatcg
gccttgaccet
tgtgtacygeg
atccecttec
ctatccctca
tccgectgta
gaagtagtgg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



gatgggaaca caaatggaaa gcttgagete

<210> 52
<211> 1547
<212> DNA

<213> Artificial Ssequence

<220>

32378198_1.TXT

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 52
gaattccttt

tcceggeget
atgggcgetc
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
gcteececgce
gctgcteega
agaccgacct
tggccaccac
actggctgcet
ccgagaaggt
cctgecectt
ccggectggt
tgttcgcecg
acgeetgect
gccgoctggg
aggagctggg
actcccageg
cagctcggat
acttgctrgec
gatcttgtgt
ccccageatce
tgtcctgcta
tttgggctcc
tgcacgggaa
<210> 53

<211> 21
<212> DNA

ctrgcgctat
gcatgcaaca
cgatgccgcet
tagcgagcta
tcgagettgt
ccgcaaacgg
cgcctggatyg
cgccgeegtg
gtccggegee
cggcgtgecce
gctgggcgag
gtccatcatg
cgaccaccag
ggaccaggac
cctgaaggec
gcccaacatc
cgtggcegac
cggcgagtgg
catcgcette
agtatcgaca
ttgacctgtyg
gtacgcgctt
ccctteecte
tccctcageg

gcctgtattce

gtagtgggat

gacactteca
ccgatgatgc
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgcactc
cgcgccatat
gagcgcctgt
ttccgectgt
ctgaacgagc
tgcgecgecyg
gtgcecggee
gcecgacgeca
gccaagcace
gacctggacyg
cgcatgeccg
atggtggaga
cgctaccagg
gccgaccgct
taccgectge
cactctggac
aatatccctg
ttgcgagttyg
gtttcatatc
ctgctectge
tcctggtact

gggaacacaa

<213> artificial sequence

<220>

gcaaaaggta
ttcgacccec
cgctgtttaa
attcaaacac
€gctaagagg
caatgatcga
tcggctacga
ccgeecagyg
tgcaggacga
tactggacyt
aggacctgct
tgcgeegect
gcatcgageg
aggagcacca
acggcgagga
acggeegett
acatcgccct
tecctggtget
tggacgagtt
gctggtcgtg
ccgettttrat
ctagctgett
gcttgeatcc
tcctgeteac
gcaacctgta

atggaaagct

9ggcgggctyg
cgaagctcect
atagccagge
ctagatcact
gegeectctte
gcaggacggc
ctgggeccag
ccgeecccgtyg
ggcecgeccge
ggtgaccgag
gtcctcecac
gcacaccctg
cgeecgeace
gggcctggcc
cctggtggtg
ctccggcettce
ggccaccegce
gtacggcatc
crtetgactce
tgatggactg
caaacagcct
gtgctatttg
caaccgcaac
tgcccotege
aaccagcact

tgagctc

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

Page 23

cgagacggct
tcggggetgce
ccccgattge
accacttcta
ctcttegttt
ctccacgecy
cagaccatcg
ctgttcgtga
ctgtcctgge
gccggecgcey
ctggcececg
gaccccgeca
cgcatggagg
ccegeegage
acccacggceg
atcgactgeg
gacatcgccg
gccgeccecg
gaggcagcag
ttgecgocac
cagtgtgttt
cgaataccac
ttatctacgc
acagccttgg

gcaatgctga

2550

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1547

3y



<400> 53

gccgegactg getgetgety g

<210> 54
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.7XT

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

primer

<400> 54

aggtcctcge cgtegggeat g

<210> 55
<211> 2357
<212> DNA

<213> Artificial Ssequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide

<400> 55
ctttcttgcy

cgctgeatgce
gctcegatge
attatagcga
ccactcgage
caacccgcaa
gttttgctgc
actttacacc
atgccaagtg
tgrtttgggg
tcgctcegaa
atacttccgg
cttacaacac
cttttacaga
cgaaggtctt
actacaagat
tcgcaaacga
cagagcaaga
€ggcaggagg
catttgataa
tcttcaatac
agtattccgce
tctctctcaa

aaccgatcct

ctatgacact tccagcaaaa

aacaccgatg atgcttcgac

cgctccaggg cgagegetgt

gctaccaaag ccatattcaa

ttgtgatcge actccgcetaa

acggcgcgee atatcaatge

caagatcagc gcctctatga

aaacaagggc tggatgaatg

gcatctgtac tttcaataca

ccacgccacyg tccgacgacc

gaggaacgac tccggageat

ctttttcaac gataccattg

accggagtcc gaggagcagt

gtatcagaag aaccctgtgc

ttggtacgag ccctcgcaga

cgaaatttac tcgtctgacg
gggcttrctc ggctaccaat
tcccagcaag tcctactggg
ttcttttaat cagtacttcg
ccaatcaaga gtagttgatt
tgacccgace tatgggagcg

attcgttcct acaaaccctt

cactgagtac caggccaacc

gaacattagc aacgctggcec

ggtagggcgg

ccececgaagce
ttaaatagcc
acacctagat
gggggcgect
ttcttecagge
cgaacgaaac
accccaatgyg
acccgaacga
tgaccaatty
tctegggttc
acccgagaca
acatctcgta
ttgctgcaaa
agtggatcat
accttaaatc
acgaatgccc
tgatgtttat
tcggaagctt
ttggaaagga
ctcttggcat
qgaggtcctce
cggaaaccga

cctggagecg

gctgcgagac
tccttcgggg
aggcccecga
cactaccact
cttcctette
cttrettttt
ctcggataga
actgtggtac
tactgtctgy
ggaggaccaa
catggtggtt
acgctgegtg
tagcctggac
ttcgactcag
gacagcggca
ctggaagctc
aggcctrgata
ttccattaat
taacggaact
ctactatgce
tgcgtggget
catgtegetce
actcataaac

gtttgcaacc

Page 24

ggcttccocgg
ctgcatgggc
ttgcaaagac
tctacacagg
gtttcagtca
cttcttgetg
ccacttgtgc
gacgaaaaag
gggacgccat
ccaatagcta
gactacaaca
gccatatgga
ggtggataca
ttccgagatc
aagtcacagg
gaatccgegt
gaggtcccaa
ccaggagecac
catttcgagg
ctgcagactt
tctaactggg
gtgaggaaat
ctgaaagccg

aacaccacgt

21

21

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

VAN



tgacgaaagc
aactggtgta
ccctetggtt
ctgcgtectce
catattttac
cgtactacaa
gtgatgtegt
acatgacgac
agtgagatct
ctggacgcty
tcectgecge
gagttgctag
catatcgctt
tcctgetect
ggtactgcaa
acacaaatgg
<210> 56

<211> 2335
<212> DNA

caacagctac
tgccgtcaat
taaaggcctg
cttcttcctt
caacaggatg
agtgtatggt
gtccaccaac
gggtgtggat
gtcgatcgac
gtcgtgtgat
ttttatcaaa
ctgcttgtge
gcatcccaac
gctecactgcee
cctgtaaacc

aaagctt

aacgtcgatc
accacccaaa
gaagaccceg
gatcgeggga
agcgtrtaaca
ttgcttgatc
acatacttca
aacctgttct
aagctcgagg
ggactgttgc
cagcctcagt
tatttgcgaa
cgcaacttat
cctcgeacag

agcactgcaa

<213> Artificial Sequence

«220>

32378198_1.TXT

tttcgaatag
cgatctcgaa
aggagtacct
acagcaaagt
accaaccatt
aaaatatcct
tgacaaccqg
acatcgacaa
cagcagcage
cgccacactt
gtgtttgatc
taccaccccc
ctacgctgtce
ccttggtttg
tgctgatgca

caccggtaca
gtcggtgtic
cagaatgggt
aaaatttogtt
caagagcgaa
ggaactctac
gaacgcactg
attccaggtg
tcggatagta
gctgecttga
ttgtgtgtac
agcateccct
ctgctatcce
ggctccgect

cgggaagtag

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 56

ctttcttgeg ctatgacact tccagcaaaa

cgctgeatge
gctecgatge
attatagcga
ccactcgagc
caacccgcaa
ccgccaagat
cccccaacaa
agtggcacct
ggggccacgc
cgaagcgcaa
ccagcttctt
acacccegga
ccgagtacca
tcttctggta

agatcgagat

aacaccgatg
cgctccagag
gctaccaaag
ttgtgatcgce
acggcegegcec
cagcgcctec
gggctggatg
gtacttccag
cacgtccgac
cgactccggce
caacgacacc
gtccgaggag
gaagaacccc
cgagecctec

ctactcctcce

atgcttcgac
cgagcgctgt
ccatattcaa
actccgctaa
atgctgctge
atgacgaacg
aacgacceca
tacaacccga
gacctgacca
gecettctecy
atcgacccge
cagtacatct
gtgctggccg
cagaagtgga

gacgacctga

ggtagggcgg
cccecgaagce
ttaaatagcc
acacctagat
gggggcgect
aggccttrect
agacgtccga
acggectgtyg
acgacaccgt
actgggagga
gctccatggt
gccagegetg
cctacagcect
ccaactcceac
tcatgaccege

agtcctggaa

gctgcgagac
tccttcgggg
aggccccega
cactaccact
cttectettce
grtcctgety
cecgeccectyg
gtacgacgag
ctgggggacg
ccagcccatc
ggtggactac
cgtggccatc
ggacggeggc
ccagttecgce
ggccaagtcc

gctagagtcec

Page 25

cttgaatttg
gcggacctct
ttcgaggttt
aaggagaacc
aacgacctgt
ttcaacgatyg
ggctccgtga
agggaagtca
tcgacacact
cctgtgaata
gcactttrge
tcectegttt
tcagcgcetge
gtattctect

tgggatggga

ggcttcccgg
ctgcatgggce
ttgcaaagac
tctacacagy
gtttcagtca
gccggetteg
gtgcacttca
aaggacgcca
cccttgttet
gceategeec
aacaacacct
tggacctaca
tacaccttca
gacccgaagg
caggactaca

gcgttcgeca

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2357

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

3Ye



acgagggett
aggaccccag
gcggctectt
acaaccagtc
acaccgaccc
ccgecttogt
tcaacaccga
tcctgaacat
aggccaacag
tgtacgcegt
ggttcaaggg
cctecettett
tcaccaaccg
acaaggtgta
tcgtgtccac
cgacgggggt
taattaactc
tgatggactg
caaacagcct
gtgctatttg
caaccgcaac
tgccectege
aaccagcact
<210> 57

<211> 20
<212> DNA

ccteggetac
caagtcctac
caaccagtac
ccgegtggtg
gacctacgag
gcccaccaac
gtaccaggec
cagcaacgcec
ctacaacgtc
caacaccacc
ccrggaggac
cctggaceyc
catgagcgtg
cggcttgctg
caacacctac
ggacaacctg
gaggcagcag
ttgccgecac
cagtgtgttt
cgaaraccac
ttatctacge
acageccttgg

gcaatgctga

cagtacgagt
tgggtgatgt
ttcgteggea
gacttcggca
agcgeecetygg
ccetggeget
aacccggaga
ggcccctéga
gacctgtcca
cagacgatct
cccgaggagt
gggaacagea
aacaaccagc
gaccagaaca
ttcatgacca
ttctacateg
cagctcggat
acttgctgcec
gatcttgtgt
cceccageate
tgtcctgcta
tttgggctec

tgcacgggaa

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

gcececggect
tcatctccat
gcttcaacgg
aggactacta
gcatcgegty
cctecatgtc
cggagctgat
gceggttege
acagcaccgg
ccaagtcegt
acctccgeat
aggtgaagtt
ccttcaagag
tcctggaget
ccgggaacgc
acaagttcca
agtatcgaca
ttgacctgtg
gtacgcgctt
cccttecetc
tccctcageg
gcetgtatte

gtagtgggat

gatcgaggtc
caacccegge
cacccactte
cgccctgeag
ggcctccaac
cctcgtgege
caacctgaag
caccaacacc
caccctggag
gttcgeggac
gggcttcgag
cgtgaaggag
cgagaacgac
gtacttcaac
cctgggctec
ggtgcgcgag
cactectggac
aatatccctg
ttgcgagttg
gtttcatatc
ctgctcctge
tcctggtact

gggaacacaa

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 57
ccgcegtget

<210> 58
<211> 20
<212> DNA

ggacgtggtg

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 58
ggtggcggag

<210> 59

tccagggtgt

Page 26

CcCcaccgagc

gccecggecg

‘gaggcctteg

accttcttca
tgggagtact
aagttctece
gccgagecga
acgttgacga
ttcgagetgy
ctctecectet
gtgtccgegt
aaccectact
ctgtcctact
gacggcgacg
gtgaacatga
gtcaagtgat
gctggtegtg
ccgcttttat
ctagctgett
gcrtgeatcce
tectgeteac
gcaacctgta

atgga

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2335

20

20

34y



<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

primer

<400> 59
cggccggegg

<210> 60
<211> 20
<212> DNA

ctccttcaac

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

primer

<400> 60
ggcgeteccg

<210> bl
<211> 133§
<212> DNA

taggtcgggt

<213> Chlorella sorokiniana

<400> 61
cgcctgcaac

gggcgectge
ctgattgagg
caatgcgceat
tggttcaatc
tgtcagcaaa
gagaaggggt
caccaccaag
gtcatccaac
catgcctggc
gttgagttgg
ggtggatagg
gcatcgeacc
ccggagegea
atggacgcat
tgcagcacag
cttcttgegg
catttgcatg
tgcgggaceg
tgcattggac
agctcagcaa

ctgattgcec

gcaagggcag
cgeetgectg
cttggttcat
ggtggcaaga
gcggeageca
ggtagcagtt
caagtgcaaa
tgtgtgcgag
gtaaccatga
gaagacacat
cagcaggctc
atgcaagtgg
atcagcagga
ccgagtgtcc
gtagcgctga
gcagcagagg
ggtcgcgeec
cctggagaag
ccaggctagce
tgcatttggg
cctgteccgt

ggctcgegaa

ccacagecge
ccgcatgett
cgggtggaag
gggcggcagce
gagggatttc
tgccagaatg
cacgggcatg
ccagcatege
gctgatcaac
ggtgtgcgga
agccatgcac
agcgaatacc
gcgcatgega
acactgtcac
cgtcccttga
cggeggeage
cagccagegg
cgaggctggg
agcaaaggcyg
tggggcggec
gggtcececg

gtaggcgccc

32378198_1.TXT

tceccaccegce
gtgctggtga
cttatgtgtg
acttgctgga
agatgatcgc
atcggttcag
ccacagcacg
cgcctggetg
actgcaatca
tgctgeeggce
tggatggcag
aaaccetctg
agggactggc
caggcccgea
cggegetect
agagcggedag
tgatgcgcty
gcctttggge
ccteecectac
ggctgtttct
tgccgatgaa

tcctttetge

synthetic

Synthetic

cgctgaaccg
ggctgggcag
tgctgggett
gctgcecgegg
gcgtacaggt
ctgttaatca
ggcaccgggg
tttcagetac
1cgggcggge
tgctgcctygc
ctgggctgcece
gctgettget
cccatgeacg
agctttgeag
Ctcgggtatg
cagcageggc
atcccaaacg
tggtgcagec
tccgcatcga
ttcgtgttgc
atcgtgtgca

tegeectcte

Page 27

acacgtgctt
tgctgccaty
gcatgccggg
tgcctccagg
tgagcagcag
atgccagcaa
agtggaatgy
dacggcagga
gtgatgcaag
tgcgcacgcec
actgcaatgt
gggttgcatg
ccatgccaaa
aaccatgctc
ggaaacgcaa
gggggccacc
agttcacatt
cgcaatggaa
tgttccatag
aaaacgcgec
cgccgateag

tcegteecgc

20

20

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

3\VE



cactagtggc gecgec

<210> 62
<211> 1146
<212> DNA

<213> uUmbellularia californica

<400> 62

atggccacca ccagectgge ctccgecttc

gacggeegeg
acctccctga
ccegactggt
tggaccaacc
ggcctgeacg
gaccgcagea
gccaagageg
gacctgatgt
gacaccgtgg
ttectggtge
ctgatgaaca
ggccecgect
ctgaacgact
gacgtgaacc
gacagcatct
acccgegact
ctggtgtgcy
gagtggegcc
cgcgty
<210> 63

<211> 1146
<212> DNA

gcatgaagcc
agatgatcaa
ccatgctgtt
tggagtggaa
gcctggtott
cctccatect
tgggcatcct
9ggtggtgceg
aggtggagtg
gcgactgeaa
ccecgeaceeg
tcatcgacaa
ccaccgecga
agcacgtgaa
tcgagtccca
ccgtgctgeg
accacctgcet

ccaagctgac

ccgeaactec
cggcaccaag
cgccgtgatc
gceccaagecec
ccgeegeace
ggccgtgatg
gggcgacggc
ccgcacccac
ctggatcggc
gaccggcgag
ccgectgage
cgtggccgtyg
ctacatccag
caacctgaaq
ccacatcagce
cagcctgace
gcagctggag

cgactccttc

<213> Cinnamomum camphora

<400> 63
atggccacca

gacggccgeg
acctcectga
cccgactggr
tggaccaacc
ggcccccacy
gaccgcteca
gccaagtcecg
gacctgatct

gacaccgtgg

ccteectgyce
gcatgaagec
agatgatcaa
ccatgctgtt
tggagtggaa
gecctggtgrt
ccagcatcgt
tgggcatcct
gggtggtgaa
aggtggagtg

ctecgectte
ccgctecage
cggcaccaag
cgccgtgatce
gcccaagece
ccgccgceacce
ggccgtgatg
gggcgacggc
gcgeacccac

ctgggtrgggc

32378198_1.7XT

tgctccatga
gacctgcage
ttcagctaca
accaccatct
aagctgeecc
ttcgecatcc
aaccacatgc
ttcggcacca
gtggccgtgg
gccageggea
atcctgaccce
accatccccg
aaggacgacg
ggcggectga
tacgtggcct
tcettcacce
accgtgagceg
ggcggcageg

cgcggcatca

tgcagcatga
gacctgcage
ttctectaca
accaccatct
aacccceeecce
ttcgecatec
aaccacctgc
ttcggcacca
gtggcegtag

gcctecggea

aggccgtgat
tgcgegeegg
ccgagagect
tcagcgeege
agctgctgga
gctcctacga
aggaggccac
ccctggagat
agcgctaccce
acaacggcat
gctgeacctce
acgaggtgcg
agatcaagaa
cceceecgetg
gggtgttcga
tggagtaccyg
gcggcagete
aggtgctgeg
gcgtgatccec

aggccgtgat
tgcgegeegy
ccgagagcect
tctcecgeege
agctgctgga
gcagcetacga
aggaggccgce
ccctggagat
agcgcetaccc

acaacggceg

Page 28

gctggeccge
caacgccccc
gaagcgectg
cgagaagcag
cgaccactte
ggtgggccecc
cctgaaccac
gtccaagege
cacctggggc
gcgccgegac
cctgagegtg
cggcgagatc
gctgcagaag
gaacgacctg
gaccgtgecc
ccgcgagtge
cgaggccgge
cgceegeace

cgccgagece

gctggeccgce
caacgcccag
gaagaagctg
cgagaagcag
cgaccacttc
ggtgggcecc
cctgaaccac
gtccaagegce
€gcetggage

ccgccacgac

1335

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1146

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

39



ttcctggtge
atgatgaaca
ggccecgect
ctgaacgact
gacatcaacc
gacagcatct
accatggaca
ctggtgtgceg
gagtggcgcec
agcgtyg
<210> 64

<211> 72
<212> DNA

gcgactgcaa
ccegeacceg
tcatcgacaa
ccaccgecga
agcacgtgaa
tcgagagcca
gcgtgctgea
agcacctgcet

ccaagctgac

gaccggcgag
ccgectgage
cgtggecgty
ctacatccag
caacatcaag
ccacatctcc
gtccctgacc
gcagctggag
cgactccttc

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1,TXT

atcctgaccc
aagatccceg
adaggacgagg
ggcggectga
tacgtggact
tcecttcacca
accgtgagceg
ggcggcagceg

cgcggeatca

gctgcacctc
aggaggtgcyg
agatcaagaa
cceceeegety
ggatcctgga
tcgagtaccyg
gcggetecte
aggtgctgcy
gcgtgatcecce

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
oligonucleotide

<400> 64

atggactaca aggaccacga cggcgactac

gacgacaagt

<21(> 65
<211> 408
<212> DNA

ga

<213> chlorella vulgaris

<400> 65
ctcgaggcag

ctgttgeege
cctcagtgtg
ttgcgaatac
aacttatcta
cgcacagect
actgcaatgc
<210> 66

<211> 20
<212> DNA

cagcagcteg
cacacttgct
tttgatcttg
caccceeagce
cgctgtectg
tggtrtgggc
tgatgcacgqg

gatagtatcg
gcettgacct
tgtgtacgcg
atccecttec
ctatccctca

tccgecctgta

gaagtagtgg

<213> Artificial Sequence

<220>

aaggaccacg

acacactctg
gtgaatatcc
cttttgcgag
ctcgttteat
gcgetgetece
ttctceotgyt

gatgggaaca

acatcgacta

gacgctggtc
ctgccgcttt
ttgctagcty
atcgcttgea
tgctcctgcet
actgcaacct

caaatgga

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 66
ctgggcgacg

<210> 67
<211> 20
<212> DNA

gcttcggeac

<213> Artificial Sequence

Page 29

cctgagcgtg
cggcgagatc
gccccagaag
gaacgacctg
gaccgtgeec
ccgegagtge
cgaggcegge
cgccaagacc

cgccgagtcc

caaggacgac

gtgtgatgga
tatcaaacag
cttgtgctat
tceccaacege
cactgecect

gtaaaccagc

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1146

60
72

60
120
180
240
300
360
408

20

<30



32378198_1.7XT

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 67

aagtcgcgge gcatgecgtt

<210> 68

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Description of artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 68

taccccgoct ggggegacac

<210> 69

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer :

<400> 69

cttgctcagg cggcgggtgce

<210> 70

<211> 1317

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 70

atggtggccg ccgecgecte cagecgectic ttocccegtge ccgececegg

aagcccggca agttcggecaa ctggecctece agectgagec cctecttcaa

atccccaacg gcggettcca ggtgaaggec aacgacageg cccacccecaa

tcegecgtga gectgaagag cggcagcctg aacacccagg aggacacctc

ccecececgea ccttectgea ceagetgece gactggagec gectgetgac

accgtgttcg tgaagtccaa gegocccgac atgcacgacc gcaagtccaa

atgctggtgg acagcttcgg cctggagtcc accgtgcagg acggectggt

tecttetoca tecgetocta cgagatcgge accgaccgea ccgccageat

atgaaccacc tgcaggagac ctccctgaac cactgcaaga gcaccggeat

ggcttcggec gecaccctgga gatgtgcaag cgcgacctga tcetgggtagt

cagatcaagg tgaaccgcta ccccgectgg ggcgacaccy tggagatcaa

agccgectgg gcaagatcgg catgggecgc gactggetga tctccgacfg

gagatcctgg tgcgcgcecac cagcgcoctac gecatgatga accagaagac

tccaagctge cctacgaggt gcaccaggag atcgtgcecce tgttcgtgga

atcgaggact ccgacctgaa ggtgcacaag ttcaaggtga agaccggcga

rPage 30

cgecteccec
gcccaagtec
ggccaacggc
ctccageecc
cgccatcacc
gcgeeccgac
gttccgecag
cgagaccctg
cctgetggac
gatcaagatg
cacccgettc
caacaccggc
ccgecgectg
cagcceccgtg

cagcatccag

20

20

20

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



aagggcctga
tacatcggcet
tcectggeece
gccatggacce
gacggcaccy
ggcgcecatct
cacgacggcg
<210> 71

<211> 1170
<212> DNA

ccceeggetg
ggatcctgga
tggagtaccg
ccagcaaggt
ccatcgtgaa
ccaccggcaa

actacaagga

gaacgacctg
gagcatgccc
ccgegagtygce
9ggcgtgege
cggcgecace
gaccagcaac

ccacgacatc

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.7TXT

gacgtgaacc
accgaggtgc
ggccgegact
tcccagtace
gagtggegec
ggcaactccg

gactacaagg

agcacgtgtc
tggagaccca
ccgtgetgga
agcacctgct
ccaagaacgc
tgtccatgga

acgacgacga

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 71
atggccaccy

gcgggcetceeg
ccecgactgga
gacatgcacg
tccaccgtgce
ggcaccgacc
aaccactgca
aagcgcgacc
tggggcgaca
cgcgactggc
tacgccatga
gagatcgtgc
aagttcaagg
ctggacgtga
cccaccgagg
tgcggeegey
cgcteccagt
accgagtggc
aacggcaact
atcgactaca
<210> 72

<211> 1170
<212> DNA

catccacttt
ggccccggeg
gccgectget
accgcaagtc
aggacggcct
gcaccgccag
agagcaccgg
tgatctgggt
ccgtggagat
tgatctcega
tgaaccagaa
ccetgttegt
tgaagaccgg
accagcacgt
tgctggagac
actccgtget
accagcacct
gccccaagaa
ccgtgtecat

aggacgacga

cteggegttc
cccagegagg
gaccgecatc
caagcgeeec
ggtgttccge
catrcgagacc
catcctgetg
ggtgatcaag
caacacceegce
ctgcaacacc
gacccgeege
ggacagcccc
cgacagcatce
gtccaacgtg
ccaggagetg
ggagagcgtg
gctgegectg
cgccggegec
ggactacaag

cgacaagtga

<213> Artificial Sequence

<220>

aatgcccget
ccecteecey
accaccgtgt
gacatgctgg
cagtcctect
ctgatgaacc
gacggcttcg
atgcagatca
ttcagcegec
ggcgagatcc
ctgtccaagce
gtgatcgagg
cagaagggcc
aagtacatcg
tgcteccctgg
accgccatgg
gaggacggca
aacggcgcca

gaccacgacg

gcggcgacct
tgcgegggeg
tcgtgaagtc
tggacagctt
ccatccgctce
acctgcagga
gcecgeaccct
aggtgaaccg
tgggcaagat
tggrgegegce
tgccctacga
actccgacct
tgaccecegg
gctggatect
ccctggagta
accccagcaa
ccgccatcgt
tctecaccgg

gcgactacaa

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynuclectide
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caacgtgaag
ggagctgrge
gagcgtgacc
gcgcctggag
cggcgecaac
ctacaaggac

caagtga

gcgtegetcg
cgceccagetg
caagegecec
cggcctggag
ctacgagatc
gacctccctg
ggagatgtgc
ctaccccgec
cggcatgggc
caccagcgec
ggtgcaccag
gaaggtgcac
ctggaacgac
ggagagcatg
ccgecgegag
agtgggcgtg
gaacggcgcc
caagaccagc

ggaccacgac

960
1020
1080
1140
1200
1260
1317

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1170

KA



<400> 72
atggctatca

cgcaaggcca
cccgactgga
gacatgcacg
tccaccgtge
ggcaccgacc
aaccactgca
aagcgcegacce
tggggcgaca
cgcgactggce
tacgccatga
gagatcgtgc
aagttcaagg
ctggacgtga
cccaccgagg
tgcggecgeg
cgctcecagt
accgagtggce
aacggcaact
atcgactaca
<210> 73

<211> 1167
<212> DNA

agacgaacag
tccecgegea
gccgeetget
accgcaagtce
aggacggect
gcaccgccag
agagcaccgg
tgatctgggt
ccgtggagat
tgatctccga
tgaaccagaa
ccctgttegt
tgaagaccgq
accagcacgt
tgctggagac
actccgtget
accagcacct
gccccaagaa
ccgtgtecat

aggacgacga

gcagcctgtg
ctgtttcgag
gaccgccatc
caagcgceccc
ggtgttccgc
catcgagacc
catcctgetg
ggtgatcaag
caacaccege
ctgcaacacc
gaccegeege
ggacagcccc
cgacagcatc
gtccaacgtg
ccaggagctg
ggagagcgtg
gctgcgectg
cgccggegec
ggactacaag

cgacaagtga

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

gagaagcctc
cgcteggege
accaccgtgt
gacatgctgg
cagtccttct
ctgatgaacc
gacggcttcg
atgcagatca
ttcagccgec
ggcgagatcc
ctgtccaagc
gtgatcgagg
cagaagggcc
aagtacatcg
tgctcectgg
accgccatgg
gaggacggca
aacggcgcca

gaccacgacg

cgttcacgat
ttcgtgggceg
tcgtgaagtce
tggacagctt
ccatccgete
acctgcagga
gccgcaccct
aggtgaaccg
tgggcaagat
tggtgecgege
tgccctacga
actccgacct
tgaccccegg
gctggatect
ccctggagta
accccageaa
ccgecategt
tctccaccgg

gcgactacaa

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 73
atgacgttcg

gtcgeggtgc
gactggagcc
atgcacgacc
accgtgcagg
accgaccgcea
cactgcaaga
cgcgacctga
ggcgacaccg
gactggctga
gccatgatga

atcgtgcecce

gggtcgeect
gcgecccagte
gcctgetgac
gcaagtccaa
acggcctggt
ccgeccageat
gcaccggcat
tctgggtggt
tggagatcaa
tctecgactg
accagaagac

tgttcgtgga

cccggecatg
ggcgagtcag
cgccatecace
gcgceccgac
gttccgccag
cgagaccctg
cctgctggac
gatcaagatg
cacccgettce
caacaccggce
ccgecgecty

cagccecgtg

ggccgeggrg
gttttggaga
accgtgttcg
atgctggtgg
tccttcteca
atgaaccacc
ggcrtcggcc
cagatcaagg
agccgectgg
gagatcctgg
tccaagetge

atcgaggact

tctcecttce
gcgggegegce
tgaagtccaa
acagcttcgg
tcegetecta
tgcaggagac
gcaccctgga
tgaaccgcta
gcaagatcgg
tgcgcgecac
cctacgaggt

ccgacctgaa

Page 32

cgggacgctg
cgcecagcetg
caagcgcecc
€ggcctggag
ctacgagatc
gacctccctg
ggagatgtgc
ctacceegece
cggcatgggce
caccagegec
ggtgcaccag
gaaggtgcac
ctggaacgac
ggagagcatg
ccgecygegag
ggtgggcgtyg
gaacggcgcc
caagaccagc

ggaccacgac

ccggeccagg
ccagctgeece
gcgeccegac
cctggagtec
cgagatcggc
ctccctgaac
gatgtgcaag
ccecgectgg
catgggccgc
cagcgcctac
gcaccaggag

ggtgcacaag

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1170

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

353



ttcaaggtga
gacgtgaacc
accgaggtgc
ggccgegact
tcccagtacc
gagtggcgcc
ggcaactccg
gactacaagg
<210> 74

<211> 1149
<212> DNA

agaccggcoa
agcacgtgtc
tggagaccca
ccgtgetgga
agcacctgct
ccaagaacgc
tgtccatgga

acgacgacga

cagcatccag
caacgtgaag
ggagcrgtgc
gagcgtgacc
gcgectggag
cggcgcecaac
ctacaaggac

caagtga

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

aagggcctga
tacatcggct
tcectggecc
gcecatggacc
gacggcaccg
ggcgecatct

cacgacggcg

cccecggety
ggatcctgga
tggagtaccg
ccagcaaggt
ccatcgtgaa
ccaccggcaa

actacaagga

<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 74
atgacgttcg

gtcgcggtge
tccatgetgt
ctggagtgga
ggeetggrgt
acctccatcc
gtgggcatcc
tgggtggtgc
gaggtggagt
cgcgactgca
acccgeacce
ttcatcgaca
tccaccgecyg
cagcacgtga
ttcgagtccce
tccgtgetge
gaccacctgce
cccaagctga
gactacaagg
gacaagtga
<210> 75

<211> 1146
<212> DNA

gggtcgeect
gcgececagtc
tcgececgtgat
agcccaagec
tccgeegeac
tggccgtgat
tgggcgacgg
gcecgeacceea
gctggatcgg
agaccggcega
gccgectgag
acgtggecgt
actacatcca
acaacctgaa
accacatcag
gcagectgac
tgcagctgga
ccgactecctt

accacgacgg

ccecggecatg
ggcgagtcag
caccaccate
caagctgecc
cttegecatce
gaaccacatg
cttecggcacc
cgtggecgtg
cgccagegge
gatcctgacc
caccatcccc
gaaggacgac
gggcggectg
gtacgtggcee
ctectteace
caccgtgagc
gggcggcage
ccgeggeatce

£gactacaag

<213> Artificial Sequence

<220>

ggccgeggty
gttttggaga
ttcagcgceeg
cagctgctag
cgctectacg
caggaggcca
accctggaga
gagcgctace
aacaacggca
cgctgeacct
gacgaggtgc
gagatcaaga
accceecgcet
tgggtgttcg
ctggagtacc
ggcggeaget
gaggtgctgce
agcgtgatcc

gaccacgaca

tcteecttee
gcgggegege
ccgagaagca
acgaccactt
aggtgggeec
ccctgaacca
tgtccaageg
ccacctgggg
tgcgeegega
ccctgagegt
gcggcgagat
agctgcagaa
ggaacgacct
agaccgtgcec
gcecgcgagtg
ccgaggecgg
gcgeecgeac
ccgcecgagec

tcgactacaa

Page 33

gaacgacctg
gagcatgccc
ccgecgagtge
gggcgtgege
cggcgecace
gaccagcaac

ccacgacatc

ccggeccagg
ccccgactgg
gtggaccaac
cggcctgeac
cgaccgeagce
cgccaagagce
cgacctgatg
cgacaccgtg
cttcetggty
gctgatgaac
cggceecgec
gctgaacgac
ggacgtgaac
cgacagcatc
cacccgcgac
cctggtgtge
cgagtggegce
ccgegtgatg

ggacgacgac

780
840
900
960
1020
1080
1140
1167

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1149

354



<400> 75
atggcttecg

gcacgtcgct
atgctgtteg
gagtggaagc
ctggtgttcce
tccatectgg
ggcatcctgg
gtggtgcgec
gtggagtgct
gactgcaaga
cgcaccegece
atcgacaacg
accgeegact
cacgtgaaca
gagtcccacc
gtgctgcgca
cacctgcetge
aagctgaccyg
tacaaggacc
aagtga
<210> 76

<211> 1155
<212> DNA

cggcattcac
ccggacggec
ccgtgatcac
ccaagcccaa
gcegeacctt
ccgtgatgaa
gcgacggctt
gcacccacgt
ggatcggegc
ccgygcgagat
gcctgageac
tggccgtgaa
acatccaggg
acctgaagta
acatcagctc
gcctgaccac
agctggaggg
actccttceg

acgacggcga

catgtcggcyg
agtcgccacce
caccatcttc
gctgceccag
cgccatcegce
ccacatgcag
cggcaccacc
ggccgtggag
cagcggeaac
ccrgacecegce
catcceegac
ggacgacgag
cggcctgacc
cgtggcectag
cttcaccctyg
cgtgagcaogc
cggcagcgag
cggcatcaqc

ctacaaggac

<213> Artificial Sequence

<220>

. . 32378198_1.TXT
<223> Description of Artificial Seguence: Synthetic
polynucleotide

tgccccgega
cgcctgaggg
agcgcecgecg
ctgctggacg
tcctacgagg
gaggccaccc
ctggagatgt
cgctacccca
aacggcatgc
tgcacctccce
gaggtgcgeg
atcaagaagc
ccccgetgga
gtgttcgaga
gagtaccgec
ggcagctccg
gtgctgcgeg
gtgatccecg

cacgacatcg

tgactggcayg
ggcgcgeecc
agaagcagtg
accacttegg
tggycceega
tgaaccacgce
ccaagegcega
ccrggggega
gccgegactt
tgagcgtget
gcgagatcgg
tgcagaagct
acgacctgga
ccgtgeecga
gcgagtgcac
aggccggect
ccegeaccga
ccgagceecg

actacaagga

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 76
atggccaccg

gcgggerecg
tggtcecatgce
aacctggagt
cacggcctgg
agcacctcca
agcgtgggcea
atgtgggtgg
gtggaggtag
gtgcgcgact

catccacttt
ggccecggceg
tgttcgeegt
ggaagcccaa
tgtteegeeyg
tcctggecgt
tcctgggega
tgcgcegeac
agtgctggat

gcaagaccgg

ctcggegtte
cccagcgagg
gatcaccacc
gcccaagety
caccttcgee
gatgaaccac
cggcttegge
ccacgtggcce
cggecgecage

cgagatcctg

aatgcccgcet
ccceteeecyg
atcttcageg
cceccagetge
atccgetect
atgcaggagg
accaccctyg
gtggagcgct
ggcaacaacqg

acccgctgca

gcggegacct
tgcgegggcg
ccgecgagaa
tggacgacca
acgaggtggg
ccaccctgaa
agatgtccaa
accccacctg
gcatgcgeeg

cctecetgag
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ggccectggg
cgactggtcc
gaccaacctyg
cctgeacgge
ccgcagecace
caagagcgtg
cctgatgtgg
caccgtggag
cctggtgege
gatgaacacc
cccegecttc
gaacgactcc
cgtgaaccag
cagcatcttc
ccgecgactec
ggtgtgcgac
gtggcgcccc
cgtgatggac

cgacgacgac

gcgtegetcg
cgceccecgac
gcagtggacc
cttcggcctg
ccecgacegce
ccacgcecaag
gcgcgacctyg
gggcgacacc
cgacttcctg
cgtgctgatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1146

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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adcacccqgca
gccttcateg
gactccaccg
aaccagcacg
atcttcgagt
gactccgtgce
tgcgaccacc
cgccccaagc
atggactaca
gacgacaagt
<210> 77

<211> 1152
<212> DNA

ccecgeegect
acaacgtggc
ccgactacat
tgaacaacct
cccaccacat
tgcgcagect
tgctgcaget
tgaccgactc
aggaccacga

gatga

gagcaccatc
cgtgaaggac
€cagggcgge
gaagtacgtg
cagcteccttce
gaccacegtg
ggagggcgge
cttececgeggc

cggcgactac

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.7XT

cccgacgagy
gacgagatca
ctgaccceec
gcetgggtgt
accctggagt
agcggceggea
agcgaggtgc
atcagcgtga

aaggaccacg

tgcgeggega
agaagctgca
gctggaacga
tcgagaccgt
accgcegega
gctccgagge
tgecgegeecy
tcccegecga

acatcgacta

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 77
atggctatca

cgcaaggcca
tggtccatge
aacctggagt
cacggcctgg
agcacctcca
agcgtgggca
atgtgggtgg
gtggaggtag
gtgcgcgact
aacacccgea
gcecttcateg
gactccaceg
aaccagcacg
atcttcgagt
gactccgtge
tgcgaccacc
cgccccaagce
atggactaca
gacgacaagt
<210> 78

<211> 1155
<212> DNA

agacgaacag
tcceegegea
tgttcgcegt
ggaagcccaa
tgtteccgeceg
tcctggecegt
tcctgggega
tgcgcegeac
agtgctggat
gcaagaccgg
ccegecgect
acaacgtggc
ccgactacat
tgaacaacct
cccaccacat
tgcgcagect
tgctgcagct
tgaccgactc
aggaccacga

ga

gcagceetgtyg
ctgtttcgag
gatcaccacc
gcccaagcetg
caccttcgec
gatgaaccac
cggctregyc
ccacgtggec
cggcgccage
cgagatcctyg
gagcaccatc
cgtgaaggac
ccagggeggce
gaagtacgtg
cagctcctte
gaccaccgtg
ggagggcggc
cttcegegge

cggcgactac

gagaagcctc
cgcreggege
atcttcageg
cceecagetge
atccgctect
atgcaggagg
accaccctgg
gtggagcgct
ggcaacaacg
acccgetgea
cccgacgagg
gacgagatca
ctgaccceec
gcctgggtgt
accctggagt
agcggeggea
agcgaggtgce
atcagcgtga

aaggaccacg

cgttcacgat
ttcatgggcy
ccgccgagaa
tggacgacca
acgaggtggg
ccaccctgaa
agatgtccaa
accccacctg
gcatgcgeeg
ccteectgag
tgcgeggega
agaagctrgca
gctggaacga
tcgagaccgt
accgecgega
gctccgagygc
tgcgegeccy
tccccgecga

acatcgacta
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gatcggcccc
gaagctgaac
cctggacgtyg
gcccgacagce
gtgcaceccgce
cggcctggty
caccgagtag
gceceegegtg

caaggacgac

cgggacgctg
cgcceccgac
gcagtggacc
cttcggectg
ccecgacege
ccacgecaag
gcgcgacctg
gggcgacacc
cgacttcctg
cgtgctgatg
gatcggcecc
gaagctgaac
cctggacgtg
gcccgacage
gtgcacccgce
cggcctggry
caccgagtygg
gceecgegtg

caaggacgac

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1155

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1152

33%



<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.7xXT

<223> pescription of Artificial Seguence: Synthetic
polynucleotide

<400> 78

atggccaccg catccacttt ctcggecgttc aatgcccget

gcgggctecg
tggtccatgce
aacctggagt
cacggcctgg
tccaccagca
tccgtgggea
atctggatgg
gtggaggtgg
gtgcgcgact
dacacccgca
gcctreatcg
gactccaccg
aaccagcacyg
atcttcgaga
gacagcgtgc
tgcgagcacc
cgccccaage
atggactaca
gacgacaagt
<210> 79

<211> 4817
<212> DNA

ggccccggcg
tgttecgeegt
ggaagcccaa
tgttccgecy
tcgtggecgt
tcctgggega
tgaagcgcac
agrgcrgggt
gcaagaccgg
cccgeegect
acaacgtggc
ccgactacat
tgaacaacat
gccaccacat
tgcagtcect
tgctgcagcet
tgaccgacte
aggaccacga

gatga

cccagegagg
gatcaccacc
gcccaaccece
caccttegec
gatgaaccac
cggcttcggce
ccacgtggcc
gggecgectce
cgagatcctg
gagcaagatc
cgtgaaggac
ccagggeggce
caagtacgtg
ctcctectte
gaccaccgtg
ggagggecggc
cttcegegge

cggcgactac

<213> Artificial Sequence

<220>

ccecteeceyg
atcttctecg
ccccagetge
atccgcaget
ctgcaggagg
accaccctagg
gtggagcgcet
ggcaacaacg
acccgctgea
cccgaggagg
gaggagatca
ctgacccece
gactggatcc
accatcgagt
agcggegget
agcgaggtgce
atcagcgtga

aaggaccacg

gcggegacct
tgegegggeg
ccgecgagaa
tggacgacca
acgaggtggo
ccgecctgaa
agatgtccaa
accccgectg
gccgceegeca
cctecetgag
tgcgcggcga
agaagcccca
gctggaacga
tggagaccgt
accgecgega
cctoccgagge
tgcgegcecaa
tceccgecga

acatcgacta

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 79
ggtacccgcc

gtgcttgggc
gccatgcetga
gccgggeaat
tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc

gcaggagtca

tgcaacgcaa
gcctgecgcec
ttgaggcttg
gcgcatggtg
tcaatcgegy
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg

tccaacgtaa

gggcagccac
tgcctgecye
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgcc
tgcaaacacg
tgcgagecag

ccatgagctg

agccgetecc
atgcrtgtge
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgecac
catcgecgece

atcaacactg

acccgeegcet

tggtgaggct
tgtgtgtget
gctggagctg
gatcgcegegt
gttcagctgt
agcacgggea
tggctgtttc

caatcatcgg
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gecgtegetcey
cgcceccgac
gcagtggacc
cttcggeccc
cceegaceyc
ccacgccaag
gcgegaccetg
gggcgacacc
cgacttecty
cgtgatgatg
gatcggcecec
gaagctgaac
cctggacatc
gcccgacage
gtgcaccatg
cggcctggtg
gaccgagtgg
gtccagegtg

caaggacgac

gaaccgacac
gggcagtgcet
gggcttgcat
ccgeggtgec
acaggttgag
taatcaatgc
ccggggagtg
agctacaacg

gcgggegtga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140
1155

60
120
180
240
300
360
420
480
540

354



tgcaagcatg
cacgccgttg
caatgtggtg
tgcatggcat
gccaaaccgg
atgctcatgg
acgcaatgca
gccacccettc
cacattcatt
atggaatgcg
ccatagtgca
cgcgeecagcet
gatcagctga
rceegectet
ctgggtrggag
cgccgtgtrte
cggegeectg
cgtgccctge
9ggcgaggtg
catcatggcc
ccaccaggec
ccaggacgac
gaaggcccge
caacatcatg
ggccgaccgce
cgagtgggcc
cgccrtetac
atcgacacac
acctgtgaat
cgegetttty
ttccctegtt
ctcagegctyg
tgtattctcc
gtgggatggg
gaaggtctcg
gcgecttggtt
gtggcaggtg

‘cctggegaag

agttggcagce
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
trgcggggtc
tgcatgectg
ggaccgcecag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgecccggcet
agaatatcaa
cgcetagtteg
cgcctgtecy
aacgagctgc
gcecgeegtge
cceggecagg
gacgccatge
aagcaccgca
ctggacgagg
atgcccgacg
gtggagaacyg
taccaggaca
gaccgcttee
cgcctgetgy
tctggacget
atccectgeeg
cgagttgeta
tcatatcoct
ctcctgetee
tggtactgcea
aacacaaatg
ccrctgteyce
cttcgtcecat

acaatgatcg

acacatggtg
aggctcagec

aagtggagceg

‘gcaggagegce

gtgtccacac
cgctgacgte
cagaggcggce
gegeeccage
gagaagcgag
gctagcagcea
tttgggtggg
tcecgtggat
cgcgaagtag
tgatcgagcea
gctacgactg
cccagggeeg
aggacgaggce
tggacgtggt
acctgctgtce
gccgectgea
tcgagcgege
agcaccaggg
gcgaggacct
gcecgettetce
tcgecectgge
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gcrgortgtg
tgcatcccaa
tgctcactgce
acctgtaaac
gaggatcccg
acctcagegce
tagcgaagceg
gtggagctga

32378198_1.7XT

tgcggatgct
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggyg
tgtcaccaqgg
ccttgacggc
ggcagcagag
cagcggtgat
gctggggect
aaggcgectc
gcggeeggcet
cccecgtgcec
gecgeectect
ggacggecctc
ggcccageag
cccegtgetyg
cgceegecty
gaccgaggcec
ctcececaccty
caccctggac
ccgcacceyce
cctggeececce
ggtggtgacc
cggcttcatc
cacccgcgac
cggcatcgee
ctgacaattg
tggactgttg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccctegeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tccggttcac

tggtcgaaac

gccggetget
tggcagctgg
ccretggety
actggcccca
cccgcaaget
gctecteteyg
cggcggeage
gcgctgatcc
ttgggetogt
ccctactecy
gtttctttcg
gatgaaatcg
ttctgetege
cacgccgget
accatcggcet
ttcgtgaaga
tcctggetgg
ggccgegact
geeeccegecy
ccegecacct
atggaggeeg
gccgagcetgt
cacggcgacy
gactgcggecc
atcgecgagg
gcccccgact
gcagcagcag
ccgecacact
tgtgtttgat
ataccacccc
tctacgctgt
gccttggttt
atgctgatgc
agagcgcgcea
acaataacca
acacgtgcca

gttcacagcc
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gcctgctgeg
gctgccactyg
cttgctgggt
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggcgggyg
caaacgagtt
gcagcccgea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgcee
cctctcteocyg
cceeegeeqce
gctecgacgce
ccgacctgtc
ccaccacegg
ggctgetget
agaaggtgtc
gcecccttega
gcctggtgga
tcgcecgect
cctgeetgee
gccrgggegt
agctgggegg
cccagegeat
ctcggatagt
tgctgecttg
cttgtgtgta
cagcatcccc
cctgctatec
gggctecgec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

38Y
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gaattccttt cttgcgctat gacacttcca gcaaaaggta gggcgggctg cgagacgget 2820
tcceggeget gcatgcaaca ccgatgatge ttcgacccce cgaagcetcect tcggggeotge 2880
atgggegete cgatgecgct ccagggcgag cgctgtttaa atagecagge ccccgattge 2940
aaagacatta tagcgagcta ccaaagccat attcaaacac ctagatcact accacttcta 3000
cacaggccac tcgagcttgt gatcgcactc cgctaagggg gcgectcttc ctettogrtt 3060
cagtcacaac ccgcaaacgg cgcgccatgg tggccgeege cgectccage gecttettec 3120
ccgtgeecge ccecggegec tcccccaage ccggeaagrt cggcaactgg ccctccagee 3180
tgagccocte cttcaagece aagtccatce ccaacggcgg cttccaggtg aaggcecaacg 3240
acagcgecca ccccaaggec aacggetceg ccgtgagect gaagagcgge agectgaaca 3300
€ccaggagga cacctectece agecceecee cecgeacett cetgcaccag ctgeccgact 3360
ggagccgoct getgaccgoc atcaccaccg tgttcgtgaa gtecaagege cccgacatgce 3420
acgaccgcaa gtccaagcge cccgacatgc tggtggacag cttcggcctg gagrccaccg 3480
tgcaggacgg cctggtgttc cgccagtect tctccatceg ctcctacgag atcggcaccg 3540
accgcaccge cagcatcgag accctgatga accacctgea ggagacctcee ctgaaccact 3600
gcaagagcac cggcatcctg crggacggcet tcggccgcac cctggagatg tgcaagegeg 3660
acctgatctg ggtggtgatc aagatgcaga tcaaggtgaa cegetaccce gectggggcg 3720
acaccgtgga gatcaacacc cgcttcagcc gcctgggcaa gatcggcatg ggecgegact 3780
ggctgatctc cgactgcaac accggcgaga tcctggtgeg cgccaccage gectacgeca 3840
tgatgaacca gaagacccgce cgcctgteca agctgcccta cgaggtgcac caggagatcg 3200
tgcccctgtt cgtggacagce cccgtgatcg aggactccga cctgaaggtg cacaagttca 3860
aggtgaagac cggcgacagc atccagaagg gectgacccc cggetggaac gacctggacg 4020
tgaaccagca cgtgtccaac gtgaagtaca tcggctggat cctggagage atgcccaccg 4080
aggtgctgga gacccaggag ctgtgctccc tggecctgga gtaccgoecge gagtgeggec 4140
gcgactccgt getggagage gtgaccgcca tggaccccag caaggtgggce gtgegctcecc 4200
agtaccagca cctgcetgcege ctggaggacg gcaccgecat cgtgaacgge gccaccgagt 4260
ggcgecococaa gaacgecgge gecaacggceg ccatctecac cggcaagacc agcaacggca 4320
actccgtgte catggactac aaggaccacg acggcgacta caaggaccac'gacatcgact 4380
acaaggacga cgacgacaag tgactcgagg cagcagcagc tcggatagta tcgacacact 4440
ctggacgctg gtcgtgtgat ggactgttgc cgccacactt getgecttga cctgtgaata 4500
tccctgecge ttttatcaaa cagectcagt gtgtttgatc ttgtgtgtac goegottttge 4560
gagtrtgctag ctgcttgtge tatttgecgaa taccaccccc agcatccoct tccctcegttt 4620
catatcgctt gcatcccaac cgcaacttat cracgetgte ctgctatcce tcagegetge 4680
tcctgetect getcactgec cctcgecacag ccttggtttg ggetccgect gtattctoct 4740
ggtactgcaa cctgtaaacc agcactgcaa tgctgatgca cgggaagtag tgggatggga 4800
acacaaatgyg aaagctt 4817
<210> 80

<211> 4665

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
Page 38



<220>

32378198_1.TXT

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynuclectide

<400> 80
ggtacccgcc

gtgcttgggc
gccatgetga
gccgggcaat
tccaggtggt
cagcagtgtce
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatyg
cacgccgttg
caatgtggtyg
tgcatggcat
gccaaaccgg
atgctcatgg
acgcaatgca
gcecacccttce
cacattcatt
atggaatgcg
ccatagtgca
cgcgecaget
gatcagctga
tccegectcet
ctgggtggag
cgcegtgttc
cggcgcecctg
cgtgccctge
gggcgaggtrg
catcatggcc
ccaccaggcec
ccaggacgac
gaaggcccge
caacatcatg
ggccgaccgc

cgagtgggcc

tgcaacgcaa
gcetgecegee
ttgaggcttyg
gcgcatggtg
tcaatcgegg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtyg
tccaacgtaa
cctggegaag
agttggcagc
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtce
tgcatgectg
ggaccgccag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgceccggct
agaatatcaa
cgccrgtteg
cgccrgteceg
aacgagctgc
gccgecgtge
cccggecagg
gacgccatgce
aagcaccgca
ctggacgagg
atgcccgacg
gtggagaacg
taccaggaca

gaccgcttce

gggcagecac
tgectgecge
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgece
tgcaaacacg
tgcgagccag
ccatgagetg
acacatggtg
aggctcagcec
aagtggagcg
gcaggagcgce
gtgtccacac
cgctgacgtc
cagaggcggce
gcgeeccage
gagaagcgag
gctageagea
tttgggtgag
tccegtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagca
gctacgactg
cccagggecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgctgtce
gccgectgea
tcgagegegce
agcaccaggg
gcgaggacct
gccgettetce
tcgeectgge
tggtgctgta

agcegetece
atgcttgtogce
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcyg
ggcatgccac
catcgeegee
atcaacactg
tgcggatget
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggg
tgtcaccagg
ccttgacgge
ggcagcagag
cagcggtgat
gcrggggcct
aaggcgcectc
gcggccgget
cceeegtgee
gcgeectect
ggacggcctc
ggcccagcag
cccegtgetg
cgcecegectg
gaccgaggcc
ctcccacctg
caccctggac
ccgeaceege
cctggecccc
ggtggtgacc
cggetteate
caceccgegac

cggcatcgec

acccgecget
tggtgaggct
tgtgtgtget
gctggagctg
gatcgcgegt
gttcagctgt
agcacgggca
tggctgtttc
caatcatcgg
gceggetget
tggcagetgg
cctctggetyg
actggcccea
cccgcaaget
gctecteteg
cggcggcage
gcgetgatec
ttgggctogt
ccctacteeg
gtttctttcg
gatgaaatcg
ttctgctege
cacgceggcet
accatcggcet
ttcgtgaaga
tcctggetgg
ggccgcgact
gceeecgecg
cccgecacct
atggaggeeg
gccgagetgt
cacggcgacg
gactgcggec
atcgccgagg

gcccccgact
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gaaccgacac
QQQCAQtQCt
gggcttgcat
ccgeggtgece
acaggttgag
taatcaatgc
ccggggagtyg
agctacaacg
gcgggcgtga
gcetgetgcy
gctgecactg
cttgctgggt
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggcggag
caaacgagtt
gcagcecgea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgece
cctectctecy
ceceeegeege
gctccgacgce
ccgacctgtc
ccaccaccgg
ggctgctgct
agaaggtgtc
gccecttega
gcctggtgga
tcgeeegect
cctgectgec
gcctgggegt
agctgggcygg

cccagegcat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

360



cgecttetac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgettttg
ttccctegtt
ctcagcgetg
tgtattctcc
gtgggatggg
gaaggtctcg
gcgcttggtt
gtggcaggty
gaattccttt
tcecggeget
atgggcgctc
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
ggtgtctccc
gagagcgggce
ttcgtgaagt
gtggacagct
tccatccget
cacctgcagg
ggccgeacece
aaggtgaacc
ctgggcaaga
ctggtgcgeg
ctgcectacg
gactccgacce
ctgacccecg
ggctggatcc
gcectggagt
gaccccagca
accgccateg
atctccacceg
ggcgactaca

gcagcagctc

cgcctgetgg
tctggacget
atccctgecg
cgagttgcta
tcatatcget
cteetgetec
tggtactgca
aacacaaatg
cctetgtege
cttcgtecat
acaatgatcg
cttgcgetat
gcatgcaaca
cgatgeeget
tagcgagcta
tcgagettgt
ccgcaaacac
ttccccggec
gcgeecagcet
ccaagcgeec
téggcctgga
cctacgagat
agacctccct
tggagatgtg
gctaccecege
tcggcatggg
ccaccagegce
aggtgcacca
tgaaggtgca
gctggaacga
tggagageat
accgcegega
aggtgggcgt
tgaacggcge
gcaagaccag
aggaccacga

ggatagtatc

acgagttctt
ggrcgtgtga
cttttatcaa
gctgcttgtg
tgcatcccaa
tgctcactge
acctgtaaac
gaggatcccd
acctcagegce
tagcgaagceg
gtggagcrga
gacactteca
ccgatgatgce
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgeactce
tagtatgacg
cagggtcgcg
gcccgactgg
cgacatgcac
gtccaccgtg
cggcacegac
gaaccactgc
caagcgcgac
ctggggcgac
ccgegactga
ctacgccatg
ggagatcglg
caagttcaag
cctggacgtg
gcecaccgag
gtycggeege
gcgeteccag
caccgagtgg
caacggcaac
catcgactac

gacacactct

32378198_1.TXT

ctgacaattg
tggactgttyg
acagecctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccetegeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tccggtteac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaceece
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaagggg
ttcggggrcy
gtgcgcgecc
agccgecetyc
gaccgcaagt
caggacggcc
cgcaccgeca
aagagcaccy
ctgatctggg
accgtggaga
ctgatctcceg
atgaaccaga
ccectgtteg
gtgaagaccyg
aaccagcacyg
gtgctggaga
gactccgtgce
taccagcacc
cgcececaaga
tccgtgteca
aaggacgacg

ggacgctggt

gcagcagcag
ccgccacact
tgtgtttgat
ataccacccc
tctacgetgt
gccttggttt
atgctgatge
agagcgegea
acaataacca
acacgtgcea
gttcacagce
gggcgggctg
cgaagctect
atagccaggce
ctagatcact
gcgectcttc
ccecrteeeggce
agtcggcgag
tgaccgccat
ccaagcgeec
tggtgttccg
gcatcgagac
gcatcctgct
tggtgatcaa
tcaacacccy
actgcaacac
agaccegecg
tggacagccc
gcgacagcat
tgtccaacgt
cccaggagct
tggagagcgt
tgctgegect
acgeccggege
tggactacaa
acgacaagtg

cgtgtgatgg
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ctcggatagt
tgctgectty
cttgtgtgta
cagcatcccce
cctgctatcece
gggctccgec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc
cgagacggct
tcgygggetgc
ccececgattgce
accacttcta
ctcttegttt
catgggccgce
tcaggttttg
caccaccgtg
cgacatgctg
ccagtccttc
cctgatgaac
ggacggcttc
gatgcagatc
cttcagcege
cggcgagatc
cctgtccaag
cgtgatcgag
ccagaaggqc
gaagtacatc
gtgctccctg
gaccgccatg
ggaggacggc
caacggegec
ggaccacgac
actcgaggca

actgttgccg

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320

24/



ccacacttgce
gtttgatctt
ccacccccag
acgctgtect
ttggtttggg
ctgatgcacg
<210> 81

<211> 4668
<212> DNA

tgccttgace
gtgtgtacgc
catccectte
gctatccctce

cteccgectgt

ggaagtagtg

tgtgaatatc
gcttttgcga
cctegtttca
agcgctgete
attctcctgg

ggatgggaac

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TxT

cergecgett
gttgctaget
tatcgcttge
ctgctcctge
tactgcaacc

acaaatggaa

ttatcaaaca
gcttgtgcta
atcccaaccg
tcactgeccce
tgtaaaccag

agett

<223> Description of Artificial Sequence: synthetic
polynucleotide

<400> 81
ggtacccgec

gtgcttggac
gccatgctga
gccgggcaat
tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatg
cacgecgttg
caatgtggtg
tgcatggcat
gccaaaccgg
atgctcatgg
acgcaatgca
gccacccttc
cacattcatt
atggaatgceg
ccatagtgca
cgcgecaget
gatcagctga
tcecgectct
ctgggtggag
cgccgtgttc

cggcgeectg

tgcaacgcaa
gcctgecgec
ttgaggcttyg
gcgcatggig
tcaatcgcgg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg
tccaacgtaa
cctggcgaag
agttggcage
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtce
tgcatgeetg
ggaccgccag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgceeggcet
agaatatcaa
cgcctgtteyg
cgcctgtecy

aacgagctgce

gggcagccac
tgcctgeege
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgce
tgcaaacacg
tgcgagecag
ccatgagctg
acacatggtg
aggctcagcc
aagtggagcg
gcaggagcgc
gtgtccacac
cgctgacgtce
cagaggecgge
gcgceccage
gagaagcgag
gctagcagcea
tttgggtggg
tcccgtgggt
cgcgaagrag
tgatcgagca
gctacgactg
cccagggecg

daggacgaggc

agccgeteee
atgcttgtgc
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgecgec
atcaacactg
tgcggatgct
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggq
tgtcaccagg
ccttgacggce
ggcagcagag
cagcggtgat
gctggggect
aaggcgectc
gcggecggct
cccecgtgee
gcgcectect
ggacggcctc
ggcccagcag
ccccgtgetg

cgeecgecty

accegeeget
tggtgaggct
tgtgtgtgct
gctggagetg
gatcgcgcegt
gttcagctgt
agcacgggca
tggctgtttce
caatcatcgyg
gceggetget
tggcagctgg
cctctgacty
actggcccca
cccgcaaget
gctecteteg
cggcggcagc
gcgetgatcec
ttgggetggt
ccctactceeg
gtttcttteg
gatgaaatcg
ttctgetege
cacgccggct
accatcggcet
ttcgtgaaga
tcetgactag
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gcctcagtgt
tttgcgaata
caacttatct
tcgcacagec

cactgcaatg

gaaccgacac
gggcagtgct
gggcttgcat
ccgeggrgec
acaggttgag
taatcaatgc
c€cggggagtg
agctacaacg
gcgggegrga
gcctgetgeg
gctgccactg
cttgctgggt
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggegggg
caaacgagtt
gcagceegea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgcee
cctecteteceg
cceccegecge
gctecgacge
ccgacctgtce

ccaccaccgg

4380
4440
4500
4560
4620
4665

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

3672



cgtgcectgce
gggcgaggtg
catcatggcce
ccaccaggec
ccaggacgac
gaaggccege
caacatcatyg
ggcegaccgc
cgagtgggcec
cgccttctac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgcttttg
ttcectegtt
ctcagegctg
tgtattctee
gtgggatggg
gaaggtctcg
gecgettggtt
gtggcaggtg
gaattccttt
tceceggeget
atgggegetc
daagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
cctcegttca
gcgcttcgtg
gtgttcgtga
ctggtggaca
ttctccatcce
aaccacctgc
ttcggecgea
atcaaggtga
cgcctgggcea
atcctggtgce
aagctgeect

gaggactccg

gcegeegtge
cccggecagqg
gacgccatgc
aagcaccgea
ctggacgagg
atgeceegacy
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcettcec
cgecctgctgyg
tctggacget
atcecctgeeg
cgagttgcta
tcatatcgct
ctcctgetee
tggtactgea
aacacaaatg
cctctygtege
cttecgtecat
acaatgatcg
cttgcgctat
gcatgcaaca
cgatgccget
tagcgagcta
tcgagettgt
¢cgcaaacac
cgatcgggac
ggcgegeeca
agtccaagceg
gctteggect
gctcctacga
aggagacctc
ccctggagat
accgetaccec
agatcggcat
gcgecacecag
acgaggtgca

acctgaaggt

tggacgtggt
acctgetgtc
gcegectgea
tcgagegegce
agcaccaggy
gcgaggacct
gcegettcete
tcgeectgge
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gctgcttgtg
tgcatcccaa
tgcteactge
acctgtaaac
gaggatcceg
acctcagege
tagcéaagcg
gtggagctga
gacacttcca
ccgatgatgc
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgeactc
tagtatggct
gctgcgceaag
gcrgeccgac
cceegacatyg
ggagtccacc
gatcggcacc
cctgaaccac
gtgcaagcgce
cgectggagce
gggccgegac
cgcctacgec
ccaggagatce

gcacaagttc
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gaccgaggcc
ctececcaccty
caccctggac
ccgecaccege
cctggeecce
ggtggtgacc
cggcttcatc
cacccgecgac
cggcatcgec
ctgacaattg
tggactgttg
acagcctcag
ctatttgega
ccgcaactta
ccctegeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tccggttcac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaccccec
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaagggg
atcaagacga
gccatccccg
tggagccgece
cacgaccgca
gtgcaggacg
gaccgcacceg
tgcaagagca
gacctgatct
gacaccgtgg
tggctgatct
atgatgaacc
gtgccecctgt

aaggtgaaga

ggccgegact
gceecegecg
ccegeeacct
atggaggccyg
gccgagetgt
cacggcgacq
gactgeggcec
atcgccgagg
gcececegact
gcagcagcag
ccgccacact
tgrgtttgat
ataccacccce
tctacgetgt
gccttggttt
atgctgatgc
agagcgegea
acaataacca
acacgtgcca
gttcacagec
gggcgggctyg
cgaagctcct
atagccaggce
ctagatcact
gcgectette
acaggcagcc
cgcactgtert
tgctgaccege
agtccaagcg
gcctggtgtt
ccagcatcga
ccggcatect
gggtggtgat
agatcaacac
ccgactgeaa
agaagacccy
tcgtggacag

ccggegacag
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ggctgctget
agaaggtgtc
gcecccttega
gcetggtgga
tcgeecegect
ccrgectgec
gcctgggcegt
agctgggegg
cccagegeat
ctcggatagt
tgctgeettg
cttgtgtgta
cagcatcccee

cctgetatec

‘gggctccgece

acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcegag
tagggatatc
cgagécggct
tcggggetge
ccecgattge
accacttcta
ctcttegttt
tgtggagaag
cgagegceteg
catcaccacc
ccccgacatg
ccgecagtec
gaccctgatg
gctggacggc
caagatgcag
cecgcttcage
caccggcgag
ccgectgtec
cccegtgatce

catccagaag

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

343
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ggcctgacce ccggctggaa cgacctggac gtgaaccagc acgtgtccaa
atcggctgga tcctggagag catgcccacc gaggtgetgg agacccagga
ctggcecctgg agtaccgeeg cgagtgcgyge cgcgactccg tgctggagag
atggacccca gcaaggtggg cgtgcgetcc cagtaccage acctgotgeg
ggcaccgeca tcgtgaacgg cgccaccgag tggcgeccca agaacgecgg
gccatctceca ccggcaagac cagcaacgge aactcegtgt ccatggacta
gacggcgact acaaggacca cgacatcgac tacaaggacg acgacgacaa
gcagcagcag ctcggatagt atcgacacac tctggacgct ggtcgtgtga
ccgecacact tgetgectty acctgtgaat atccctgecg cttttatcaa
tgtgtttgat cttgtgtgta cgcgcttitg cgagttgcta getgcttgtg
ataccacccc cagcatccec ttcectegtt tcatatcgct tgcatcccaa
tctacgetgt cctgetatcc ctcagegetg ctectgetee tgetcactge
gccttggttt gggctccgec tgtattctece tggtactgca acctgtaaac
atgctgatgc acgggaagta gtgggatggg aacacaaatyg gaaagctt
<210> 82
<211> 4668
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide

<400> 82
ggtacccgcc tgcaacgcaa gggcagecac ageegetece accegecget

gtgcttggge gectgecgee tgoctgecge atgettgtge tggtgagget
gccatgetga ttgaggetty gttcatcggg tggaagctta tgtgtgtget
gcecgggeaat gegeatggtg gcaagaggge ggcagcactt getggagetg
tccaggtggt tcaatcgegg cagccagagg gatttcagat gatcgegegt
cagcagtgtc agcaaaggta gcagtttgcc agaatgatcg gttcagetgt
cagcaagaga aggggtcaag tgcaaacacg ggcatgccac agceacgggea
gaatggcacc accaagtgtg tgcgagccag catcgecgec tggetgttte
gcaggagtca tccaacgtaa ccatgagctg atcaacactg caatcatcgg
tgcaagcatg cctggcgaag acacatggtg tgcggatget gecggetget
cacgccgttg agttggcage aggcetcagec atgcactgga tggcagcetgg
caatgtggtg gataggatgc aagtggagcg aataccaaac cctctggcetg
tgcatggcat cgcaccatca gcaggagcege atgcgaaggg actggecccea
gccaaaccgg agcgcaccga gtgtccacac tgtcaccagg cccgcaagcet
atgctcatgg acgcatgtag cgctgacgtc ccttgacggce gotcectcteg
acgcaatgca gcacaggcag €agaggcgge ggcagcagag cggeggcage
gccaccettc ttgoggggtc gegocccage cageggtgat gegetgatce

cacattcatt tgcatgcetg gagaagcgag gctggggect ttgggetgat
Page 43

cgtgaagtac
gctgtgetee
cgtgaccgee
cctggaggac
cgccaacggce
caaggaccac
gtgactcgag
tggéctgttg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccctegeaca

cagcactgca

gaaccgacac

‘gggcagtgct

gggcttgeat
ccgeggtgcc
acaggttgag
taatcaatgc
€cggggagtg
agctacaacy
gcgggcegtga
gectgetgeg
gctgccactg
cttgctgaggt
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggeggag
caaacgagtt

gcagcccgea

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4668

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

5(,\7



atggaatgcg
ccatagtgca
cgcgccaget
gatcagctga
tccegectct
ctgggtggag
cgecegrgttc
cggcgeectg
cgtgeccctgce
9g9gcgaggtg
catcatggcec
ccaccaggec
ccaggacgac
gaaggcccgce
caacatcatg
ggccgacege
cgagtgggcc
cgccttetac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgcttttg
ttcectegtt
ctcagegcetg
tgtattctece
pgtgggatggg
- gaaggtctcg
gcgettggrt
gtggcaggtg
gaattccttt
tcccggeget
atgggcegetc
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
cgctgeggeg
cccgtgegeg
gtgttcgtga

ggaccgccag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgcceggct
agaatatcaa
cgcergtteg
cgecrgteey
dacgagctgce
geccgeegtge
c£ccggcecagg
gacgccatgce
aagcaccgca
ctggacgagg
atgcccgacy
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcttce
cgcctgetgy
tctggacgct
atccctgeceg
cgagttgeta
tcatatcget
ctcctgetec
tggtactgca
aacacaaatg
cctetgtege
cttcgtccat
acaatgatcg
cttgcgetat
gcatgcaaca
cgatgceget
tagcgagcta
tcgagettgt
ccgcaaacac
acctgegteg
ggcgcegecca

agtccaageg

gctagcagea
tttgggtggg
tcccgtgygt
cgcgaagtag
tgatcgagea
gctacgactg
cccagggcecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgctgtce
gccgectgea
tcgagegege
agcaccaggg
gcgaggacct
gccgettcte
tcgeectggce
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gctgcttgty
tgcatcccaa
tgctcactge
acctgtaaac
gaggatcccg
acctcagegce
tagcgaagceg
gtggagctga
gacacttcca
ccgatgatgce
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgcactc
tagtatggcc
ctcggeggge
gctgccecgac

cccegacatg

32378198_1.TXT

aaggcgeetc
gcggecgget
cceeegtgec
gcgeectect
ggacggecetc
ggcccageag
ccecegtgety
cgcecgectg
gaccgaggcec
ctcccacctg
caccctggac
ccgcacccge
cctggecece
ggtggtgacc
cggcttcatce
cacccgegac
cggcatcgec
ctgacaattg
tggactgttg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccetegeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tccggtteac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaccece
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaagggg
accgcatcca
tcegggeecec
tggagccgcec

cacgaccgca

ccctactecg
gtttctttcg
gatgaaatcg
ttctgctege
cacgccgget
accatcggct
ttcgtgaaga
tcctggetgg
ggccgegact
gcecececegecg
ccecgecacct
atggaggccg
gccgagetgt
cacggcgacyg
gactgcggcec
atcgccgagg
gcecceccgact
gcagcagcag
ccgecacact
tgtgtttgat
ataccacccec
tctacgctgt
gcettggttt
atgctgatge
agagcgcgea
dcaataacca
acacgtgeca
gttcacagcc
g9ggcgggcty
cgaagctcct
atagccagge
ctagatcact
gcgectette
ctttctcggce
ggcgcccagce
tgctgaccge

agtccaageg
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catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgcec
cctctetecg
cceecgecge
gctcegacgce
ccgacctgtce
ccaccaccyg
ggctgectgct
agaaggtgtc
gccecttega
gcctggtgga
tcgeecgect

cctgectgec

‘gcctgggegt

agctgggcgq
cccagcegeat
ctcggatagt
tgctgecttg
cttgtgtgta
cagcatcﬁcc
cctgctatce
gggcteegece
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc
cgagacggct
tcggggcetge
cceccgattygce
accacttcta
ctettegttt
gttcaatgcc
gaggcccctc
catcaccacc

ccccgacatg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

365



ctggtggaca
ttctecatee
aaccacctgce
ttcggecgea
atcaaggtga
cgcctgggea
atcctggtge
aagctgecct
gaggactccg
ggcctgacce
atcggctgga
ctggcectyy
atggaccceca
ggcaccgeea
gccatcteca
gacggcgact
gcagcagcag
ccgccacact
tgtgtttgat
ataccacccc
tctacgctgt
gcettggrrt
atgctgatgce
<210> 83

<211> 4656
<212> DNA

gcttcggect
gctectacga
aggagacctc
ccctggagat
accgetaccc
agatcggcat
gcgccaccag
acgaggtgca
acctgaaggt
ccggetggaa
tcctggagag
agtaccgecg
gcaaggtggg
tcgtgaacgg
ccggcaagac
acaaggacca
ctcggatagt
tgctgecttg
cttgtotgta
cagcatcccce
cctgctatcec
gggctecgec

acgggaagta

ggagtccacc
gatcggcacc
cctgaaccac
gtgcaageqgce
cgcctggggce
gggccegegac
cgcectacgec
ccaggagatc
gcacaagttc
cgacctggac
catgcccacc
cgagtgcggc
cgrgcgetcc
cgccaccgag
cagcaacggc
cgacatcgac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgettttyg
tteectegtt
ctcagegety
tgtattctcc

gtgggatggg

<213> Artificial Sequence

<220>
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gtgcaggacg
gaccgcaceg
tgcaagagca
gacctgatct
gacaccgtagg
tggctgatct
atgatgaacc
gtgccecctgt
aaggtgaaga
gtgaaccagc
gaggtgctgg
cgcgactceg
cagtaccagc
tggcgeccca
aactcegtgt
tacaaggacg
tctggacgcet
atccctgecg
cgagttgcta
tcatatcgcet
ctcetgetee
tggtactgca

adcacaaatg

gcetggrgtt
ccagcatcga
ccggeatect
gggtggtgat
agatcaacac
ccgactgcaa
agaagacccg
tcgtggacag
ccggcgacag
acgtgtccaa
agacccagga
tgctggagag
acctgctgeg
agaacgcceqgg
ccatggacta
acgacgacaa
ggrcgtgtga
cttttatcaa
gctgettgtg
tgcatcccaa
tgctcactge
acctgtaaac

gaaagctt

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 83
ggtacccgec

gtgcttggge
gccatgctga
gccgggeaat
tccaggtggt
cagcagtgtce
cagcaagaga
gaatggcacc

gcaggagtca

tgcaacgcaa
gecctgecgee
ttgaggcttg
gcgcatggty
tcaatcgcgg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg

tccaacgtaa

gggcagccac
tgcctgeege
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtrtgcc
tgcaaacacy
tgcgagcecag
ccatgagctg

agccgetece
atgcttgtgc
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgeeac
catcgcecgec

atcaacactg

acccgecget
tggtgaggct
tgtgtgtygct
gcrggagety
gatcgecgegt
gttcagctgt
agcacgggea
tggctgrttc

caatcatcgg
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ccgececagtcec
gaccctgatg
gctggacggc
caagatgcag
ccgcttcage
caccggegag
ccgectgtec
cccegtgatce
catccagaag
cgtgaagtac
gctgtgetce
cgtgaccgcc
cctggaggac
cgccaacgqgc
caaggaccac
gtgactcgag
tggactgttg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgraactta
ccetegeaca

cagcactgca

gaaccgacac
gggcagtgct
gggcttgeat
ccgeggtgec
acaggttgag
taatcaatgc
ccggggagtg

agctacaacg

gcgggcegtoa

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4668

60
120
180

.240
300
360
420
480
540

366



tgcaagcatyg
cacgcegttg
caatgtggty
tgcatggcat
gccaaaccyg
atgctcatgyg
acgcaatgca
gccaccctrtc
cacattcatt
atggaatgcg
ccatagtgea
cgcgecaget
gatcagctga
tcecgectct
ctgggtggag
cgeecgtgttce
cggcgeecty
cgtgccctge
gggcgaggtyg
catcatggcec
ccaccaggcc
ccaggacgac
gaaggeccge
caacatcatg

ggccgacege

cgagtgggec

cgcettetac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgcttttg
ttccctegtt
ctcagegcetg
tgtattctec
gtgggatggg
gaaggtctcg
gcgcttggtt
gtggcaggtg
gaattccttt

cctggegaag
agttggcagc
gataggatgce
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtc
tgcatgectyg
ggaccgecag
ttggactgea
cagcaacctg
ttgeecegget
agaatatcaa
cgcctgttcg
cgeetgtecy
aacgagctgc
gccgeegtge
ccecggecagy
gacgccatgc
aagcaccgcea
ctggacgagg
atgcccgacy
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcttec
cgcectgetgg
tctggacgct
atccctgceceg
cgagttgcta
tcatatcgct
ctcctgetec
tggtactgca
aacacaaatg
cctetgtege
cttcgtccat
acaatgatcg

cttgcgctat

acacatggtg
aggctcagec
aagtggagcg
gcaggagegc
gtgtccacac
cgctgacgtce
cagaggcggce
gcgecccage
gagaagcgay
gctagcagca
tttgggtgga
tccocgtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagca
gctacgactg
cccagggecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgctgte
gccgectgea
tcgagcegegce
agcaccagag
gcgaggaccet
gccgetrctc
tegeeetggc
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gctgcttgtg
tgcatcccaa
tgctcactge
acctgtaaac
gaggatcccyg
acctecagegce
tagcgaagcg
gtggagctga

gacacttcca
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tgcggatgct
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggo
tgtcaccagg
ccttgacgge
ggcagcagag
cagcggtgat
gctggggect
aaggcgeete
gcggoogget
cceceegtgec
gcgeectect
ggacggcctc
ggcccageag
cccegtgetyg
cgcecgectg
gaccgaggec
cteccacctg
caccctggac
cecgcaccege
cctggeeccee
ggtggtgacc
cggcttcatce
cacccgegac
cggcatcgee
ctgacaattg
tggactgtty
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccctcgeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tccégttcac

tggtcgaaac

gccggetget
tggcagctgg
cctetggety
actggcccca
ccegeaaget
gctecteteg
cggcggcagce
gegetgatec
ttgggctggt
ccctactecg
gtttctttcg
gatgaaatcg
ttctgctege
cacgceggcet
accatcggct
ttcgtgaaga
tcctggetgg
ggccgcgact
gcceeegecy
ccegeecaccet
atggaggccg
gcecgagetgt
cacggcgacy
gactgcggcc
atcgcegagy
gccecccgact
gcagcagcag
ccgcecacact
tgtgtttgat
ataccacccc
tctacgctgt
gccttogttt
atgctgatgce
agagcgcgca
acaataacca
acacgtgcca

gttcacagcc

gcaaaaggta gggcgggetg
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gcctgetgeg
gctgecactg
cttgetgggt
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggegyggg
caaacgagtt
gcagcccgea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgee
cctetetecy
ceceecegeegce
gctccgacgce
ccgacctgtc
ccaccaccgg
ggctgetgct
agaaggtgtc
gcccecttega
gcctggtgga
tcgeecgect
cctgectgec
gcetgggegt
agctgggegg
cccagcgcat
ctcggatagt
tgctgeettg
cttgtgtgta
cagcatcccce
cctgctatec
gggctccgec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc

cgagacggct

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

265



tccecggeget
atgggcgctc
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
gcgatgactg
agggggcgceg
tccaagegec
ttcggectag
tcctacgaga
gagacctccc
ctggagatgt
cgctaccecg
atcggcatgg
gccaccageg
gaggtgcacc
ctgaaggtgc
ggctggaacg
ctggagagca
taccgccgeg
aaggtgggcg
gtgaacggeg
ggcaagacca
aaggaccacg
cggatagtat
ctgcecttgac
tgtgtgtacyg
gcatcccctt
tgctatcect

gctcegecty

gggaagtagt

<210> 84
<211> 4721
<212> DNA

gcatgcaaca
cgatgccget
tagcgagcta
tcgagcttgt
ccgcaaacac
gcagggccecec
ccceccgactyg
ccgacatgea
agtccaccgt
tcggcaccga
tgaaccactg
gcaagcgcga
cctggggcga
gcecgegactg
cctacgecat
aggagatcgt
acaagttcaa
acctggacgt
tgcccaccga
agtgcggeceg
tgcgeteeca
ccaccgagtg
gcaacggcaa
acatcgacta
cgacacactc
ctgtgaatat
cgcttttgeg
ccctegtite
cagcgctget
tattctcctyg

gggatgggaa

ccgatgatgce
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgcacte
tagtatggct
tggggcacgt
gagccgectg
cgaccgcaag
gcaggacggc
ccgcaccgec
caagagcacc
cctgatetyg
caccgtggag
gctgatctcc
gatgaaccag
gccectgttce
ggtgaagacc
gaaccagcac
ggtgctggag
cgactccgtg
gtaccagcac
gcgceccaag
cteegtgtee
caaggacgac
tggacgctgg
ccctgeeget
agttgctage
atatcgcttg
cctgctectyg
gtactgcaac

cacaaatgga

<213> Artificial sequence

<220>
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ttcgaceecc
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaagggg
tccgeggeat
cgctceggac
ctgaccgcea
tccaagegec
ctggtgttcc
agcatcgaga
ggcatcetgce
gtggtgatca
atcaacaccc
gactgcaaca
aagaccegcec
gtggacagcc
ggcgacagca
gtgtccaacg
acccaggage
ctggagagcg
ctgctgcoce
aacgccgocy
atggactaca
gacgacaagt
tcgtgtgatg
tttatcaaac
tgcttgtgcet
catcccaace
ctcactgecc
ctgtaaacca

aagctt

cgaagctect
atagccagge
ctagatcact
gcgcectette
tcaccatgtce
ggccagtege
tcaccaccgt
ccgacatget
gccagtectt
ccctgatgaa
tggacggctt
agatgcagat
gcttcageeg
ccggegagat
gcctgtcecaa
ccgtgatega
tCcagaaggg
tgaagtacat
tgtgctccct
tgaccgccat
tggaggacgg
ccaacggegce
aggaccacga
gactcgaggce
gactgttgcc
agcctcagtg
atttgcgaat
gcaacttatc
ctcgeacagce

gcactgcaat

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 84

tcggggetge
cceegattye
accacttcta
ctcttegttt
ggcgtgeecce
cacccgectyg
gttcgtgaaq
ggtggacagc
ctccatcecgce
ccacctgeag
cggccécacc
caaggtgaac
cctgggcaag
cctggtgegc
gctgccctac
ggactccegac
cctgacececce
cggctggatc
ggccctggag
ggaccccage
caccgcecatce
catctccacce
cggcgactac
agcagcagcet
gccacacttg
tgtttgatcet
accacceceea
tacgctgtec
cttggtttag

gctgatgcac

ggtacccgoo tgcaacgcaa gggeagecac agccgcetecc accegecget gaaccgacac
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2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4656

60

368



gtgcttggge
gccatgetga
gccgggcaat
tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatg
cacgcegttg
caatgtggtg
tgcatggcat
gccaaaccgg
atgctcatgg
acgcaatgca
gccaccctre
cacattcatt
atggaatgcyg
ccatagtgca
cgcgeecaget
gatcagctga
tcecegectcet
ctgggtggag
cgecgtgrtc
cggcgccctyg
cgtgecctyge
9g9gcgaggtg
catcatggcc
ccaccaggec
ccaggacgac
gaaggcccge
caacatcatg
ggccgaccgc
cgagtgggcc
cgcettetac
atcgacacac

acctgtgaat

gcectgeegee
trgaggcttg
gcgcatggtg
tcaatcgegg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg
tccaacgtaa
cctggcgaag
agttggcagce
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtc
tgcatgcctg
ggaccgccag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgcccgget
agaatatcaa
cgcctgtreg
cgectgtecg
aacgagctge
gcegeegtge
ccecggecagg
gacgccatgce
aagcaccgca
Ctggacgagg
atgcccgacg
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcttce
cgcctgetgg
tctggacgcet

atccctgecg

tgcetgecge
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgcec
tgcaaacacg
tgcgagccag
ccatgagctg
acacatggtg
aggcteagec
aagtggageyg
gcaggagege
gtgtccacac
cgctgacgtce
cagaggcggce
gcgecccage
gagaagcgag
gctagcagea
tttgggtggg
tcccgtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagcea
gctacgactg
cccagggecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgctgtc
gccgectgea
tcgagegege
agcaccaggyg
gcgaggacct
gccgettcte
tcgecetgge
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa

32378198_1.TXT

atgcttgtge
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgeegec
atcaacactg
tgcggatgcet
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaagag
tgtcaccagg
ccttgacggce
ggcagcagag
cagcggtgat
gctggggect
aaggegectc
gcggecggct
ccececgtgec
gcgeectect
ggacggccte
ggcccageag
cceegtgetg
cgccegecty
gaccgaggec
ctcccacctyg
caccctggac
ccgcaccege
cctggceeecec
ggtggtgacc
cggcttcate
caccegegac
cggcatcgcc
ctgacaattg
tggactgttg

acagcctcag

tggtgaggcet
tgtgtgtgct
gctgoagcty
gatcgcgegt
gttcagctgt
agcacgggca
tggctgtttce
caatcatcgg
gceggetget
tggcagetgg
ccrectyggety
actggcceca
cccgeaaget
gctecteteg
cggcggcagce
gcgetgatcec
ttoggctggt
ccctactecy
gtttctttcg
gatgaaatcy
ttctgeteoge
cacgcegget
accatcggct
ttcgtgaaga
tcetggetgo
ggccgegact
gceeecgeceg
ccegecacct
atggaggccg
gcecgagetgt
cacggcgacg
gactgcggec
atcgeegagg
gcceccgact
gcagcagcag
ccgccacact

tgtgtttgat
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gggcagtgcet
gggcttgcat
ccgeggtgcec
acaggttgag
taatcaatgc
ccggggagtg
agctacaacg
gcgggcgtga
gcctgcetgeg
gctgccactg

cttgctgggt

tgcacgccat:

ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggegggg
caaacgagtt
gcagececgea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgcc
cctetetecg
cceecegecgce
gctccgacgce
ccgacctgtc
ccaccaccgg
ggctgctgct
agaaggtgtc
gccecttega
gcctggtgga
tcgecegect
cctgcctgec
gcctgggcgt
agctgggeag
cccagegeat
ctcggatagt
tgctgecttg
cttgtgtgta

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

369



cgcgettttg
ttcectogtt
ctcagegetg
tgtattctece
gtgggatgag
gaaggtctcg
gcgettggtt
gtggcaggtg
gaattccttt
teccggeget
atgggcgctc
aaagacatta
cacaggcecac
cagtcacaac
ccatgaaggc
tgcagctgeg
gctacaccga
ccatcttcag
tgccccaget
ccatccgetce
acatgcagga
gcaccacect
ccgtggageg
gcggcaacaa
tgacccgetg
tccecgacga
acgacgagat
gcctgacecce
tggectgggt
tcaccctgga
tgagcggegg
gcagcgaggt
gcatcagcge
acaaggacca
cagctcggat
acttgctgec
gatcttgtgt

ccccageatce

cgagttgcta
tcatatcget
ctectgetec
tggtactgca
aacacaaatg
cctctgtege
cttcgtecat
acaatgatcg
cttgcgctat
gcatgcaaca
cgatgeeget
tagcgagceta
tcgagettgt
ccgeaaacgy
cgtgatgctg
cgccggcaac
gagcctgaag
cgcecgecgag
gctggacgac
ctacgaggtg
ggccacccty
ggagatgtcc
ctaccccace
cggcatgcge
cacctececty
ggtgcgcgge
caagaagctg
ccgctggaac
gttcgagacc
gtaccgcoge
cagctccgag
gctgegegec
gatcccegee
cgacatcgac
agtatcgaca
ttgacctgtg
gtacgcgcett

cccttcecte

gctgcttgtg
tgcatcccaa
tgctcactge
acctgtaaac
gaggatcccg
acctcagege
tagcgaagcg
gtggagctga
gacacttcca
cégatgatgc
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgcacte
cgcgccatgg
gcecegegacg
gcccceacct
cgcctgeccy
aagcagtgga
cacttcggcc
ggccccgacce
aaccacgeca
aagcgegace
tggggcgaca
cgcgacttcc
agcgtgctga
gagatcggcec
cagaagctga
gacctggacg
gtgcccgaca
gagtgcaccc
gccggectgg
cgcaccgagt
gagccecgeg
tacaaggacg
cactctggac
aatatcccetg
ttgcgagttg

gtttcatatc

32378198_1.7XT

ctatttgcga
Ccgcaactta
ccctegeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tceggttcac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaccece
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaagggg
ccaccaccag
gccgeggeat
ccctgaagat
actggtccat
ccaacctgga
tgcacggect
gcagcacctc
agagcgtggg
tgatgtgggt
ccgtggaggt
tggtgcgega
tgaacaccey
ccgccttcat
acgactccac
tgaaccagca
gcatcttcga
gcgactcegt
tgtgcgacca
ggcgceccaa
tgatggacta
acgacgacaa
gctggtcgtg
ccgcttttat
ctagctgctt

gcttgcatcc

ataccaccec
tctacgetgt
gccttagttt
atgctgatgce
agagcgcgca
acaataacca
acacgtgcca
gttcacagcc
99g9cgggctyg
cgaagctect
atagccaggce
Ctagatcact
gcgectctte
cctggectee
gaagcccege
gatcaacggc
gctgttcgec
gtggaagecc
ggtgttccge
catcctggec
catcctggac
ggtgcgeege
ggagtgctgg
ctgcaagacc
cacccgeegce
cgacaacgtyg
cgcecgactac
cgtgaacaac
gtcccaccac
gctgegecage
cctgctgcag
gctgaccgac
caaggaccac
gtgatgactc
tgatggactg
caaacagcct
gtgctatttg

caaccqgcaac
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cagcatccec
cctgctatce
gggctecgec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc
cgagacggct
tcggggetge
ccecgattge
accacttcta
ctcttegttt
gccttetget
agctccgacc
accaagttca
gtgatcacca
aagcccaage
cgcacctteg
gtgatgaacc
gacggcttcg
acccacgtgg
atcggegeca
ggcgagatcce
ctgagcacca
gccgtgaagg
atccagggcg
ctgaagtacg
atcagctcct
ctgaccaccg
ctggagageg
tcctteogeg
gacggcgact
gaggcagcag
ttgccgecac
cagtgtgttt
cgaataccac

ttatctacgce

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
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tgtcctgeta tccctcageg ctgetectge tectgetcac tgeccctege acagectigg

tttgggctcc gectgtattc tcctggtact gcaacctgta aaccageact gcaatgctga

tgcacgggaa gtagtgggat gggaacacaa atggaaagct t

<210> 85
<211> 4650
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 85
ggtacccgec

gtgcrigggce
gccatgetga
gccgggeaat
tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatg
cacgcecgtty
caatgtggtg
tgcatggcat
gccaaaccgg
atgctcatgg
acgcaatgca
gccaccctte
cacattcatt
atggaatgcg
ccatagtgca
cgcgecagcet
gatcagctga
tcccgectet
ctgggtggag
cgcegtgttc
cggcgecctyg
cgtgeccetge
gggcgaggtg

catcatggcc

tgcaacgcaa
gcetgeegec
ttgaggctty
gcgcatggtg
tcaatcgcgg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg
tccaacgtaa
cctggegaag
agttggcage
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggceag
ttgcggggtc
tgcatgectg
ggaccgecag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgcceggcet
agaatatcaa
cgcctgttcg
cgeetgtecg
aacgagctge
gccgeegtgce
cceggecagy

gacgccatge

gggcagecac
tgcectgecge
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgcce
tgcaaacacg
tgcgagecag
ccatgagctg
acacatggtg
aggctcagcc
aagtggagcg
gcaggagcgce
gtgtccacac
cgctgacgtce
c€agaggegqc
gcgccccage
gagaagcgag
gctagcagea
tttgggtygg
tccegtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagca
gctacgactg
cccagggecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgetgte

gccgectgca

agccgcetecec
atgcttgtgce
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgcecac
catecgecgec
atcaacactg
tgcggatgct
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggg
tgtcaccagy
ccttgacgge
ggcagcagag
cagecggtgat
gctggggcct
aaggcgcecetc
gcggecggcet
cceeecgtgec
gcgccetect
ggacggccte
ggcccagceag
ceceegtgety
cgeeegeety
gaccgaggec
ctcccacctyg

caccctggac

acccgecegct
tggtgaggct
tgtgtgtygct
gctggagceig
gatcgegegt
gtrcagctgt
agcacgggca
tggctgtttc
caatcatcgg
gceggetget
tggcagctgg
cctetggetyg
actggcccca
ccegcaaget
gcteccteteg
cggcyggeage
gcactgatcc
ttgggctgot
ccetactecg
gtttctttcg
gatgaaatcqg
ttectgctcgc
cacgceqggcet
accatcgget
ttcgtgaaga
tcctggctagg
ggccgcgact
gceccegeey

cccgecacct
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gaaccgacac
gggcagrgct
gggcttgcat
ccgeggtgee
acaggttgag
taatcaatgce
ccggggagryg
agctacaacyg
gcgggcgtga
gcctgetgeg
gctgccactg
cttgctgggt
tgcacgcecat,
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
49¢ggcgggg
caaacgagtt
gcagcccegea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgcec
cctetetecy
ceceeegeege
gctcecgacge
ccgacctgtc
ccaccaccgg
ggctgctget
agaaggtgtc

gcecccttega

4620
4680
4721

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

3H



ccaccagygcee
ccaggacgac
gaaggccegce
caacatcatg
ggccgaccgce
cgagtgggcec
cgecettetac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgettity
tteccctegtt
crcagcgctg
tgtattctec
gtgggatggg
gaaggtctcg
gcgetrgatt
gtggcaggtg
gaattcettt
tcceggeget
atgggcgcete
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
ggtgtectece
gagagcgggc
gccgecgaga
ctggacgacc
tacgaggtgg
gccaccctga
gagatgtcca
taccccacct
ggcitgcgcc
acctcecctga
gtgcgcgygcy
aagaagcetgc
cgctggaacy
ttcgagaccg

aagcaccgca
ctggacgagg
atgcccgacg
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcttec
cgcctgetgg
tctggacgcet
atccctgecg
cgagttgcta
tcatatcget
ctcctgetee
tggtactgca
dacacaaatg
cctetgtegce
cttcgtecat
acaatgatcg
cttgcgetat
gcatgcaaca
cgatgccgct
tagcgageta
tcgagcecttgt
ccgcaaacac
ttecececggec
gcgceccccga
agcagtggac
acttcggect
gccecgaccg
accacgccaa
agcgcgacet
ggggcgacac
gcgacticect
gcgtgctgat
agatcggccc
agaagctgaa
accrggacgt

tgcccgacag

tcgagcgege
agcaccaggg
gcgaggacct
geegettotc
tcgcectgge
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gctgettgtg
tgcatcccaa
tgctcactgce
acctgtaaac
gaggatcccyg
acctcagege
tagcgaagcg
gtggagctga
gacacttcca
ccgatgatgc
ccagggegag
ccaaagccat
gatcgcactc
tagtatgacg
cagggtcgcg
ctggtccatyg
caacctggag
gcacggccty
cagcacctcc
gagcgtgggc
gatgtgggtg
cgtggaggtyg
ggtgcgcgac
gaacacecge
cgccttcatc
cgactccacc
gaaccagcac

catcttcgag
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ccgecacecgce
cetggeeccec
ggtggtgacc
cggcttcatc
cacccgegac
cggcatcgec
ctgacaattg
tggactgttg
acagcctcag
ctatttgcga
ccacaactta
ccctegeaca
cagcactgca
cgtctegaac
ggcatacacc
tccggttcac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaccecec
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaaggqqg
ttcggggtcg
gtgcgcgceec
ctgttcgecg
tggaagccca
gtgttcegec
atcctggecyg
atcctgggeg
gtgcgccgca
gagrgcrgga
tgcaagaccyg
acccgecgec
gacaacgtgg
gccgactaca
gtgaacaacc

tcccaccaca

atggaggccg
gccgagetgt
cacggcgacg
gactgcggcc
atcgecegagg
gceecegact
gcagcagcag
ccgecacact
tgtgtttgat
ataccaccec
tctacgctgt
gccttggttt
atgctgatge
agagcgcgcea
acaataacca
acacgtgeca
gttcacagcc
gggcggacty
cgaagctcct
atagccaggc
ctagatcact
gcgectette
ccetecegge
agtcggcgag
tgatcaccac
agcccaaget
gcaccttege
tgatgaacca
acggcttcgg
cccacgtggce
tcggegecag
gcgagatect
tgagcaccat
ccgtgaagga
tceagggegg
tgaagtacgt

tcagctectt
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gcctggtgga
tcgceegect
cctgectgec
gcctaggegt
agetgggegg
cccagcgcat
ctcggatagt
tgctgcettg
crtgtgtgta
cagcatccec
cctgctatcc
gggcteccgcec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc
cgagacggcet
tcggggetge
cccegattge
accacttcta
ctcttegttt
catgggcegce
tcaggttttg
catcttcagce
gccccagetg
catccgcetcec
catgcaggag
caccaccctyg
cgtggagcgce
cggcaacaac
gacccgctge
ccccgacgag
cgacgagatc
cctgaccece

ggcctgggeg

caccctggag

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
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taccgecgeg
agctecgagg
ctgcgegecc
atccccgecg
gacatcgact
gtatcgacac
tgacctgtga
tacgcgettt
cctteecteg
cceteagege
cctgtattct
tagtgggatg
<210> 86

<211 4653
<21Z2> DNA

agtgcacceg
ccggectggt
gcaccgagtg
agccccgegt
acaaggacga
actctggacg
atatccctge
tgcgagttgce
tttcatatcg
tgctectget
cctggtactg

ggaacacaaa

cgactccgtg
gtgcgaccac
gcgccccaag
gatggactac
cgacgacaag
ctggtcgtot
cgcttttate
tagctgettg
cttgcatcec
cctgctcact
caacctgtaa

tggaaagcett

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

ctgcgcagec
ctgctgcage
ctgaccgact
aaggaccacg
tgatgactcg
gatggactgt
aaacagcctce
tgctatttge
aaccgcaact
geceecctegea

accagcactg

tgaccaccgt
t9gagggcgy
ccttecgeagg
acggcgacta
aggcagcage
tgccgecaca
agtgtgtttg
gaataccacc
tatctacgct
cagccttggt

caatgctgat

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 86
ggtacccgece

gtgcttgggce
gccatgetga
gccgggcaat
tccaggtogt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatg
cacgcecgttg
caatgtggtg
tgcatggcat
gccaaaccgg
atgctcatgg
acgcaatgca
gccaccecttc
cacattcatt
atggaatgcg

ccatagtgca

tgcaacgcaa
gcetgecgee
ttgaggcttyg
gcgcarggtyg
tcaatcgcgg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtotg
tccaacgtaa
cctggcgaag
agtrggcagc
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
t1gcggggtrc
tgcatgectg
ggaccgcceag

ttggactgca

gggcagccac
tgcetgecge
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgce
tgcaaacacg
tgcgagecag
ccatgagctyg
acacatggtg
aggctcagece
aagtggagceg
gcaggagegce
gtgtccacac
cgcrgacgtc
cagaggcgge
gcgcecccage
gagaagcgag
gctagcagca

trtgggtggy

agccgetece
atgcttgtgce
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgcegee
atcaacactg
tgcggatgcet
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggg
tgtcaccagg
ccttgacgge
ggcagcagag
cagcggtgat
gcrggggect
aaggcgectc

gcggeegget

acccgeeget
tggtgaggct
tgtgtgtgcet
gcrggagety
gatcgegogt
gtrcagctygt
agcacgggca
tggctgttte
caatcatcgg
gccggetgct
tggcagctygg
cctectggetg
actggcecca
cccgcaaget
gctectcteg
cggcggeagce
gcgetgatec
ttgggctggt
ccctactecyg

gtttctttcg
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gagcggcgge
cagcgaggtg
catcagcgtg
caaggaccac
agctcggata
cttgctgect
atcttgtgtg
cccagcatcec
gtcctgetat

ttgggctccg
gcacgggaag

gaaccgacac
gggcagtgct
gggcttgcat
ccgeggtgec
acaggttgag
taatcaatgc
ccggggagty
agctacaacg
gcgggegtga
gcctgctgeg
gctgeccacty
cttgctggot
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggcgggg
caaacgagtt
gcagceegea
catcgatgtt

tgttgcaaaa

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4650

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

343



cgcgccaget
gatcagctga
tceccgectcet
ctgggtggag
cgccgtgrtce
cggcgecectg
cgtgccctgce
0ggcgagatg
catcatggcc
ccaccaggec
ccaggacgac
gaaggcccge
caacatcatg
ggccgaccgce
cgagtgggcec
cgccttctac
atcgacacac
acctgtgaat
cgegetttig
ttccctegtt
ctcagcgety
tgtattctec
gtgggatggg
gaaggtctcq
gcgcttgatt
gtggcaggtg
gaattccttt
tcceggeget
atgggcgctc
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
cctecegttea
gecgettegtg
agcgeegecg
ctgctggacg
tcctacgagg

gaggccacec

cagcaaccty
ttgcccggcet
agaatatcaa
cgcctgtteg
cgcectygteeg
aacgagctgc
gcegeegtyc
cceggecagg
gacgceatge
aagcaccgca
ctggacgagy
atgcecgacg
gtggagaacyg
taccaggaca
gaccgcttcc
cgectgetgy
tctggacgct
atccetgecyg
cgagttgcta
tcatategcet
ctectgetece
tggractgca
aacacaaatg
cctetgtege
cttcgtccat
acaatgatcg
cttgcgcetat
gcatgcaaca
cgatgecgcet
tagcgagcta
tcgagettgt
ccgcaaacac
cgatcgggac
ggcgegecce
agaagcagtg
accacttcgg
tgggceccga

tgaaccacgc

tccegtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagca
gcracgactg
cccagggecg
aggacgagygc
tggacgtggt
acctgctgtc
gcecgectgea
tcgagegege
agcaccaggg
gcgaggacct
geegettcte
tcgeectgge
tggtgctgta
acgagttctt
gatcgtgtga
cttttatcaa
gctgcttgtg
tgcatcccaa
tgctcactge
acctgtaaac
gaggatcccg
accrcagegce
tagcgaagcy
gtggagctga
gacacttcca
ccgatgatgce
ccagggegag
ccaaagccat
gatcgcactc
tagtatgget
gctgegeaag
cgactggtcc
gaccaacctg
ccrgcacgge
ccgeageace

caagagegtg

32378198_1.7XT

cccecegtygece
gcgeectect
ggacggecctce
ggcccageag
cceegtgety
cgccegectg
gaccgaggcc
ctcccacctyg
caccctggac
ccgeaccege
cctggececc
ggtggtgacc
cggcttcatc
cacccgegac
cggcatecgec
ctgacaattyg
tggactgityg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccctegeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tceggtteac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgacceece
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaaggag
atcaagacga
gccatceccyg
atgctgttcg
gagtggaagc
ctggtgttee
tccatcctgg

ggcatcctyg

gatgaaatcg
ttctgectcge
cacgecgget
accatcggct
ttcgtgaaga
tcetggetygg
ggccgegact
gcecccgeeg
ccegecacct
atggaggccg
gccgagetgt
cacgacgacg
gactgeggee
atcgccgagg
gcccecgact
gcagcagcag
ccgccacact
tgtgtttgat
ataccacccc
tctacgetgt
gcettggttt
atgctgatgc
agagcgcgca
acaataacca
acacgtgcca
gttcacagcc
gggcggactyg
cgaagctect
atagccaggc
ctagatcact
gcgectcette
acaggcagcc
cgcactgtte
ccgtgatcac
ccaagcccaa
gccgcacctt
ccgtgatgaa

gcgacggett
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tgtgcacgec
cctectcteceg
cececcocgeege
gctccgacge
ccgacctgtc
ccaccaccqgg
ggctgectgct
agaaggtgtc
gccecttega
gcctggtgga
tcgeecgect
cctgeetgec
gcctgggegt
agctgggcay
cccagegeat
ttcggatagt
tgctgecttg
cttgtgtgta
cagceatcccce
cectgetatcee
gggctecgece
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc
cgagacggcet
tcggggctge
cccegattgce
accacttcta
ctctregttt
tgtggagaag
cgagcgcteg
caccatcttc
gctgecccag
cgccatcege
ccacatgcag

cggcaccacc

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
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ctggagatgt
cgctaccceca
aacggcatgc
tgcacctccec
gaggtgegcg
atcaagaagc
cccegetgga
gtgttcgaga
gagtaccgece
ggcagctccg
gtgctgcgeg
gtgatccceg
cacgacatcg
atagtatcga
ccttgacctg
gtgtacgcgc
tcecctteec
tatccctcag
ccgectgrat
daagtagtggg
<210> 87

<211> 4653
<212> DNA

ccaagcgcega
cctggggcega
gcecgegactt
tgagegtgct
gcgagatcgg
tgcagaagct
acgacctgga
ccgtgeccga
gcgagtgcac
aggecggect
cccgcaccega
ccgageececg
actacaagga
cacactctgg
tgaatatccc
ttttgcgagt
tcgtttcata
cgctgetect
tctcctggta

atgggaacac

cctgatgtgg
caccgtggag
cctggtgege
gatgaacacc
ccecegectte
gaacgactcc
cgtgaaccag
cagcatcttc
ccgcgactcee
ggtgtgcgac
gtggcgeccc
cgtgatggac
cgacgacgac
acgctggteg
tgccgetttt
tgctagctgce
tcgettgeat
gctectgete
ctgcaacctg

aaatggaaag

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

gtggtgcgcc
gtggagtgct
gactgcaaga
cgcaccecgec
atcgacaacg
accgecgact
cacgtgaaca
gagtcccacc
gtgctgcgea
cacctgetge
aagctgaccg
tacaaggacc
aagtgatgac
tgtgatggac
atcaaacagc
ttgtgctatt
cccaaccgca
actgccectce
taaaccagca

ctt

gcacccacgt
ggatcggcgc
ccggcgagat
gcctgageac
tggcegtgaa
acatccaggg
acctgaagta
acatcagctc
gcctgaccac
agctggaggg
actcectteeg
acgacggcga
tcgaggeagce
tgttgccgec
ctcagtgtgt
tgcgaatacce
acttatctac
gcacagcctt

ctgcaatgct

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 87
gatacccgec

gtgcttgggc
gccatgetga
gccgggcaat
tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatg
cacgcecgrtg

caatgtggtyg

tgcaacgcaa
gcctgecgec
ttgaggcttg
gcgcatggtg
tcaatcgcgg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg
tccaacgtaa
cctggcgaag
agttggcage

gataggatgc

gggcagccac
tgcctgecge
gttcatcggg
gcaagaggge
cagccagagg
gcagtttgec
tgcaaacacg
tgcgagecag
ccatgagctg
acacatggtg
aggcteagee

aagtggageg

ageccgeteee
atgcttgtge
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgcegec
atcaacactyg
tgcggatget
atgcactgoga

aataccaaac

accegeeget
tggtgaggct
tgtgtgtgct
gctggagctg
gatcgcgegt
gttcagctgt
agcacgggca
tggctgtttc
caatcatcgg
gcecggetget
tggcagctgg
cctctggetg
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ggccgtrggag
cagcggcaac
cctgaccege
catccccgac
ggacgacgag
cggcctgacc
cgtggcctgg
ctteaccctg
cgtgagcggce
cggcagcgag
cggcatcagce
ctacaaggac
agcagctcgg
acacttgctg
ttgatcttgt
acccccagea
getgtectge
ggtttggget
gatgcacggg

gaaccgacac
gggcagtgct
gggcttgcat
ccgeggtgec
acaggttgag
taatcaatgc
ccggggagtg
agctacaacg
gcggygcgtga
gcctgetgeg
gctgeeacty
cttgctgggt

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4653

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

34S



tgcatggcat
gccaaaccgg
atgctcatgg
acgcaatgca
gccacccttce
cacattcatt
atggaatgcyg
ccatagtgca
cgcgccagcet
gatcagctga
tcccgectet
ctgggtggag
cgcegtgtte
cggcgeccty
cgtgccetgce
gggcgaggtg
catcatggcc
ccaccaggcec
ccaggacgac
gaaggcccge
caacatcatg
ggccgaccgce
cgagtgggcc
cgccttctac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgettitg
ttcectegtt
ctcagegety
tgtattctce
gtgggatggg
gaaggtctcg
gcgettggtt
gtggcaggty
gaattccttt
tcceggeget
atgggcgcte

cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtc
tgcatgcctg
ggaccgeccag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgcccgyct
agaatatcaa
cgcctgtteg
cgeectgtecyg
aacgagctge
gccgeegtge
cceggecagg
gacgccatge
aagcaccgca
ctggacgagg
atgcccgacyg
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcttec
cgeetgetgg
tctggacget
atccctgecyg
cgagttgceta
tcatatcgcet
ctectgetee
tggtactqgca
aacacaaatg
cctctgtege
cttcgtccat
acaatgatcqg
cttgcgctat
gcatgcaaca

cgatgeeget

gcaggagcgce
gtgtccacac
cgctgacgtce
cagaggcggc
gcgeeecage
gagaagcgag
gctagcagcea
tttgggtgag
tccegtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagcea
gctacgactg
cccagggeceg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgctgte
gccgectgea
tcgagegegce
agcaccaggg
gcgaggacct
gcegettete
tcgcectgge
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gctgettgtg
tgcatcccaa
tgctcactge
acctgtaaac
gaggatcccg
acctcagcege
tagcgaagcg
gtggagctga
gacacttcca
ccgatgatgc
ccagggcgag
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atgcgaaggg
tgtcaccagg
ccttgacggce
ggcagcagag
cagcggtgat
gctggggect
aaggcgecte
gcggeegget
cceceegtgec
gecgecctect
ggacggcctc
ggcccageag
ccccgtgetg
cgccegectg
gaccgaggec
ctecccacctg
caccctggac
ccgcacecge
cctggeccec
ggtggtgacc
cggcttcate
cacccgcgac
cggcatcgee
ctgacaattg
tggactgttg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccetcgeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tccggttcac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaccecc

cgctgtttaa

actggccceca
ccecgcaaget
gctectetey
cggcggeagce
gcgctgatcec
ttgggctggt
ccctactecg
gtttcttteg
gatgaaatcg
ttctgetcge
cacgcecggct
accatcggcet
ttcgtgaaga
tcctggetgg
ggccgcgact
gceeecgeeg
ccecgecacct
atggaggccyg
gccgagetgt
cacggcgacg
gactgcggec
atcgccgagy
gcccecgact
gcagcagceag
ccgecacact
tgtgttrrgat
ataccaccce
tctacgetgt
gocttggttt
atgctgatgc
agagcgcgea
acaataacca
acacgtgcca
gttcacagcece
gggcgggctg
cgaagctect

atagccaggce
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tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggaggayg
caaacgagtt
gcagccegea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgec
cctetctecyg
cceeecgeege
gctccgacgce
ccgaccrgte
ccaccaceqgg
ggctgetget
agaaggtgtc
gcceettega
gcctggrgga
tcgccegect
cctgectgec
gcctgggegt
agctgggcgg
cccagegeat
ctcggatagt
tgctgecttg
cttgrgtgta
cagcatccecce
cctgctatcc
gggctecgec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgtrtggcgag
tagggatatc
cgagacggct
tcggggetge
ccecgattgce

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
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aaagacatta
cacaggecac
cagtcacaac
cgctgeggcy
ceccgtgegeg
agcgecgecy
ctgctggacyg
tcctacgagy
gaggccaccc
ctggagatgt
cgctacceccea
aacggcatgce
tgcaccteec
gaggtgcgeg
atcaagaagc
cccecgetygga
gtgttcgaga
gagtaccgee
ggcagctecg
gtgctgegcyg
gtgatceccy
cacgacatcg
atagtatcga
ccttgacctg
gtgtacgegce
tcccettece
tatccctcag
ccgectgtat
aagtagtgygg
<210> 88

<211> 4647
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

tagcgagcta ccaaagccat

tcgagettgt gatcgeactc
ccgcaaacac tagtatggcec
acctgegtcg ctcggeggge
ggcgcgecce cgactggtec
agaagcagtg gaccaacctg
accacttcgg cctgcacgge
tgggccccga ccgeageace
tgaaccacgc caagagcgtg
ccaagcgcga cctgatgtgg
cctggggega

gccgegactt

caccgtggag
cctggtgege
tgagcgtgct gatgaacacce
gcgagatcgg

tgcagaagct

ccecegecttce
gaacgactcc
acgacctgga cgtgaaccag
ccgtgeccga cageatctte
gcgagtgecac ccgcgactcc
aggccggect ggtgtgegac
cccgeaccga gtggcgeccce
cegagececg cgtgatggac
actacaagga c¢gacgacgac
cacactctgg acgctggtcg
tgaatatccc tgccgctttt
ttttgcgagt tgctagctgc
tcgrttcata tcgettgeat
cgetgetcct getectgetce
tctcctggta ctgcaacctg

atgggaacac aaatggaaag

32378198_1.TxT

attcaaacac
cgctaagggg
accgcatcca
tcegggeccec
atgctgttcg
gagtggaagc
ctggtgttec
tccatectyg
ggcatcecrgy
gtggtgcgec
gtggagtgct
gactgcaaga
cgcacccgec
atcgacaacg
accgccgact
cacgtgaaca
gagtcccacc
gtgctgcgea
cacctgetge
aagcrgaccyg
tacaaggacc
aagtgatgac
tgtgatggac
atcaaacagc
ttgtgctatt
cccaaccgea
actgcccectce
taaaccagca

crt

ctagatcact
gegecetette
ctttctcgge
ggcgeccage
ccgtgatcac
ccaagcccaa
gccgeacctt
ccgtgatgaa
gcgacggcett
gcacccacgt
ggatcggcegc
ccggcgagat
gcctgageac
tggccgtgaa
acatccaggg
acctgaagta
acatcagcte
gcctgaccac
agctggaggg
actcctteeg
acgacggcga
tcgaggeage
tgttgccgec
ctcagtgtgt
tgcgaatacc
actratctac
gcacagcctt

ctgcaatgct

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide

<400> 88

accacttcta
ctcttegttt
gttcaatgcc
gaggcccctc
caccatcttc
gctgceccag
cgccatccge
ccacatgcag
cggcaccace
ggccgtggag
cagcggcaac
cctgacccgce
catc¢cegac
ggacgacgag
cggcctgacc
cgtggcctgg
cttcaccctyg
cgtgagcggce
cggcagcgag
cggcatcagce
ctacaaggac
agcagctcag
acacttgctg
ttgatcttgt
acccccagea
gctgteetge
ggtttgggct
gatgcacgyg

ggtacccgec tgcaacgcaa gggeagecac agecgetece acccgocyget gaaccgacac

gtgcttgggec gcctgocgoee tgeetgoecge atgettgtge tggtgagget gggeagtgcet

gccatgctga ttgaggcttg gttcatcggg tggaagctta tgtgtgtgct gggettgcat
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3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4653

120
180

1%



gccgggeaat
tccaggtogt
cagcagtygtce
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcaty
cacgccgttyg
caatgtggtg
tgcatggcat
gccaaaccgg
atgctcatgyg
acgcaatgca
gccaccettc
cacattcatt
atggaatgcyg
ccatagtgca
cgcgccaget
gatcagctga
tccegectet
ctgggtggag
cgccgtgttce
cggcgcectg
cgtgeectyce
gggcgagatg
catcatggec
ccaccaggcc
ccaggacgac
gaaggceegce
caacatcatyg
ggccgaccgc
cgagtgggec
cgccttetac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgettttg
ttcectegtt

ctcagcgetg

gcgcatggtg
tcaatcgcgg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg
tccaacgtaa
cctyggcgaag
agttggcagc
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtc
tgcatgcctg
ggaccgecag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgcccggcet
agaatatcaa
cgccrgttceg
cgcctgreeg
aacgagctgc
gcegeegtge
ceccggecagg
gacgccatge
aagcaccgca
ctggacgagg
atgcccgacg
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcertcc
cgectgoetgg
tctggacgct
atccctgeeg
cgagttgcta
tcatatcgct

ctcctgetce

gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgce
tgcaaacacg
tgcgageeag
ccatgagctg
acacatggtg
aggctcagec
aagtggagcqg
gcaggagcegc
gtgtccacac
cgctgacgtce
cagaggcggc
gcgeeecagce
gagaagcgag
gctagcagea
Tttgggtgoq
tcccgtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagca
gctacgactqg
cccagggecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgetgtce
gccgectgea
tcgagegege
agcaccaggg
gcgaggacct
gccgcttctc
tegecctggce
tggtgctgta
acgagrtrctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gctgettgty
tgcatcccaa

tgctcactgce

32378198_1.7TXT

ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcyg
ggcatgccac
catcgecegcee
atcaacactg
tgcggatget
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaagqg
tgtcaccagqg
ccttgacgge
ggcagcagag
cagcggtgat
gcrggggect
aaggcgcecete
gcggecgget
ccceegtgec
gcgeectect
ggacggcctce
ggcceageag
cccegtgcetyg
cgccegectg
gaccgaggcc
ctcccaccty
caccctggac
ccgeacccgce
ccrggecece
ggtggtgacc
cggcttcatc
cacccgegac
cggcatcgec
ctgacaattg
tggactgtty
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta

ccctcgeaca

gctggagcetg
gatcgcgegt
gttcagctgt
agcacgggca
tggctgtttc
caatcatcgg
gccggetygct
tggcagctyag
cctcotggetyg
actggeccca
ccegcaaget
gctcctcteg
cggceggeage
gcgctgatce
ttgggctggt
ccctactecg
gtrtctttcg
gatgaaatcg
ttctgetege
cacgecggcet
accatcggct
ttcgtgaaga
tcctggetgg
ggccgcgact
gecececgecy
cecegecacct
atggaggccg
gcegagetgt
cacgacgacg
gactgcggcec
atcgcecgagg
gcecccegact
gcagcagcag
ccgecacact
tgtgtttgat
ataccaccce
tctacgetgt

gcettggttt
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ccgeggtgece
acaggttgag
taatcaatgc
c€cggggagtg
agctacaacyg
gcgggcgtga
gcectgetgeg
gctgecactg
cttgctgage
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcggcgggyg
caaacgagtt
gcagcccgcea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgce
ccictetecg
ceceecgeege
gctecgacge
ccgacctgtc
ccaccaccgg
ggcrgetget
agaaggtgtce
gceecttega
gcctggtgga
tcgeeegect
cctgectgec
gcctgggcgt
agctgggegg
cccagcgeat
ctcggatagt
tgctgectty
cttgtgtgta
cagcatcccc
éctgctatcc

gggcteegec

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

I3s



tgtattctec
gtgggatggg
gaaggtctecg
gcgecttggtt
gtggcaggtg
gaattccttt
tcccggeget
atgggegetce
aaagacatta
cacaggcceac
cagtcacaac
gcgatgactg
agggggcgey
gccgagaagce
gacgaccact
gaggtgggcc
accctgaacc
atgtccaagc
cccaccrygyg
atgcgccegeg
tccctgageg
cgcggegaga
aagctgcaga
tggaacgacc
gagaccgtgce
cgcecgegagt
tccgaggecg
cgcgeecgea
cccgeecgage
atcgactaca
tcgacacact
cctgtgaata
gcgcttttge
tccctegttt
tcagcgetyge
gtattctcct

tgggatggga

tggtactgca
aacacaaatg
ccretgtege
cttcgtecat
acaatgatcg
cttgcgctat
gcatgcaaca
cgatgcecgct
tagcgageta
tcgagettgt
ccgcaaacac
gcagggcecc
cceecgactg
agtggaccaa
tcggectgea
ccgaccgeag
acgccaagag
gcgacctgat
gcgacaccegt
acttcctggt
tgctgatgaa
tcggeeeege
agctgaacga
tggacgtgaa
ccgacagcat
gcacccgega
gcctggtgtg
ccgagtggeg
cccgegrgat
aggacgacga
ctggacgctg
tccetgecge
gagttgctag
catatcgctt
tcctgctect
ggtactgcaa

acacaaatqg

acctgtaaac
gaggatcceg
acctcagcge
tagcgaagceg
gtggagctga
gacacttcca
ccgatgatge
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgcacte
tagtataggct
tggggcacgt
gtccatgctg
cctggagtgg
cggcctggtg
cacctccatc
cgtgggcatc
gtgggtggtg
g9gaggtggag
gcgcgactge
caccegeacce
cttcatcgac
ctceaccgec
ccagcacgtg
cttcgagtcec
ctcecgtgetg
cgaccacctg
ccccaagetg
ggactacaag
cgacaagtga
gtcgtgtgat
ttttatcaaa
ctgcttgtge
gcatcccaac
gctcactgcc
cctgtaaacc

aaagett
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cagcactgca
cgtctegaac
ggcatacacc
tccggttcac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaccecc
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaagggg
tccgeggeat
cgctecggac
ttcgecgtga
aagcccaagce
ttccgeegea
ctggccgtga
ctgggcgacy
cgcecgeaccec
tgctggatey
aagaccggceg
cgccgectga
aacgtggccg
gactacatcc
aacaacctga
caccacatca
cgcagcctga
ctgcagcetgg
accgactcet
gaccacgacg
tgactcgagg
ggactgttgce
cagcctcagt
tatttgcgaa
cgcaacttat
cctecgceacag

agcactgcaa

atgctgatgc
agagcgcegea
acaataacca
acacgtgcca
gttcacagcc
9g99cgggcty
cgaagctcct
atagccaggce
ctagatcact
gcgectette
tcaccatgte
ggccagtcge
tcaccaccat
ccaagctgec
ccttegecat
tgaaccacat
gctteggeac
acgtggcegt
gcgecageqgg
agatcctgac
gcaccatcce
tgaaggacga
agggcgygect
agtacgtggc
gctecttcac
ccaccgtgag
agggcggcag
tccgceggeat
gcgactacaa
cagcagcagce
cgccacactt
gtgtrrgatc
taccaccccce
ctacgctgtc
cettggtttg

tgctgatgca
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acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc
cgagacggcet
tcggggetge
ccecgattge
accacttcta
ctcttegttt
ggcgtgecce
cacccgectg
cttcagcgec
ccagctgetg
ccgcteetac
gcaggaggcc
caccctggag
ggagcgctac
caacaacggc
cegetgeace
cgacgaggtg
cgagatcaag
gacceccege
ctgggtgttc
cctggagtac
cggeggcage
cgaggtgctg
cagcgtgatc
ggaccacgac
tcggatagta
gctgcctfga
ttgtgtgtac
agcatcccct
ctgctatecc

ggctcegect

cgggaagrag

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4647

RA



<210> 89
<211> 4721
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 89
ggtacccgec

grgcrtgggc
gccatgetga
gccgggceaat
tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatg
cacgcegttg
caatgtggtg
tgcatggceat
gccaaaccgg
atgctcatgg
acgcaatgca
gccacccettc
cacattcatt
atggaatgcg
ccatagtgca
cgcgecaget
gatcagctga
tcccgectet
€tgggtagag
cgcecgtgttce
cggcgeectg
cgtgcectye
9ggcgaggtg
catcatggcc
ccaccaggcce
ccaggacgac

gaaggccege

tgcaacgcaa
gcetgeegec
ttgaggcttg
gcgcatggtg
tcaatcgegg
agcaaaggta
aggggtcaag
accaagtgtg
tccaacgtaa
cctggegaag
agttggcagc
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtc
tgcatgcctg
ggaccgecag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgccegget
agaatatcaa
cgcctgtrteg
cgectgtecg
aacgagctgce
gcecgeegtgc
cccggecagg
gacgccatgc
aagcaccgca
ctggacgagg

atgcccgacyg

gggcagecac
tgcctgecge
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgee
tgcaaacacg
tgcgagccag
ccatgagctg
acacatggtg
aggctcagee
aagtggagcyg
gcaggagegc
gtgtccacac
cgctgacgtc
cagaggcgge
gcgececage
gagaagcgag
gctagcagca
tttgggtgag
tcccgtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagca
gctacgactg
cccagggcecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgctgte
gcegectgea
tcgagegege
agcaccaggg

gcgaggacct

agccgetoce
atgcttgtgce
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgccgec
atcaacactg
tgcggatget
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggg
tgtcaccagg
ccttgacggce
ggcagcagag
cagcggtgat
gcrggggect
aaggcgccte
gcggceggcet
cceecegtgec
gcgeecctect
ggacggccte
ggcccagcag
cccegtgetg
cgcecgecety
gaccgaggcee
ctcccacctg
caccctggac
ccgeacecgce

cctggeecee

ggtggtgacc

acccgecget
tggtgaggct
tgtgtgtget
gctggagetyg
gatcgcgegt
gttcagctgr
agcacgggca
tggctgtttec
caatcatcgg
gccggetget
tggcagctgg
cctctggctyg
actggcccca
cccgeaagcet
gctecteteg
cggcggeagce
gcgetgatee
ttgggctggr
ccctactecg
gtttctitcg
gatgaaatcg
ttectgctege
cacgeccgget
accatcggct
ttcgtgaaga
tcectggotgg
ggccegegact
gcececcgecg
ccecgecaccet
atggaggccg
gccgagetgt

cacggcgacy
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gaaccgacac
gggcagtgct
gggcttgceat
ccgeggtgee
acaggttgag
taatcaatgce
c€cggggagtg
agctacaacg
gcgggegtga
gectgetgeg
gctgccactyg
cttgctgggt
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtrgtgggaa
agcggegagg
caaacgagtt
gcagececgea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgee
cctetcteeg
cceecgeege
gctccgacgc
ccgacctgtc
ccaccaccgg
ggctgctgct
agaaggtgtc
gcececttega
gcctggtgga
tcgeccgect

cctgectgec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

309



+

caacatcatg
ggccgaccgce
cgagtgggcc
cgccttctac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgetttty
tteectegtt
ctcagcgcetyg
tgtattetcc
gtgggatgog
gaaggtctcg
gcgettggtt
gtggcaggty
gaattccttt
tcccggeget
atgggcgctc
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
gcatgaaggc
tgcagetgeg
cctacaccga
ccatcttcte
ccceccaget
ccatccgceag
acctgcagga
gcaccaccct
ccgtggageg
ccggcaacaa
tgacccgetg
tccccgagga
acgaggagat
gcctgaccec
tggactggat
tcaccatcga
tgagcggcgyg
gcagcgaggt

gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcttee
cgccfgctgg
tctggacget
atccctgeeg
cgagttgcta
tcatatcgcet
ctcctgctcec
tggtactgca
aacacaaatg
cctetagtege
cttcgtccat
acaatgatcg
cttgegetat
gcatgcaaca
cgatgecget
tagcgagcta
tcgagettgt
ccgcaaacqgg
cgtgatgety
cgccggcaac
gagcctgaag
cgcegecgag
gctggacgac
ctacgaggtg
ggccgeecty
ggagatgtcc
ctacccegcece
cggccgecgce
caccteectyg
ggtgcgeggc
caagaagccce
ccgetggaac
cctggagacc
gtaccgceege
ctcctccgag

gcrgegegec

gccgettete
tcgcectgge
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gcrgcettgtg
tgcatcccaa
tgctcactgc
acctgtaaac
gaggatcccg
acctcagege
tagcgaagceg
gtggagctga
gacacttcca
ccgatgatge
ccagggcgag
ccaaagcecat
gatcgcactc
cgcgceatgg
gceecgegacg
gceccagacct
aagctgeccg
aagcagtgga
cacttecggec
ggccccgace
aaccacgeca
aagcgcgacc
tggggcgaca
cacgacttec
agcgtgatga
gagatcggec
cagaagctga
gacctggaca
gtgcccgaca
gagtgcacca
gccggectygg

aagaccgagt

32378198_1.TXT

cggctteatce
cacccgegac
cggcatcgcee
ctgacaattg
tggactgttyg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccctegeaca
cagcactgca
cgtctcgaac
ggcatacacc
tceggtteac
tggrcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaceece
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaaggyag
ccaccacctc
gcecgeggeat
ccectgaagat
actggtccat
ccaacctgga
ccecacggect
gctccaccag
agrccgtggg
tgatctgggt
cecgtggaggt
tggtgcgega
tgaacacccg
ccgectteat
acgactccac
tcaaccagea
gcatcttcga
tggacagcgt
tgtgcgagea

ggcgccccaa

gactgeggec
atcgccgagg

gcccecgact

gcagcagcag

ccgccacact
tgtgtttgat
ataccacccc
tctacgetygt
gccrtggttt
atgctgatgce
agagcgegea
acaataacca
acacgtgcca
gttcacagcce
gggcgggctg
cgaagctcct
atagccagqc
ctagatcact
gcgectette
cctggectec
gaagcceegce
gatcéacggc
gcrgttegee
gtggaaqgccc
ggtgttcege
catcgtggcce
catcctggyce
ggtgaagcge
ggagtgcigg
ctgcaagacc
caccecgecgce
cgacaacgtg
cgccgactac
cgtgaacaac
gagccaccac
gctgeagtec
cctygetgeag

gctgaccgac
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gcctgggcgt
agctgggegg
cccagegeat
ctcggatagt
tgctgecttg
cttgtgtgta
cagcatcccce
cctgetatec
gggctecgec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc
cgagacggct
tcggggetgc
c¢ccegattge
accacttcta
ctcttcgttt
gcecttetgea
tccagegacce
accaagttct
gtgatcacca
aagcccaacc
cgcaccttcg
gtgatgaacc
gacggcttcg
acccacgtag
gtgggcgcct
ggcgagatcc
ctgagcaaga
gccgtgaagg
atccagggcg
atcaagtacg
atctecctect
ctgaccaccg
ctggagggcg
tcctteegeg

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

38



gcatcagegt
acaaggacca
cagctcggat
acttgctgee
gatcttgtgt
cceccageatce
tgtcctgcta
tttgggctcce
tgcacgggaa
<210> 90

<211> 4650
<212> DNA

‘gatccccgec

cgacatcgac
agtatcgaca
ttgacctgtyg
gtacgegett
cccttecctce
tcecteageg

gcctgtattce

gtagtgggat

gagtccageg
tacaaggacyg
cactctggac
aatatcccty
ttgcgagttg
gtttcatatc
ctgctecctge
tcectggtact

gggaacacaa

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

tgatggacta
acgacgacaa
gctggtegtg
ccgettttat
ctagctgett
gcttgeatcec
tcctgeteac
gcaacctgta

atggaaagct

caaggaccac
gtgatgactc
tgatggactg
caaacagcct
gtgctatttg
caaccgcaac
tgccectege
aaccagcact

t

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 90
ggtacccgece

gtgctigggc
gccatgcetga
gccgggcaat
tccagatggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatg
cacgcegttg
caatgtgogtyg
tgcatggecat
gccaaacceyy
atgctcatgg
acgcaatgca
gccaccctte
cacattcatt
atggaatgcg
ccatagtgca
cgcgecaget
gatcagctga

tccegectcet

tgcaacgcaa
gcctgeegec
ttgaggcttg
gcgeatggtg
tcaategegg
agcaaaggta
aggggtcéag
accaagtgtg
tccaacgtaa
cctgygcgaag
agttggcagc
gataggatgc
cgcaccatca
agcgcaccga
acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtc
tgcatgcctg
ggaccgccag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgccegget

agaatatcaa

gggcagccac
tgcctgecge
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgcec
tgcaaacacg
tgcgagcecag
ccatgagctg
acacatggtg
aggctcagee
aagtggagcg
gcaggagcgc
gtgtccacac
cgctgacgtce
cagaggeggc
gcgeececage
gagaagcgag
gctagcagea
tttgggtggg
tccegtgggt
cgcgaagtag
tgatcgagca

agccgctecc
atgcttgtgc
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgcegece
atcaacactg
tgcggatgcet
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggg
tgtcaccagg
ccttgacggc
ggcagcagag
cagcggtgat
gctggggect
aaggcgcectc
gcggecggcet
cececegtgec
gcgecectect

ggacggectce

acccgecget
tggtgaggct
tgtgtgtgct
gctggagetg
gatcgegegt
gttcagctgt
agcacgggca
tggctgttte
caatcatcgg
gceggetget
tggcagctag
cctetggetg
actggccecca
cccgcaaget
gctocctetceg
cggcggeagce
gcgctgatce
ttgggctggt
ccctactecg
gtttctttcg
gatgaaatcg
ttctgctege

cacgccggcet
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gacggcgact
gaggcagcag
ttgccgecac
cagtgtgttt
cgaataccac
ttatctacgce
acagccttgg

gcaatgctga

gaaccgacac
gggcagtgct
gggctrgeat
ccgeggtgec
acaggttgag
taatcaatgc
€cgyggagtyg
agctacaacg
gcgggcgtga
gcctgetgeg
gctgecactyg
cttgctgggt
tgcacgccat
ttgcagaacc
ggtgtgggaa
agcgycggag
caaacgagtt
gcagcccgea
catcgatgtr
tgttgcaaaa
tgtgcacgcc
cctetetecy

ccoccgocgo

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4721

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

%2



ctgggtggag
cgecgtgrtce
cggcgecctg
cgtgccctge
ggqgcgaggtg
catcatggce
ccaccaggcec
ccaggacgac
gaaggcccge
caacatcatg
ggccgaccge
cgagtgggcc
cgcettctac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgettttyg
ttcectegtt
ctcagegetg
tgtattctec
gtgggatggg
gaaggtctcg
gcgcttggtt
gtggcaggtg
gaattccttit
tceceggeget
atggacgcetc
aaagacatta
cacaggccac
cagtcacaac
ggtgtctcee
gagagcggac
gccgeegaga
ctggacgacc
tacgaggtgg
gccgecctga
gagatgtcca

taccccgect

cgcctgtteg
cgcctgtecg
aacgagctgce
gcegecgtye
ccecggccagg
gacgecatgce
aagcaccgea
ctggacgagg
atgcccgacg
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgcttec
cgcetgetgg
tctggacgcet
atccctgecyg
cgagttgcta
tcatatcgcet
ctectgetcee
tggtactgea
aacacaaatg
cctetgtege
cttcgtecat
acaatgatcg
cttgcgctat
gcatgcaaca
cgatgccgcet
tagcgagcta
tcgagettgt
ccgcaaacac
ttcceceggec
gcgeececga
agcagtggac
acttcggecc
gccecgaceg
accacgccaa
agcgcgacct

ggggcgacac

gctacgactg
cccagggecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgctgtc
gccgectgea
tcgagegege
agcaccaggg
gcgaggacct
gcecgettete
tcgcoctggyc
tggtgctgta
acgagterctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gcrgcttgeg
tgcatcccaa
tgctcactge
acctgtaaac
gaggatcccg
acctcagege
tagcgaagceg
gtggagctga
gacacttcca
ccgatgatgc
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgcactc
tagtatgacg
cagggtcgeg
ctggtccatg
caacctggag
ccacggectg
ctccaccage
gtccgtggge
gatctgggtg
cgtggaggtyg

32378198_1.7TXT

ggcccagcag
cceegtgetg
cgccegectg
gaccgaggcc
ctcecaccty
caccectggac
ccgeacceygc
cctggeecec
ggtggtgacc
cggcttcatc
caccegeygac
cggcatcgec
ctgacaattg
tggactgttg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccctegeaca
cagcactgea
cgtctcgaac
ggratacacc
tccggttcac
tggtcgaaac
gcCaaaaggta
ttegaccecc
cgctgtttaa
attcaaacac
cgctaagggg
rttcggaggtcg
gtgcgegece
ctgttecgeceg
tggaagccca
gtgrtccgec
atcgtggecyg
atcctgggeg
gtgaagcgea
gagtgctgag

accateggcet
ttcgtgaaga
tcetggetgg
ggccgegact
gceceegecg
ccecgecacct
atggaggccg
gccgagetgt
cacggcgacg
gactgeggec
atcgccgagg
gccececgact
gcagcagcag
ccgecacact
tgtgtttgat
ataccacecc
tctacgctgt
gccttggttt
atgctgatgce
agagcgegea
acaataacca
acacgtgcca
gttcacagcc
gggcgggeta
cgaagctcct
atagccaggce
ctagatcact
gcgectette
ccetecegge
agtcggcgag
tgatcaccac
agcccaaccc
gcaccrtege
tgatgaacca
acggcttegg
cccacgtggce

tgggcgcectc
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gctccgacgc
ccgacctgtc
ccaccaccqag
ggetgctget
agaaggtgtc
gcccettega
gcctggtgga
tcgeecgect
cctgectygce
gccrgggcgt
agctgggcag
cceagegeat
crcggatagt
tgctgecttg
cttgtgtgta
cagcatcccc
cctgetatcce
gggcteccgec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgtrggcgag
tagggatatc
cgagacggct
tcggggctgc
cccegattge
accacttcta
ctcttegttt
catgggeccgc
tcaggtrttg
catcttctce
cceccagetyg
catccgcage
cctgcaggag
caccaccctg
cgtggagcge
cggcaacaac

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3383



ggcegeegee
acctccctga
gtgcgcggeg
aagaagcccc
cgctggaacy
ctggagaccyg
taccgecgeg
tcetecgagg
ctgcgcgeca
atccccgeeg
gacatcgact
gtatcgacac
tgacctgtga
tacgcgettt
cctteecteg
cccrcagege

cctgtattct

tagtgggatg

<210> 91
<211> 4653
<Z212> DNA

acgacttcct
gcgtgatgat
agatcggecc
agaagctgaa
acctggacat
tgcecgacag
agtgcaccat
ccggectggt
agaccgagtg
agtccagegt
acaaggacga
actctggacg
atatccctyce
tgcgagttyc
tttcatatcg
tgctectget
cctggtactg

ggaacacaaa

ggtgcgecgac
gaacaccegce
cgcctrcatce
cgactccacc
caaccagcac
catcttcgag
ggacagcgtg
gtgcgagcac
gcgceccaag
gatggactac
cgacgacaag
ctggtcgtgt
cgcttttatc
tagetgcttg
cttgcatccece
cetgetcact
caacctgtaa

tggaaagctt

<213> Artificial Sequence

<220>

32378198 1.7TXT

tgcaagaccg
accecgecegec
gacaacgtag
gccgactaca
gtgaacaaca
agccaccaca
ctgcagtcce
ctgctgcage
ctgaccgact
aaggaccacyg
tgatgactcyg
gatggactgt
aaacagccic
tgctatttgc
aaccgcaact
gcccctegea

accagcactg

gcgagatcct
tgagcaagat
ccgtgaagga
tccagggcgg
tcaagtacgt
tctectectt
tgaccaccgt
tggagggcgg
ccttoecgegy
acggcgacta
aggcagcage
tgccgecaca
agtgtgtttg
gaataccacc
tatctacgct
cagccttggt

caatgctgat

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 91
ggtacccgec

gtgcrtgggc
gccatgctga
gccgggeaat
tccaggtggt
cagcagtgtc
cagcaagaga
gaatggcacc
gcaggagtca
tgcaagcatg
cacgcegttyg
caatgtggtyg
tgcatggcat

gccaaaccgg

tgcaacgcaa
gcetgecgec
ttgaggcttg
gcgcatggtg
tcaatcgegg
agcaaaggta
aggggrcaag
accaagtgtyg
tccaacgtaa
cctggcgaag
agttggcagc
gataggatgc
cgcaccatca

agecgcaccga

gggcagccac
tgcctgeege
gttcatcggg
gcaagagggc
cagccagagg
gcagtttgcc
tgcaaacacg
tgcgagecag
ccatgagctg
acacatggtg
aggctcagec
aagtggagcg
gcaggagcgc

gtgtccacac

agccgetecc
atgcttgtgc
tggaagctta
ggcagcactt
gatttcagat
agaatgatcg
ggcatgccac
catcgcegec
atcaacactg
tgcggatget
atgcactgga
aataccaaac
atgcgaaggg
tgtcaccagg

acccgeeget
tggtgaggct
tgtgtgtgct
gctggagetg
gatcgcgegt
gttcagctgt
agcacgggca
tggctgttte
caatcatcgg
gcecggetget
tggcagctgg
cctetggetg
actggcccca

cccgcaagcet

Page 63

gaccecgetge
ccecgaggag
cgaggagatc
cctgacccec
ggactggatc
caccatcgag
gagcggceggo
cagcgaggtg
catcagcegtg
caaggaccac
agctcggata
cttgctgect
atcttgtgtg
cccageatec
gtcctgctat

ttgggctccg
gcacgggaag

gaaccgacac
gggcagtgcet
gggcttgeat
ccgeggtgec
acaggttgag
taatcaatgc
ccggggagtg
agctacaacg
gcgggcgtga
gcetgetgeg
gctgccactg
cttgctgagt
tgcacgccat

ttgcagaacc

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4650

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

38Y



atgctcatgyg
acgcaatgca
gccacccttce
cacattcatt
atggaatgcg
ccatagtgca
cgcgecaget
gatcagctga
tccecgeetet
ctgggtggag
cgcegrgttc
cggcgccecty
cgtgccctgce
gggcgaggtyg
catcafggcc
ccaccaggec
ccaggacgac
gaaggcccgce
caacatcatg
ggccgaccgce
cgagtgggcece
cgcettetac
atcgacacac
acctgtgaat
cgcgettttg
ttccctegtt
ctcagcgcetg
tgtattctece
gtgggatggg
gaaggtctcg
gcgcttggtt
gtggcaggtyg
gaattccttt
tcccgygeget
atgggcgetc
aaagacatta
cacaggccac

cagtcacaac

acgcatgtag
gcacaggcag
ttgcggggtc
tgcatgecty
ggaccgceag
ttggactgca
cagcaacctg
ttgceeggcet
agaatatcaa
cgcctgtteg
cgcetgtecg
aacgagctgc
gcecgecgtoc
ccecggecagg
gacgccatgce
aagcaccgcea
ctggacgagg
atgcccgacg
gtggagaacg
taccaggaca
gaccgctrcc
cgcctgetgg
tctggacgcet
atccctgecg
cgagtrgcta
tcatatcgct
ctcctgetee
tggtactgca
aacacaaatq
cctetgtege
cttcgtccat
acaatgatcyg
cttgcgctat
gcatgcaaca
cgatgccgcet
tagcgageta
tcgagcettgt

CCgCdaacac

cgctgacgtc
cagaggcggce
gcgecceage
gagaagcgag
gctagcagcea
tttgggtggg
tcecgtgagt
cgcgaagtag
tgatcgagcea
gctacgactg
cccagggecg
aggacgaggc
tggacgtggt
acctgetgtc
gcegectgea
tcgagegege
agcaccaggg
gcgaggacct
gcegettcte
tcgeectgge
tggtgctgta
acgagttctt
ggtcgtgtga
cttttatcaa
gctgcttgtg
tgcatcccaa
tgcteactgce
acctgtaaac
gaggatcccg
acctcagegce
tagcgaagcg
gtrggagctga
gacacttcca
ccgatgatgc
ccagggcgag
ccaaagccat
gatcgcactc

tagtatggct

32378198_1.TXT

ccttgacgge
ggcagcagag
cageggtgat
gcrggggect
aaggcgectc
gcggccggcet
ccecegtgee
gcgeccctect
ggacggcecetc
ggcccageag
cccegtgetg
cgcecgectg
gaccgaggcc
ctcceacctg
caccctggac
ccgeaccege
cctggeeece
ggtggtgacc
cggcttcatc
cacccgcegac
cggcatcgcece
ctgacaattyg
tggactgttg
acagcctcag
ctatttgcga
ccgcaactta
ccctegeaca
cagcactgea
cgtctcgaac
ggcatacacc
tceggttcac
tggtcgaaac
gcaaaaggta
ttcgaccece
cgctgtttaa
attcaaacac

cgctaagggg

atcaagacga

gctccteteg
cggcggcage
gcgectgatec
ttgggctggt
ccctactocyg
gtttcttteg
gatgaaatcg
ttctgetege
cacgcegact
accatcggct
ttcgtgaaga
tcctggcetagg
ggccgegact
gceoccegeeg
cccgecacct
atggaggcceg
gccgagetgt
cacggcgacg
gactgcggec
atcgccgagy
gceeccgact
gcagcagcag
ccgecacact
tgtgtttgat
ataccaccec
tctacgctgt
gccttggttt
atgctgatge
agagcgcgea
acaataacca
acacgtgceca
gttcacagcec
gggcgggetg
¢gaagctcct
atagccaggc
ctagatcact
gecgectette

acaggcagcc

Page 64

ggtgtgggaa
agcggegggg
caaacgagtt
gcagcecgea
catcgatgtt
tgttgcaaaa
tgtgcacgec
cctctctecy
cceecgecge
gcteccgacge
ccgacctgtc
ccaccacegy
ggctgctgcet
agaaggtgtc
gccecttega
gccrggtgga
tegocegect
cctgectgec
gcctgggegt
agctgggegg
cccagcgcat
ctcggatagt
tgctgecttg
cttgtgtgta
cagcatcecc
cctgctatec
gggctecegec
acgggaagta
gaggaacgct
cctgacgaat
cgttggcgag
tagggatatc
cgagacggct
tcggggctgce
ccccgattge
accacttcta

ctcttegttt

tgtggagaag

800

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

353



cctccgttca cgatcgggac getgegcaag
gcgcttegtg ggegegeece cgactggtece
tccgeegecy agaagcagtg gaccaacctg
ctgctggacg accacttegg cccccacggce
agctacgagg tgggccccga ccgetccace
gaggccgece tgaaccacge caagrcegtg
ctggagatgt ccaagcgcga cctgatctgg
cgctaccccg ccrggggega caccgtggag
aacggccgec gecacgactt cctggtgegc
tgcacctccc tgagegtgat gatgaacacc
gaggtgcgcg gcgagatcgg ccccgecttce
atcaagaagc cccagaagct gaacgactcc
cccegetgga acgacctgga catcaaccag
atcctggaga ccgtgcccga cagcatcttc
gagtaccgec gcgagtgcac catggacagc
ggctcctccg aggceggect ggtgtgegag
gtgctgcgeg ccaagaccga gtggegecece
gtgatcccecg ccgagtccag cgtgatggac
cacgacatcg actacaagga cgacgacgac
atagtatcga cacactctgg acgcetggtceg
ccttgacctg tgaatatccc tgccgetttt
gtgtacgcge trttgcgagr tgctagetgco
tccocttece tegtttcata tegettgeat
tatccctcag cgetgetect getcctgete
ccgectgtat tctcctggta ctgcaaccty
aagtagtggg atgggaacac aaatggaaag
<210> 92

<211> 1893

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

«220>

32378198_1.TXT

gccatececy
atgctgtteg
gagtggaage
ctggtgttec
agcatcgtgg
ggcatcctgg
gtggtgaagc
gtggagtgct
gactgcaaga
cgcacecgcec
atcgacaacg
accgccgact
cacgtgaaca
gagagccace
gtgctgcagt
cacctgctyge
aagctgaccg
tacaaggacc
aagtgatgac
tgtgatggac
atcaaacagc
ttgtgctatt
cccaaccgcea
actgcccctce
taaaccagca

ctt

cgcactgttt
ccgtgatcac
ccaagcccaa
gccgeacctt
ccgtgatgaa
gcgacggett
gcacccacgt
gggtgggcgc
ccggegagat
gcctgageaa
tggccgtgaa
acatccaggg
acatcaagta
acatctccte
ccctgaccac
agctggaggg
actcettecg
acgacggcga
tcgaggceagce
tgttgcegec
ctcagtgtgt
tgcgaatacc
acttatctac
gcacagcctt

ctgcaatgcet

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide

<400> 92
gaattccttt cttgcgetat gacactteca

tcecggeget geatgcaaca cegatgatgc
atgggcgete cgatgocgct ccagggcgag
aaagacatta tagcgagcta ccaaagccat
cacaggccac tcgagcettgt gatcgcactc

cagtcacaac ccgcaaacac tagtatggcc

gcaaaaggta
ttcgaccece
cgctgtttaa
attcaaacac

cgctaagggg

accgcatcca

gggcggactg
cgaagctect
atagccaggce
ctagatcact
gcgeetctte

ctttctegge
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cgagecgetceg
caccatcttce
CCeeececay
cgcecatcege
ccacctgceag
cggcaccace
ggccgtggag
ctccggeaac
cctgaccege
gatcccecgag
ggacgaggag
cggcctgace
cgtggactyg
cttcaccatc
cgtgageggce
€ggcagegag
cggcatcagce
ctacaaggac
agcagctcgg
acacttgctg
ttgatcttgt
acccccagea
gctgtectge
ggtrtgggct
gatgcacgag

cgagacggct
tcggggetge
ccccgattge
accacttcta
ctcttegttt

gttcaatgcc

3180
3240

3300

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320

4380
4440
4500
4560
4620
4653

60
120
180
240
300
360

284



cgctgegygcyg
ccecgtgegeg
tcegeegeey
ctgctggacg
agctacgagg
gaggccgecce
ctggagatgt
cgctaccecyg
aacggecgee
tgcacctccc
gaggtgcgcg
atcaagaagc
ccecgetgga
atcctggaga
gagtaccgcc
ggctcecteoy
gtgctgcgeg
gtgatccccg
cacgacateg
atagtatcga
ccttgacctg
gtgtacgcgc
teceecttece
tatccctcag
ccgectgtat
aagtagtggg
<210> 93

<211> 1887
<212> DNA

<213> artificial sequence

«<220>

acctgegteg ctcggegyge

ggcgegecce cgactggtcece
agaagcagtg gaccaacctg
accacttcgg ccceccacggce
tgggcececga cogetecacce
tgaaccacgc caagtccgtg
ccaagegega cctgatctgg

cctggggega

gccacgactt

caccgtggag
cctggtgege
tgagcgtgat gatgaacacc
gcgagatcgg

cccagaaget

ccecgectte
gaacgactcc
acgacctgga catcaaccag
ccgtgeccga cageatcttc
gcgagtgcac catggacagc
aggccggect ggtgtgegag
ccaagaccga gtggcgeecc
ccgagtccag cgtgatggac
actacaagga cgacgacgac
cacactctgg acgctggtceg
tgaatatcce tgccgetttt
ttttgcgagt tgctagetge
tcgtttcata tcgettgeat
cgctgetect gctcetgete
tctecctggta ctgcaacctg

atgggaacac aaatggaaag

32378198_1.7XT

tcecgggecec
atgctgttcg
gagtggaagc
ctggtgttcc
agcatcgtgg
ggcatcctgg
gtagtgaagc
gtggagtgct
gactgcaaga
tgcacccgcec
atcgacaacg
accgecgact
cacgtgaaca
gagagccace
gtgctgcagt
cacctgctac
aagctgaccg
tacaaggacc
aagtgatgac
tgtgatggac
atcaaacagc
ttgtgctatt
cccaaccgea
actgccecte
taaaccagca

ctt

ggcgeecage
ccgtgatcac
ccaagcccaa
gccgeacctt
ccgtgatgaa
gcgacggctt
gcacccacgt
gggtgggcge
ccggegagat
gcctgagcaa
tggccgtgaa
acatccaggg
acatcaagta
acatctectce
ccetgaccac
agctggaggg
actccttecg
acgacggcga
tcgaggcage
tgttgccgec
ctcagtgtgt
tgcgaatace

acttatctac

gcacagcctt

ctgcaatgct

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide

<400> 93

gaattccttt cttgcgetat

tcceggeget
atgggcgetc
aaagacatta
cacaggccac

cagtcacaac

gcatgcaaca ccgatgatgc

cgatgccget ccagggegag
tagcgagcta ccaaagccat
tcgagcttgt gatcgcactc

ccgcaaacac tagtatggcet

gacacttcca gcaaaaggta

ttegacccec
cgctgtttaa
attcaaacac

cgctaaggag
tccgeggcat

gggcgggcty

cgaagctcct
atagccaggc
ctagatcact
gcgeetettc

tcaccatgtc

Page 66

gaggcccctc
caccatctte
ccecececccayg
cgccatecgce
ccacctgeag
cggcaccace
ggccgtggag
ctccggeaac
cctgaccegce
gatcccegag
ggacgaggag
cggcctgace
cgtggactgg
cttcaccatc
cgrgagcgac
cggcagcgag
cggcatcagce
ctacaaggac
agcagctegg
acacttgcetyg
ttgatcttgt
acccccagcea
gctgtectge
ggtrtgggct
gatgcacggg

cgagacggct
tcggggetge
cccecgattge
accacttcta
ctcttegttt

ggcgtgcecc

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1893

60
120
180
240
300
360

33+



gcgatgactg
agggggcgceyg
gccgagaagc
gacgaccact
gaggtgggcc
gccctgaace
atgtccaagc
cccgectgag
cgccgecacyg
tccctgageg
cgcggcgaga
aagccccaga
tggaacgacc
gagaccgtgc
cgcegegagt
tccgaggecg
cgcgccaaga
cccgecgagt
atcgactaca
tcgacacact
cctgtgaata
gcgertttge
tcectegttt
tcagcgcetge
gtattctect

tgggatggga

<210> 94
<211> 32
<212> DNA

gcagggcccec
cceccgactg
agtggaccaa
tcggecccca
ccgaccgete
acgccaagtc
gcgacctgat
gcgacaccgt
acttcctggt
tgatgatgaa
tcggeeccge
agctgaacga
tggacatcaa
ccgacagceat
gcaccatgga
gectggtgty
ccgagtggceg
ccagcgtgat
aggacgacga
ctggacgcetg
tccetgecge
gagttgctag
catatcgctt
tcctgetect
ggtactgcaa

acacaaatgg

tggggcacgt
gtccatgctg
cctggagtgg
cggcctggtg
caccagcatc
cgtgggcatc
ctgggtggtg
ggaggtggag
gecgegactyc
caccegeacce
cttcatcgac
ctecacegece
ccagcacgtg
cttcgagagce
cagegtgcetyg
cgagcacctyg
ccccaagerg
ggactacaag
cgacaagtga
gtcgtotgat
ttttatcaaa
ctgcttgtge
gcatcccaac
gctcactgec
cctgtaaacc

aaagctt

<213> aArtificial Sequence

<220>

32378198_1.TXT

cgctccggac
ttcgccgtoa
aagcccaagce
tteccgecgea
gtggccgtga
ctgggcgacy
aagcgeaccce
tgctgggtgg
aagaccggceg
cgccgectga
aacgtggecg
gactacatcc
aacaacatca
caccacatct
cagtccctga
ctgcagetgg
accgactect
gaccacgacg
tgactcgagg
ggactgttgc
cagcctcagt
tatttgcgaa
cgcaacttat
cctegeacag

agcactgcaa

ggccagtecge
tcaccaccat
ccaaccecece
ccttegecat
tgaaccacct
gctteggeac
acgtggecegt
gcgecteegg
agatcctgac
gcaagatccc
tgaaggacga
agggcggect
agtacgtgga
cctectteac
ccaccgtgag
agggcggcag
tccgeggeat
gcgactacaa
cagcagcagce
cgccacactt
gtgtttgatc
taccaccccc
ctacgctgtc
ccttggtttg

tgctgatgca

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 94

gatcagaatt ccgcctgcaa cgcaagggea o

<210> 95
<211> 30
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

Page 67

caccegectg
cttcteecgee
ccagetgcty
ccgcagetac
gcaggaggcec
caccctggag
ggagcgctac
caacaacggc
ccgetgeacce
cgaggaggtg
ggagatcaag
gaccceccge
ctggatcctyg
catcgagtac
cggcggctcece
Cgaggtgctyg
cagcgtgatce
ggaccacgac
tcggatagta
gctgecttga
ttgtgtgtac
agcatccect
ctgctatccc

ggctecgect

cgggaagtag

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1887

32

758
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32378198_1.7TXT

<400> 95 ‘
gcatactagt ggcgggacgg agagagggcg 30

<210> 96
<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 96
Lys Asp Glu Leu
1

Page 68
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Listado de secuencias
<110> SOLAZYME, INC.
<120> FRACCIONAMIENTO DE LA BIOMASA MICROBIANA QUE CONTIENE ACEITE
<130> 026172-002630PC

<140> PCT/US2010/036238
<141> 2010-05-26

<150> 61/181,252
<151> 2009-05-26

<160> 96

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 1187

<212> ADN

<213> Chlorella sp.

<400> 1

gatcagacgg gectgacetg cgagataate aagtgctegt aggeaaccaa ctcagcaget 60
gctiggtglt gggtetgeag galagtgitg cagggeecea aggacageag gggaacttac 120
accttgtcee cgacceagtt ttatggagte cattgeetca agagectage cggagegcta 180

ggetacatac ttgecgeace gotatgaggg gatatagtac tegeactgeg ctptetagtg 240

393



agatggpcag tgetgeccat aaacaactgg ctgetcagec atttgitgge pgaccattet 300
gggggppcca geaatgectg actttcgget apgotpaaaa ctgaacaaag actaccaaaa 360
cagaatttct tectecttgg aggtaagege aggeeggecc gectgepgeee acatggeget 420
ccgaacacct ccatagetgt aaggpgegeaa acatggecgg actgttgtea geacteitte 480
atggccatac aaggteatgt cgagattagt getgaptaag acactatcac cecatgtteg 540
attgaageeg tgacttealg ccaacctgece cetgggegta gecagacgtat gecatcatga 600
ccactageeg écatgcgctg tcttttgeca ccaaaacaac tggtacaceg ctcgaagtcg 660
tgccgeacac cteegggagt gagieeggeg actectecee ggegggeege ggeectacet 720
gggtaggete geecatacgece cacgaccaaa cgacgeagga ggggattgag gtagggaate 780
ccaaccagee taaccaagac ggeacctata ataataggtg ggegpactaa cageectata 840
tcgecaagcett tgggtgecta tettgagaag cacgagttgg agtggctgtg tlacggtcgac 900
cctaaggtgg gtgtpecgea geetgaaaca aagegtetag cagetgcetic tataatgtgt 960
cagcegttgt glttcagtta tattgtatgc tattgittgt tegtgetage gtggegeagg 1020
cccacctact gtggcgégcc altggttget gettgaattg cetecaccate taaggtctga 1080
acgetcacte aaacgecttt gtacaactge agaa:ctttcc {tggegcetge aactacagtg 1140

tgcaaaccag cacatageac teccttacat cacccageag tacaaca 1187

7Y



397

<210>2

<211> 1414

<212> ADN

<213> Chlorella ellipsoidea

<400> 2

cgetgegeac cagggecgece agetegetga tgtegeteca aatgeggtec cecgattttt 60
tgticttcat cttctecace ttggtggcct tettggecag ggecttcage tgcatgegea 120
cagaccgtig agctectpat cageatecte aggaggecct ttgacaagea ageccctgte 180
caagcccatt cacggggtac cagtpgtact gaggtagatg getitgaaaa ggattgetcg 240
gtegattget getcatggaa ttggeatgtg catgealgtt cacaatatge caccaggctt 300
tggapgcaaga gageatgaat gecltcagge aggttgaaag ttectgppep 'tgaagaggca 360
gggccgagga ttggaggagg aaageatcaa gtegtegete atgeteatgt tttcagteag 420
agtttpccaa getcacagga geagagacaa gactggetge teaggigtte catcgtgtet 480
gtggtggggg geggegegtt aatacggtac paaatgeact tggaatteee accteatgee 540
agcggaceca catgetigaa ttegapgect gtogppteag aaatgeteac tetgeecteg 600
ttgctgaggt acttcaggec petgagcetea aagtegatge cetgetegte tatcagggee 660
tgcacctetg gpetgacegg cteagectee ttegeggpeea tggagtagge geeggeageg 720

ttcatgtccg ggceccaggge agegatggtg ceataaatpt cggtgatgpt gpgpagpgpy 780



geegicgeca caccattgee gttgctgget gacgceatgea catgtggecet ggetgecace 840
ggcageactg gtctccagec agecageaag tggetgttca ggaaagegge catptigtte 900
gtecelgege atgtaattce ccagatcaaa ggagggaaca gettggattt gatgtagtge 960
ccaaccggac tgaétgtgcg atggcaggtc ccittgagte tecegaatta ctagecaggge 1020
actgtgacct aacgcagceat gecaaccgea aaaaaatgat tgacagaaaa tgaageggatg 1080
tgicaatatt tgctgtattt attegttita atcagcaacc aagticgaaa cgeaactate 1140
giggtgatca agtgaaccte atcagactta cetegitcgg caaggaaacg gaggeaccaa 1200
aftccaattt gatattatcg cttgccaa;gc tagagctgat ctttgggaaa ccaactgeca 1266
gacagtggac tgtgatgpag tgcccegagt ggtggagect cttegatieg gttagtcatt 1320
actaacgiga accctcagtg aagggaccat cagaccagaa agaccagate tecteetega 1380
caccgagapa gtgttgeggce agtaggacpa caag 1414
<210> 3

<211> 1113

<212> ADN

<213> Botryococcus braunii

<400> 3

aattggaaac ccegegeaag accgggttgt tiggecgoct gaceggaaag ggegpgccty 60

374



tccegaaggg gatctatete ttgggpeatp tegggegegg aaaglegatg tigatggace 120
tettettega ceatgteggg gicgaggeca agageegegt ceatttegee gagttcatga 180
tggaggtigaa tgaccgeate gecaccgaac gegecaagaa gegggegace gategeecee 240
gtegetgeag cecttgeega ggaagteegg ctgetggegt tegacgagat gatgetgacg 300
aacagcccgg acgegatgat cetgtegegg ctgttcaceg cgetgatega ggegggpste 360
acgatcgtca ccacctecaa ceggeegece agggatelet ataagaacgg getcaaccge 420
gagcatltce tgeccticat cgegetgate gaggegegge tpgacptget ggegetgaac 480
geecepaceg actatcggeg cgacegpetg gggegpctgg acacgtggit getecccaat 540
ggccccaagg cgacgattac cttgteggeg gegttcttce geetgacega ctatecggte 600
gaggatgeeg cgcatg;fgcc ctctgaggac ctgaagptogs gegggcgegt getgaatgte 660
cccaaggegc tgaagggcpt cgeggtette tegttcaage ggttgtgcge cgaagegegg 720
gegpeggcgg actatctgge ggtegegegg gectteccaca cegteatect ggteggaate 780
cccaagetgg ggpcggagaa cegeaacgag geggggeget tegtecaget gatcgacgeg 840
cictacgaac ataaggtcaa getgetegee geageegaig ceageccgee gaactctatg 900
aaaccggega cggecggtte gagtttgage peagateape cggttggaag agatpegcte 960

cgaggattat ctggeecaag gecalggete ggaggggect tgatcaggece ttaatgeact 1020

393



tcgeaaccat tategttiaa aatcttaaac tetgtggaat aacggtteee cgacgecgea 1080

atacacgtac gtccactacg gagtaggatt gga 1113

<210>4

<211> 253

<212> ADN

<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 4
cgcltagaag atttcgataa ggegecagaa ggagegeage caaaccagpa tpatgtitga

tgggetattt gageacttge aacccttate cggaageccc ctggeccaca aaggetagge
gccaatgeaa geagttcgea tgeageeect ggageggtee cotectgata aaceggecag
ggggectatg tictttactt ttttacaaga gaagtcactc aacatcttaa acggicitaa

gaagtctatc cgg

<210>5
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 5
tgttgaagaa tgapceggeg ac 22

60

120
180
240

253

397%



<210> 6
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 6

cagtgagcta ttacgcacte 20 |

<210>7
<211> 565
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético
<400> 7

tgltgaagaa tgageeggeg acttagaaaa agtggegtgg ftaaggaaaa attccgaage 60
cttagcgaaa gegagtctpa atagggegat caaatattit aatatttaca atttagtcat 120

ittitctaga cccgaacceg gptgatetaa ceatgaccag gatgaaactt gggtgatace 180

aagtgaaggt ccgaaccgac cgatgttgaa aaatcggege atgagttgtg gttagegptg 240

299



aaataccagt cgaaccegga getagetggt tetceecgaa atgegtitgag gegeageagt 300

acatctaglc tatctagggp taaagcactg tttcggtpeg goctgtgaaa acggtaccaa 360

~ atcgiggeaa acletgaata ctagaaatga cggtgtagta gtgagactgt gggegataag 420

clceattglc aagagggaaa cageecagac caccagetaa ggecccaaaa tggtaatgta 480

gtgacaaagg aggtgaaaat gcaaacacaa ccaggaggtt ggettagaag cagecatcet 540

ttaaagagtg cpgtaataget cactg 565

<210>§
<211> 546
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 8

tgttgaagaa tgagecggeg acttagaaaa cgtggeaagg ttaaggaaac gtatccgpag 60

ccgaagegaa ageaagtetg aacagggcega ttaagteatt ttttctagac ccgaaccegg 120

glgatctaac catgaccagg atgaageltg ggtgacacca agtgaagpte cgaaccgace 180

gatptigaaa aatcggcgga tgagttgtps ttageggtoa aataccagtc gaactcgpag 240

loD



ctagctggtt ctececgaaa tgegttgagg cgeagegptt cataaggetg tctaggggta‘ 300
aagcactgtt tcggtgegpg ctgcgaaage ggtéccaaat cgiggcaaac tetgaatact 360
agatatgcta ttiatgggec agtgagacgg tgggppataa geticategt cgagagggaa 420
acagcccaga tcactageta aggecccaaa atgategita agtgacaaag gaggtgagaa 480
tgcagaaaca accaggaget ttgcttagaa gecagecacce tttaaagagt gegtaatage 540

tcactg 546
<210>9

<211> 565

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético
<400> 9

tgttgaagaa tgagecggeg acttagaaaa agtggegtgg ttaagpaaaa attccgaage 60
cttagcgaaa gegaglctga atagggegat caaatatttt aatatttaca atttagtcat 120
titttctaga cccgaacecg gatpatetaa ccatgaccag gatgaaactt gggtgatace 180

aagtgaagpt ccgaaccgac cgatgtigaa aaatcggegg atgagttgtp gttagegetg 240

aaataccagt cgaacccgga getagetggt tetccecgaa atgegttgag gegeageagt 300

yof



o

acatctagtc tatctaggpg taaagceactg tttcggtgeg gpgetgtgaaa acggtaccaa 360
alcgtggeaa actctgaata ctagaaatga cggtgtagta gtgagactgt ggggeataag 420
ctccattgtc aagagggaaa cageccagac caccagetaa ggececaaaa tggtaatgta 480
gtgacaaagg aggtpaaaat gecaaacacaa ccaggaggtt ggettagaag cagecatect 540
ttaaagagtg cgtaataget cactg 565
<210> 10

<211> 565

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 10
lgttgaagaa tgagecggeg acltagaaaa agtggegtgg ttaaggaaaa attcegaage 60

cttagcgaaa gegagtetga atagggegat caaatatttt aatatttaca atttagtcat 120
titttctaga cccgaacceg ggtgatelaa ccatgaccag patgaaactt gpgtgatace 180
aagtpaaggt cepaaccgac cgatgttgaa aaatcggegg atgagitgte gitagegatg 240
aaataccapt cgaacccgga getagetggt tetccecgaa atgegtigag gegeageagt 300

acatctagic tatctagggg taaagceactg titcggtgep ggetgtgaaa acggtaccaa 360



atcgtggcaa actctgaata ctagaaatga cggtgtlagta ptgagactgt ggpegataag 420

ctccattptc aagagggaaa cageecagac caccagetaa ggeeccaaaa tggtaatgta 480
glgacaaagg aggtgaaaat gcaaacacaa ccaggaggtt gecttagaag cagecateet 540
ttaaagagtg cgtaatagct cactg 565
<210> 11

<211> 548

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 11
tptigaagaa tgageeggceg acttagaaga agtggetigyg ttaaggataa ctatccggag 60

ccagagegaa ageaagictg aatagggegpc ttaaapggtea citittetag accegaacce 120
gegtpatcta accatgacca ggatgaagcet tgggtaacac cacgtgaagg tecgaacega 180
ccgatgltga aaaatcggeg gatgagttpt pettageggt gaaataccaa tegaactegg 240
agctagetgg ttcteccega aatgegttga ggegeagegg tttatgagge tgtetagggeg 300
taaagcactg tttcgptgeg gectgegaaa geggtaccaa ategtggeaa actetgaata 360

ctagatatgce taticatgag ccagtgagac ggtgeogeat aagetteate gtcaagaggg 420

Lo



aaacagecca gatcaccage taaggecceca aaatggicgt taagtggcaa aggagptgag 480
aatgctgaaa caaccaggag glitgettag aagcagecac cetitaaaga glgegtaata 540
getcactg 348

<210> 12

<211> 548

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 12
tgttgaagaa tgagecggeg acttagaaga agtggettgg {taaggataa ctatceggag 60

ccagagcgaa ageaagtelg aatagggege ttaaaggtca cttittetag acccgaacce 120
ggatgateta accatgacca ggatgaaget tggglaacac cacgtgaagg tecgaacega 180
ccgatgttga aaaatcggceg gatgagtigt gattageggt gaaataccaa tcgaactegg 240
agetagetgg ttctccecga aatgegttga ggegeagegg tttatgagge tgtetaggpg 300
taaagcactg tttcggtgcg ggctgegaaa gepgtaccaa ategtggeaa actetgaata 360
ctagatatgc tatfcatgag ccaglgagac ggtpggppat aagcetteate gtcaagageg 420

aaacagcceca gatcaccage taaggeccea aaatggtegt taagtggcaa aggagetgag 480

oy



aatgctpaaa caaccagpgag gtttgcttag aagecagecac cctttanaga gtgegtaata 540
gctcactg 548
<210> 13

<211> 548

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 13
tgtigaagaa tgagecggeg acttagaaga agtggcttpg ttaaggataa ctatccggag 60

ccagagcgaa ageaagtelg aatagggege ttaaaggtea cittitctag accegaacce 120
gggtgatcta accatgaccea ggatgaaget tpgotaacac cacgtgaagg tecegaacega 180
ccgatgtiga aaaatcggeg gatgagtigt gotiageggt gaaataccaa tegaactcgg 240
agctagetpg ttetceccga aatgegtiga ggegeagegg ttatgagge tgtetaggeg 300
taaageactg tttegptgeg ggctgegaaa geggtaccaa ateglggeaa actetgaata 360
ctagatatge taticatgag ccaptgagac gptgpgggat aageticate gtecaagaggeg 420
aaacagccca gatcaccage taaggecccea aaatggtegt taagtgpgcaa aggaggtgag 480

aatgctgaaa caaccaggag gtitgcttag aagcagecac cctttaaaga gtgegtaata 540

o



Lot

geteactg 548

<210> 14
<211> 548
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 14
tgttgaagaa tgagccggcep acttagaaga agtggettgg ttaaggataa ctatccggag 60

ccagagcgaa ageaagtetg aatagggcgc ttaaaggica cittttctag acccgaacce 120

gpgtgatcta accatgacca ggatgaagcet tgggtaacac cacgtgaagg tecgaaccga 180

ccgatgitga aaaatcgpeg gatgapttpt pottageggt gaaataccaa tegaactegg 240

agctagetgg tictceccga aatgegttga ggegcagegg titatgagge tptctagggg 300

taaagcactg tttcgptgeg goctgegaaa geggtaceaa ategtggcaa acteigaata 360

ctagatatge tattcatgag ccagtpagac gptgggggat aageticate gtcaagaggg 420

aaacagecca gatcaccage taaggeccca aaatggicgt taagtgpcaa aggaggtgag 480

aatgctgaaa caaccaggag gtttgettag aageagecac ccttlaaaga gtgcptaata 540

geteactg 548



<210> 15

<211> 565

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci6n de la secuencia artificial: polinucledtido sintético
<400> 15

tottgaapaa tgageegeeg acttagaaaa agtggegtge ttaaggaaaa attccgaagh 60
cttagcgaaa gegagtetga atagggcegat caaatatttt aatatttaca atttagtcat 120
ttttictaga cecgaacecg gotgatetaa ccatgaccag gatgaaactt gggtgatace 180
aagtgaaggt ccgaaccgac cgalgttgaa aaatcggegg atgagtipte pttageggtg 240
aaataccagt cgaacccgga getagetgpt tetcceegaa atpegttgag gegeageagt 300
acatctagtc tatctagggg taaagcactyg tttcggtgeg ggctgtgaaa acggtaccaa 360
atcgtggcaa actctgaata ctagaaatga cggtgtagta ptgagactgt ggpggataag 420
ctecattgte aagagggaaa cageccagac caccagetaa ggececaaaa tggtaatglta 480

gtgacaaagg aggtgaaaat geaaacacaa ccaggaggtt gecttagaag cagecateet 540

ttaaagagtg cgtaatagcet cactg 565



Leg

<210> 16
<211> 541
<212> ADN

<213> Prototheca stagnora

<400> 16

tgtigaagaa tgageeggeg agttaaaaaa aatggeatgg ttaaagatat ttetctgaag 60
ccatagcgaa ageaagtttt acaagctata gteatttttt ttagacbcga aaccgagtga 120
tctacceatg atcagggtga agtgttgate aaataacatg gaggcccgaa cegactaatg 180
glgaaaaatt agcpgatgaa ttgtggatag peoceaaaaa ccaatcgaac teggagttag 240
ctggitctee ccgaaatgeg tﬁaggcgca geagtagcaa cacaaataga gggotaaage 300
actgtitett ttgtgggctt cgaaagltgt acctcaaagt ggeaaactct gaatacteta 360
tttagatatc tactagtgag accttgggge ataagetcct tggtcaaaag gpaaacagee 420
cagatcacca gttaaggccce caaaatgaaa atgatagtga ctaaggacgt gagtatgtica 480
aaacctccag caggttaget tagaapcage aatectttca agagtgegta atagetcact 540

g 541

<210> 17
<211> 573
<212> ADN

<213> Prototheca moriformis



U

<400> 17
tgttgaagaa tgagecggeg acltaaaata aatggeagge taagagaatt aataacicga 60

aacctaageg aaagcaagtc ttaataggge gotaatitaa caaaacatta aataaaatct 120

aaagtcattt attttagacc cgaacctgag tgatctaacc atggtcagga tgaaacttgg 180

gtgacaccaa gtggaagtce gaacegaccg atgttgaaaa atcggeggat gaactgtggt 240
tagtggtgaa ataccaglcg aactcagagce tagetggtte teecegaaat gegttgagge 300

gecagceaatat atctegteta tctaggpgta aageactgtt teggtgegpg ctatgaaaat 360

ggtaccaaat cgtggeaaac tetgaalact agaaatgacg atatattagt gagactatgg 420

ggpataaget ccatagtcga gagggaaaca geecagaccea ccagttaagg ceccaaaatg 480
ataatgaagt ggtaaaggag gtgaaaatge aaatacaacc aggaggttgg citagaagca 540
gecatecltl aaagagtgeg taatagetca ctg 573
<210> 18

<211> 573

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 18



tgttgaagaa tgageecggeg acttaaaata aatggcagge taagagaatt aataactcga 60
aacctaapeg aaagcaagtc ttaataggge getaatttaa caaaacatta aataaaatct 120

aaagtcattt atittagacc cgaacclgag tgatctaace atggtcagga tgaaacttpg 180

glgacaccaa gtggaaptee gaaccgaceg atgttgaaaa atcggeggat gaactpiggt 240

tagtggtgaa ataccagteg aactcagage tagetggtic tceccgaaat gegttgagge 300

geageaatat atctcgtcla tetaggggta aageactgit teggtgeppe ctatgaaaat 360
ggtaccaaat cglggeaaac tetgaatact agaaatgacg atatattagt gagactatgg 420
gepataaget ccatagtcga gagggaaaca geecagacea ccagttaagg ceccaaaatg 480
ataatgaagt ggtaaaggag gtgaaaatge aaatacaace aggaggttgp cttagaagca 540
gecatecttt aaagagtgeg taatagetea ctg 573
<210> 19

<211> 565

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 19
tgttgaagaa tpageeggeg acttagaaaa aglggegtgg ttaaggaaaa attccgaage 60

Lo



Ltf

cttagcgaaa gegagtctga ataggpegat caaatatttt aatatitaca atttagicat 120

tttttctaga cecgaaceeg ggtpatetaa ccatgaccag gatgaaactt gggtpatace 180

aagtgaaggt ccgaaccgac cgatgitgaa aaatcggegg atgapttgte gttageggte 240

aaataccagt cgaacccgga getagetggt teteeecgaa atgegttgag gegeageagt 300

acatctagte tatctagggg taaagceactg tticggtgeg gpetgigaaa acggtaccaa 360

atcgtggcaa actctgaata clagaaatga cggtpgtagta gigagactgt ggggoataag 420

ctecatltgtc aagagpgaaa cageeceagac caccagetaa ggecccaaaa tggtaatgta 480

gigacaaagg aggtgaaaat geaaacacaa ccaggaggtt gecttagaag cagecateet 540

ttaaagaptg cgtaataget cactg 565

<210> 20

<211> 565

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 20
tgltgaagaa tgagecggeg acttagaaaa agtggegtgge ttaaggaaaa attccgaage 60

cttagcgaaa gegagtetga atagggegat caaatatttt aatatttaca atttagtcat 120



ttttictaga cccgaacceg ggtpatctaa ccatgaccag gatgaaactt gggtgatace 180
aagigaaggt ccgaaccgac cgatgtigaa aaateggegg atgagttgtg gttagegetg 240
aaataccagt cgaacccgga getagetggt tetceecgaa atgegttgag gegeageagt 300
acatctagtc tatctagggg taaageactg tticggtgeg goctgtgaaa acggtaccaa © 360
atcgtggcaa actetgaata ctagaaatga cggtgtagta gtgagactgt gpggpataag 420
ctccattgte aagagggaaa cageccagac caccagcetaa ggecccaaaa tggtaatgta 480
gtgacaaagg agptgaaaat gcaaacacaa ccaggaggtt gocttagaag cagecatect 540
ttaaagagtg cgtaataget cacig 565
<210> 21

<211> 546

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 21
tgttpaagaa tgageeggeg acttagaaaa cgtggeaagg ttaaggacat gtatccggag 60

ccgaagcegaa agcaagtctg aatagggegce ctaagtcatt ttttctagac cegaaccegg 120

gtgatctaac catgaccagg atgaagcettg poteacacca agtgaaggtc cgaaccgace 180

wre



oIz

gatgltgaaa aatcggegpa tgaptigtpg ttagepgtga aataccagic gaactcggag‘ 240
ctagetggtt clceecgaaa tgegtigagg cgecageggtt cataaggcetp tetagggeta 300
aagcactgtt tegptgcggg ctgegaaage ggtaccaaat cgtggeaaac tetgaatact 360
agatatgcta tttatgagec agtgagacgg tgggpeataa pettcategt cgagagggaa 420
acagcccaga tcactageta aggeccctaa atgategtta agtgacaaag gagpigagaa 480
tgcagaaaca accaggaggpt ttgettagaa geagecacce ittaaagagt gegtaatage 540

tcactg 546

<210> 22
<211> 550
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeidn de la secuencia artificial: polinucleotido sintético

<400> 22
tgttgaagaa tgagecggeg acttatapga agiggcagpg ttaagpgaaga atetccggag 60

cccaagegaa agegagtetp anaagggega titggtcact tettatggac cegaacctgg 120
atgatctaat catggccaag ttgaagealg ggtaacacta tgtegaggac tgaacccace 180

gatgitgaaa aatcggpgpa tgagetgtga ttageggtga aattccaate gaattcagag 240



Ly

Cctagctggat ctcceegaaa tgegttgagg cgeageggeg acgatgtect gtetaaggpt 300
agagegactg ttteggtgeg goctgegaaa geggtaccaa gtegtgecaa actecgaata 360
ttaggcaaag gattcegtga gecagtgaga ciglggpppa taagetteat agtcaagagg 420
gaaacagccc agaccatcag ctaaggecece taaatggelg ctaagtggaa aaggatgtga 480
gaatgctgaa acaaccagga ggttcgetta gaageageta ttccttgaaa gagtgegtaa 540
tagctcactg 550
<210> 23

<211> 548

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 23
tgttgaagaa tgageeggeg acttagaaga agtggcttgg ttaapgataa ctatceggag 60

ccagagcgaa ageaagtctg aatagggegc ttaaaggtea ctitttctag acccgaacce 120
gegtpaicta accatgacca ggatgaagcet tgggtaacac cacgtgaagg tcegaaccga 180
ccgatgiipa aaaatcggep gatgagttpt ggttageget gaaataccaa tegaactegg 240

agctagetgg tteteccega aatgegttga ggegeagegg tttatgagge tetetaggeg 300



s

taaagcactg tttcgglgcg ggetgegaaa gegptaceaa ategtggeaa actetgaata 360

ctagatatgc taticatgag ccagtgagac ggotpggepat aageticate gtcaagageg 420

aaacagecca gatcaccage taaggeecca aaatggiegt taagiggeaa aggagptgag 480

aatgctgaaa caaccaggag gtttgettag aageagecac cctttaaaga gtgegtaata 540

getcactg 548
<210> 24

<211> 556

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 24
tgttgaagaa tpagecggeg actlataggg gotpgcptgg ttaaggaagt aatcegaage 60

caaagcgaaa geaaglitttc aatagagega ttttgteace cettatggac cecgaaceegg 120

gtgalctaac cttgaccagg atgaagette ggtaacacca agtgaaggte cgaactcaic 180

gatctigaaa aatcgtpgpa tgagttggeg (tagttggtt anatgetaat cgaactepga 240

getagetgpt tetcceegaa atgtgttgag gegeagegat taacgaaata ttttgtacgg 300

titagggpta aagcactgtt teggtgepge ctpegaaage ggtaccaaat cgtggeaaac 360



tctgaatact aagectgtat accgttagic agtgagagta taggggataa getctatact

420

caagagggaa acageccaga tcaccageta agpgecccaaa atgacageta agtggcaaag 480

gaggtgaaag tgcagaaaca accaggagpt tegettagaa geageaacce tttaaagagt
gegtaatage teactg

<210> 25

<211> 548

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 25

tgttgaagaa tgageegpcg actlagaaga agtggcttgg ttaaggataa ctalccggag
cCagagcgaa agcaagtcig aatagggepc ttaaaggtea clitttctag acccgaacce
gggtgateta accatgacca ggatgaaget tgggataacac cacptgaagg tecgaacega
ccgatgttga aaaatcggeg gatgagltpt ggitageppt paaataccaa tegaactegg
agctagetgg tictceecga aatgegttga ggegeagegg titatgagge tgtclaggpee
taaagcactg tttcggtgcg ggctgegaaa geggtaccaa ategtggeaa actetgaata

ctagatatgc tattcatgag ccagigagac ggtgggggat aagcttcate gtecaagaggg

540

556

60

120

180

240

300

360

420



G-

aaacagccca gatcaccage taaggececa aaatgptept taagtggeaa aggaggtgag 480
aatgctgaaa caaccaggag gtitgettag aageagecac cetttaaaga gtgegtaata 340
getcactg 548
<210> 26

<211> 565

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 26
tgttgaagaa tgagecggeg acttagaaaa agtggegtgg ttaaggaaaa attcegaage 60

cttagcgaaa gegaptctpa atagggegat caaatatttt aatatttaca atttagteat 120

tttttctaga cecgaaceceg ggtgatctaa ceatgaccag gatgaaactt gggtegatace 180

aagtgaaggt ccgaaccgac cgatgtigaa aaatcggegg atgagttpte pttageggtg 240

aaataccagt cgaacccgga getagetggt {etecccgaa atgegttgag gegeageagt 300

acatctagtc tatctagggp taaageactg titcggtgeg gpctgtgaaa acggtaccaa 360

atcgtggcaa actcigaata ctagaaatga cggtetagta gtgagactgt ggpppataag 420

ctecattgtc aagagggaaa cageccagac caccagetaa ggecccaaaa tggtaatgta 480



gtgacaaagg aggtgaaaat gcaaacacaa ccaggagptt ggcttagaag cagecatect 540
ttaaagagtg cgtaataget cactg 565
<210> 27

<211> 573

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 27
tgttgaagaa tgageeggeg acttataggg getppcttgg ttaaggacta caatecgaag 60

cccaagegaa ageaagtilg aagtgtacac acattgtgtg tetagagega tittgteact 120

ccttatgpac ccgaaccegg gtgatctatt catgpecapg atgaagettg ggtaacacca 180

agtgaaggtc cgaactcate gatgttgaaa aatcgtggpa tgagttptga ataggggtga 240

aatgccaate gaactcggag ctagetgptt clcccegaaa tgtgttgage cgeagegatt 300

cacgatctaa agtacggttt aggggtaaag cactgttteg gtgcggpctg ttaacgeggt 360

accaaatcgt ggeaaactaa gaatactaaa cttgtatgee gtgaatcagt gagactaaga 420

gggataaget tettagtcaa pagpgpgaaaca geeeagatea ccagetaagg ceccaaaatg 480

acagctaagt ggcaaaggag gtgagagtge agaaacaace aggaggttig cttagaagea 540

©ty



urg

gccatcettt aaagagtgeg taatagetea ctg 573

<210> 28
<211> 573
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 28
tptigaagaa tgageeggep acttataggg getpogcttgg ttaaggacta caatccgaag 60

cccaagegaa ageaagtttg aagtgtacac acgtiptpts telagagega ittigtcact 120

ccttatggac cecgaaccegg gigatctatt catggecagg atgaagettg ggtaacacca 180

agtgaaggtc cgaactcate gatgtigaaa aatcgigeea igagtigtga atagppeotea 240

aatgccaatc gaactcggag clagetggit ctecccgaaa tgtgttgagg cgeagegatt 300

cacgatctaa agtacggitt aggpptaaag cactgttteg gtgcggpctg ttaacgepgt 360

accaaatcgt ggcaaactaa gaatactaaa cttgtatgec gtgaateagt gagactaaga 420

ggpataaget tettagtcaa gagggaaaca geccagatea ccagetaagg ceccaaaatg 480

acagctaagt gpeaaaggag gtpagaglge agaaacaace aggaggtitg cttagaapea 540

gccatcctit aaagagigeg taatagetea ctg 573



Yo

<210>29
<211> 573
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 29
tgttgaagaa tgagecggeg acllataggg gotgpcettog ttaaggacta caatcegaag 60

cccaagegaa ageaagtitg aagtgtacac acattgtgte tetagagega tittgtcact 120

ccttatggac ccgaacecgg gtoatetatt catggecagg atgaagettg gptaacacca 180

agtgaaggtc cgaactcatc gatgttgaaa aatcgtggea tgagttgtga ataggggtga 240

aatgccaatc gaactcggag ctagetggtt ctceccgaaa tgtgttgagg cgeagegatt 300

cacgatctaa agtacggtit aggggtaaag cactgtttcg gtgegggcetg ttaacgeggt 360

accaaatcgt ggeaaactaa gaatactaaa cttgtatgee gtgaatcagt gagactaaga 420

ggpataaget tettagtcaa gagggaaaca geeccagatea ccégctaagg ccccaaaatg 480

acagctaagt gpcaaaggag gtgagagtge agaaacaace aggaggttte cttagaagea 540 *

gecatecttt aaagagtgeg taatagetca ctg 573

<210> 30



<211> 546
<212> ADN
<213> Chlorella protothecoides

<400> 30
tgttgaagaa tgageegacg acttagaaaa cgtggeaagg ttaaggaaac gtatecggag 60

ccgaagegaa ageaagtetg aacagggepa ttaagteatt tttictagac ccgaaccegg 120
gtgatctaac catgaccagg atgaagettg ggtgacacca aglgaaggtc cgaaccgace 180
gatgtigaaa aatcggegpa tgagitgtpg ttageggtga aataccagtc gaacteggag 240
ctagctgatt ctececegaaa tgegttgagg cgcageggtt cataaggetg tetagggeta 300
aageactgtt teggtgegge ctgegaaage ggtaccaaat cglggeaaac tetgaatact 360
agatatgeta titatggpee agtgagacgp tgggggataa gettcategt cgagagggaa 420
acagcccaga tcactageta aggecccaaa atgategtta agtgacaaag gaggtgagaa 480
tgcagaaaca accaggaggt ttgettagaa geagecacce ittaaagagt gegtaatage 540
tcactg | 546
<210>31

<211> 565

<212> ADN

<213> Chlorella protothecoides

<400> 31

e/



tgltgaagaa tgagecggey acttagaaaa agtggegtgp ttaaggaaaa atteccgaage 60
cttagecgaaa gegagtctpa atagggcgat caaatatttt aatatttaca atttagtcat 120
tttttctaga cecgaaceeg ggtgatetaa ccatgaccag gatgaaactt gggtgatace 180
aagtgaagpl ccgaaccgac cgatgttgaa aaateggegg atpagttgte gitageggtg 240
aaataccagt cgaaccegga getagetppt tetececgaa algegttgag gegeageagt 300
acatctagtc‘ tatctaggge taaagcactg tticgglgeg geetgtgaaa acggtaccaa 360
atcgtggeaa actctgaata ctagaaatga cggtgtagta pigagactgt gggpgataag 420
ctecattgtc aagagggaaa cageccagac caccagetaa ggecccaaaa tggfaatgta 480
gtgacaaagg aggtpaaaat geaaacacaa ccaggaggtt gpcttagaag cagecatect 540
ttaaagagtg cgtaataget cactg 565
<210> 32

<211> 565

<212> ADN

<213> Prototheca moriformis

<400> 32
tgttgaagaa tgagecggcg acttagaaaa ggtgpeatgp ttaaggaaat attccgaage 60

cgtagcaaaa gegagtctga atagggegat aaaatatatt aatatttaga atctagtcat 120

tttttctaga ccegaacecg ggtgatctaa ceatgaccag gatgaagett gggtgatace 180

U221
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aagtgaaggl ccgaaccgac cgatgtigaa aaatcggegg atgagtigte gttageggtg 240
aaataccagt cpaaccegga getapetggt telecceegaa atgegttgag gegeageagt 300
acatctagtc tatctagggg taaagcactg titcggtgeg gpetgtgaga acggtaccaa 360
atcgtggcaa actctgaata ctagaaatga cgatgtagta gtgagactgt gggepataag 420
ctecattgte aagagggaaa cageccagac caccagetaa ggccccaaaé tggtaatgta 480
gtgacaaagp agptgaaaat geaaalacaa ccaggaggtt gpcttagaag capgecatcet 540
ttaaagagtg cgtaatagcet cactg 565
<210> 33

<211> 573

<212> ADN

<213> Prototheca moriformis

<400> 33

tgtigaagaa tgagecpgeyg acttaaaata aatgpgeaggc taagagaatt aataactega 60
aacctaagcp aaapcaagte ttaatagggce getaatttaa caaaacatta aataaaatct 120
aaagtcattt attttagacc cgaacctgag tgatctaacce alggtcagga tgaaacttgg 180
gtgacaccaa gtggaagtee gaaccegaccg atgitpaaaa atcggeggat gaactgtggt 240

tagtggtgaa ataccagteg aactcagage tagetggtic tececgaaat gegttgagge 300



b2y

geagcaatat atctegicta tetagggpta aageactgtt icggtgeggg ctatgaaaat 360
ggtaccaaat cgtggeaaac tetgaatact agaaatgacg atatattagt gagaciatgg 420
ggeataaget ccatagtepa gagggaaaca goccagaccea ceagitaagg ceccaaaatg 480
ataatgaagt ggtaaaggag gtgaaaatge aaatacaace aggaggttep cttagaagca 540
gecatccttt aaagagigeg taatagetca ctg 573
<210> 34

<211> 541

<212> ADN

<213> Prototheca kruegani

<400> 34
tgitgaagaa tgagceggeg agttaanaag agtggeatgg ttaaagaaaa tactctggag 60

ccatagcgaa agcaagttta gtaagettag gtcattcttt ttagaccega aaccgagtga 120
Ictacccatg atcagggtga agtgttapta aaataacatg gaggecegaa cegactaatg 180
ttgaaaaatt agcgpgatgaa ttgtgggtag gogcpaaaaa ccaatcgaac teggagttag 240
clggttctee cecgaaatgeg titaggegea geagtageag tacaaataga ggggtaaage 300
actgtttett ttgtgpgctt cgaaagtigt acctcaaagt ggeaaactct gaatacteta 360
titagatatc tactagtgag accttggpep ataapetceet tggtcaaaag ggaaacagee 420

cagatcacca gttaaggecce caaaatgaaa atgatagtga ctaaggatgt gggtatgtca 480



aaacctccag caggttaget tagaageage aatccttica agagtgegta atagetcact 540
g 541
<210> 35

Q211> 573

<212> ADN

<213> Prototheca wickerhamii

<400> 35

tgttgaagaa tgageeggeg acttaaaata aatggeagge taagagatit aataactcga 60

aacclaageg aaageaagtc ttaatagggc gtcaatttaa caaaacttta aataaattat 120

aaaglcattt attttagacc cgaaccigag tgatctaacc atgpgtcagga tgaaacttgg 180

gtpacaccaa gtggaagice gaaccgaceg atpttgaaaa atcggeggat gaactptggt 240

tagtggtgaa ataccaglcg aacicagage tagetggtic tccccgaaat gegtigagge 300

gcagcaatat atctcgteta tetaggggta aageactgtt teggtgepgg ctatgaaaat 360

ggtaccaaat cgtggcaaac fetgaatact agaaatgacg atatattagt gagactatgg 420

gegataaget ccatagtega gagggaaaca gececagacca ccagttaagg ceccaaaatg 480

ataatgaagt gptaaaggag glgaaaatge aaatacaacc aggaggttge cttagaagea 540

geceateettt aaagagtgeg taatagetea ctg 573

Uey



<210> 36
<211> 541
<212> ADN

<213> Prototheca moriformis

<400> 36
totigaagaa tpagceggeeg agltanaaag agtggcatgg ttaaagataa ttetetggag 60

ccatagcgaa ageaagttta acaagetaaa gtcaéccttt ttagacccga aaccgagtga 120
tctacceatg atcaggptpa agtgttgpta aaataacatg gaggeccgaa ccgactaatg 180
glgaaaaatt agepgatgaa tigtggotag ggpegaaaaa ccaatcgaac teggagttag . 240
ctggitctee cegaaatgeg tttaggegea geagtageaa cacaaataga ggggtaaage 300
actgtttctt ttgtgpactt cgaaagligt acctcaaagt ggcaaactct gaatacteta 360
titagatatc tactagtgag accttggggg ataagetect tggtcaaaag gpaaacagee 420
cagatcacca gttaaggcece caaaatgaaa atgatagtga ctaagpatgt ggotatptta 480
aaacctccag caggttaget tagaageage aatccittca agagtgegta atagetcact 540

g 541
<210> 37

<211> 573

<212> ADN

<213> Prototheca wickerhamii

L2L



<400> 37

tgttgaagaa tgageegteg acttaaaata aatggeagge taagagaatt aataactcga 60
aacctaagceg aaagcaagic ttaataggge petaatttaa caaaacatta aataaaatct 120
aaagtcattt atittagacc cgaacctgag tgatctaacce atgpicagpa tgaaacttgg 180
gtgacaccaa gtggaagice gaaccgaccg atgttgaaaa alcggeggat gaactgtppt 240
tagtggtgaa ataccagicg aactcagagc tagetggtic tceecgaaat gegttgagge 300
geagcaatat atcteptcta tetaggggta aageactgtt teggtgepgg ctatgaaaat 360
ggtaccaaat cgtgpgcaaac telgaatact agaaatgacg atatattagt gagactatgg 420
gegataaget ccatagtcga gaggpaaaca geccagaccea ceagttaagg ceccaaaatg 480
ataatgaagt ggtaaaggag gtgaaaatge aaatacaace aggaggttgg cttagaagea 540
gecatecttt aaagagtgeg taatagetea ctg 573
<210> 38

<211> 541

<212> ADN

<213> Prototheca moriformis

<400> 38
tgitgaagaa tgagecggeg agttaaaaag agiggeplpg ttaaagaaaa ttetctggaa 60

ccatagcgaa agcaagltta acaagcltaa gteacttttt ttagaccega aaccgagtga 120

Yy



g

tetacccatg atcaggptea agtpttggta aaataacatg gaggecegaa cegactaatg 180
gtgaaaaatt agcggatgaa ttgtggptag ggpgegaaaaa ccaategaac teggagttag 240
ctggttctee cegaaatgeg tttaggegea geagtageaa cacaaataga pgggtaaage 300
actgtttett ttgtggacte cgaaagttgt acctcaaagt ggcaaactct gaatactcta | 360
tttagatatc tactagtgag accttgggag ataagctect tggtegaaag ggaaacagee 420
cagatcacca pttaaggcce caaaatgaaa atgatagtga claaggatgt gagtatgtca 480
aaacctccag caggttaget tagaageagce aatectttca agagtgegta atagetcact 540

g 541
<210>39

<211> 541

<212> ADN

<213> Prototheca zopfii

<400> 39

tgttgaagaa tgagecggeg agttaaaaag agtggeatgg ttaaagaaaa tictetgpag 60
ccatagcgaa agcaagitta acaagcttaa gicacttttt ttagacccga aaccgagtga 120
tetacceatg atcagggtga agtgttggta aaataacatg gagpeccgaa ccgactaatg 180

gtgaaaaatt ageggatgaa ttgtggotag gogcgaaaaa ccaalcgaac tcggagitag 240



23

ctggtictee cegaaatgeg titaggegea geagtageaa cacaaataga gggptaaage 300
actgttictt tegtgggctt cgaaagtigt acctcaaagt ggcaaactet gaatactcta 360

titagatatc tactaglgag accttgggeg ataagetcet tggfcaaaag pgaaacagee 420
cagatcacca gitaaggcce caaaatgaaa atgatagtga ctaaggatgt gagtatgtca 480
aaacctccag caggttaget tagaageage aatcctttca apagtgegta atageicact 540

g 541

<210> 40
<211>39
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético
<400> 40

Met Thr Phe Gly Val Ala Leu Pro Ala Met Gly Arg Gly Val Ser Leu
1 5 10 15

Pro Arg Pro Arg Val Ala Val Arg Ala Gln Ser Ala Ser GIn Val Leu
20 2§ 30

Glu Ser Gly Arg Ala Gln Leu
35



<210> 41
<211> 40
<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 41
Met Ala Ile Lys Thr Asn Arg Gln Pro Val Glu Lys Pro Pro Phe Thr
1 5 10 15

Ile Gly Thr Leu Arg Lys Ala Ile Pro Ala His Cys Phe Glu Arg Ser
20 25 30

Ala Leu Arg Gly Arg Ala Gln Leu
35 40

<210> 42
<211>36
<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 42
Met Ala Ser Ala Ala Phe Thr Met Ser Ala Cys Pro Ala Met Thr Gly

Y3o



Arg Ala Pro Gly Ala Arg Arg Ser Gly Arg Pro Val Ala Thr Arg Leu
20 25 30

Arg Gly Arg Ala
35

<210> 43
<211> 40
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 43
Met Ala Thr Ala Ser Thr Phe Ser Ala Phe Asn Ala Arg Cys Gly Asp
1 5 10 15

Leu Arg Arg Ser Ala Gly Ser Gly Pro Arg Arg Pro Ala Arg Pro Leu
20 25 30

Pro Val Arg Gly Arg Ala Gin Leu
35 40

Y]



<210> 44
211> 87
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleotido sintético

<400> 44
Met Val Ala Ala Ala Ala Ser Ser Ala Phe Phe Pro Val Pro Ala Pro
1 5 10 15

Gly Ala Ser Pro Lys Pro Gly Lys Phe Gly Asn Trp Pro Ser Ser Leu
20 25 30

Ser Pro Ser Phe Lys Pro Lys Ser Ile Pro Asn Gly Gly Phe Gln Val
35 40 45

Lys Ala Asn Asp Ser Ala His Pro Lys Ala Asn Gly Ser Ala Val Ser
50 55 60

Leu Lys Ser Gly Ser Leu Asn Thr Gln Glu Asp Thr Ser Ser Ser Pro
65 70 75 80

Pro Pro Arg Thr Phe Leu His
85

YR,



h33

<210> 45
<211> 60
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético
<400> 45

Met Ala Thr Thr Ser Leu Ala Ser Ala Phe Cys Ser Met Lys Ala Val
1 5 10 15

Met Leu Ala Arg Asp Gly Arg Gly Met Lys Pro Arg Ser Ser Asp Leu
20 25 30

Gln Leu Arg Ala Gly Asn Ala Pro Thr Ser Leu Lys Met Tle Asn Gly
35 40 45

Thr Lys Phe Ser Tyr Thr Glu Ser Leu Lys Arg Leu
50 55 60

<210> 46
<211> 60
<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleotido sintético



<400> 46
Met Ala Thr Thr Ser Leu Ala Ser Ala Phe Cys Ser Met Lys Ala Val
I 5 10 15

Met Leu Ala Arg Asp Gly Arg Gly Met Lys Pro Arg Ser Ser Asp Leu
20 25 30

Gln Leu Arg Ala Gly Asn Ala GIn Thr Ser Leu Lys Met lle Asn Gly
35 40 45

Thr Lys Phe Ser Tyr Thr Glu Ser Leu Lys Lys Leu
50 55 60

<210> 47
<211> 50
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 47

tgacctapgt gattaattaa ctcgaggcag cageageteg gatagtateg 50

<210> 48
<211>45

LYy
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<212> ADN

<213> Secuencta artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: cebador sintético
<400> 48

ctacgagcte aagctttcca titgtgttee catcecacta cttee 45

<210> 49
<211> 1568
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeidn de la secuencia artificial: polinucleodtido sintético

<400> 49

gaattcctit cttgegetat gacacttcea geaaaaggta ggocggpetg cgagacgget 60
tcceggeget geatgeaaca cegatgatge ticgaceece cgaagetect tegggeetge 120
atgggcegete cgatgeeget ccagggegag cgetgtttaa atagecagge ceecgattge 180
aaagacatta tagcgagcta ccaaagcecat attcaaacac ctagatcact accacticta 240
cacaggcceac tcgagettgt patcgeacte cgetaaggge gegectette ctettegttt 300

cagtcacaac ccgeaaacgg cgegeceatat caatgattga acaagatgga ttgcacgeag 360

gttetccgge cpettggpte gagaggectat teggetlatga ctgpgeacaa cagacaatcg 420



getgetetga tgeegeegtg ttceggetgt cagegeaggg gegeeeggtt cttitptca 480

agaccgacct gteceggtgee ctgaatgaac tgeaggacga pgeagegegg ctategtgge 540

tggccacgac gggegttect tgegeagetg tgctegacgt tgtecactgaa gegggaagpe 600

actgpetgct attgggegaa gtgceggepc aggatctect gieatcteac cttgetectg 660

ccgagaaagt atccatcatg getpatpeaa tgegpegget geatacgett gatceggeta 720

cetgeecatt cgaccaccaa gegaaacate geatcgageg ageacgtact cggatggaag 780

ccggtcttgt cgatcaggat gatctggacg aagagceatea ggggetegeg ccagecgaac 840

tgttcgecag getcaaggeg cgeatgeceg acggegagea telegiegtg acccatggeg 900

atgectgctt geegaatate atggtggaaa atggeegett ttetggatte atcgactgte 960

geeggetgge tatgpeggac cgelatcagg acatageptt ggetaceegt gatattgetg 1020

aagagcettgg cggegaatgg getgaccget tectegtget ttacgptate geegeteccg 1080

attcgcageg catcgectte tatcgecttc ttgacgagtt cttctaagat ctgtegateg 1140

acaagtgact cgaggcagea geagetcgga tagtatcgac acactetgga cgetggtegt 1200

gtgatggact pitpcegeca cactigetge cttgacctgt gaatateccet gecgetttta 1260

tcaaacagcec tcagtgtatt tgatettgtg tatacgeget titgegagtt getagetget 1320

tgtgctattt gegaatacca ceeccageat cecctteect cgtttcatat cgettgeate 1380

Y26



ccaaccgceaa cttatctacg ctgtectgel ateecteage getgeteetg ctectgetca 1440
ctgececteg cacagecttg gtttgpgcte cgectgtatt ctectggtac tgcaacctgt 1500
aaaccageac tgcaatgetg atgecacggga agtagtpgea tgggaacaca aatggaaage 1560
ttgagclc 1568
<210> 50

<211>2571

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucieétido sintético

<220>
<221> modificado_base
<222>(997)..(999)

<223> a, ¢, t, g, desconocido u otro

<400> 50

gaattccgee tgeaacgeaa gggeageeac agecgetcee acecgecget gaaccgacac 60

gigctiggec gectgeegec tgectgeege atgetigtge tggtgagget gggeagtgct 120

gccatgetpa ttgagpcttg glicatcggg tggaagcetta tgtgtgtget gggcttgeat 180

gccgggcaat gegeatgptg geaagagggece ggeageactt getggacgtg cegeggtgee 240

U3y
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tccaggtgpt tcaatcgegg cagecagagg gatttcagat gategegegt acaggitgag 300
cagcagtgtc agcaaaggta geagtttpece agaatgateg gttcagetgt taatcaatge 360
cagcaagaga agggetcaag tgcaaacacg ggeatgecac ageacggeca ceggegaptg 420
gaatggcace accaagtgtg tpcgagecag categeegee tggelgtiltc agetacaacg 480
geaggagtca tccaactaac catagetgat caacactgea atcateggeg getgatgcaa 540
geatcetgea agacacatge tgtgegatge tgegetgetg cotgetgege acgeegttga 600
gitggcagea getcagecat geactggate aggetggpct gecactgeaa tgtggfggat 660
aggatgcaag tggagcgaat accaaaccct ctggetgett getgepitpe atggeatecge 720
accatcagca ggagegceatg cgaagggact ggececatge acgecatgee aaaccggage 780
geaccgagtg tecacactgt caccaggece geaagetftg cagaaccatg cteatggacg 840
catgtagcge tgacgtcect tgacggeget coteteggpt ptgggaaacg caatgcagca 900
caggcageag aggegecgece ageagagegg cggeageage gegegegpgec acectteitg 960
cgggetegeg ceeccagecag cggtgatgeg ctgatennne caaacgagtt cacattcatt 1020
tgcapectgg agaagegagg ctggggectt igggctggtg cageccgeaa tggaatgegg 1080
gaccgecagg clagecageaa aggegectee cetactecge atcgatgtte catagtgeat 1140

tggactgceat ttgggtegep cgpgecggctg ttetttegt gttgcaaaac gegecacgte 1200



U39

agcaacctgt ccegtggpte ccecegtgeeg atgaaategt gtgcacgeeg atcagetgat 1260
tgeccggete gegaaptagg cgecctettl ctgetegeec teteteegte cogecactag 1320
tggegegeca tatcaatgat tgaacaagat ggattgeacg caggtictee ggecgettgg 1380
gtggagagge tattcggeta tgactgggea caacagacaa teggetgete tgatgeegee 1440
gtgttecgge tptcagegea ggggepeceg gictttitg tcaagacega cetgtecggt 1500
gecetgaatg aactgeagga cgaggeageg cggetategt pgetggecac gacgggeptt 1560
ccttgegeag ctgtoctega cgitgteact gaagegggaa gggactgget getattgpge 1620
gaagtgecgg gpcaggatet cetgtealet caccttgete ctgecgagaa agtatccate . 1680
atggctgatg caatgeggeg getgeatacg ctigatcegg ctacctgece attecgaccac 1740
caagcgaaac atcgeatcga gegageacgt acteggatgg aageeggict tgtegaicag 1800
gatgatctgg acgaagagea fcaggggctc gegecageceg aactgttege caggetcaag 1860
gegegeatge cegacggega ggatetegte gtgacceatg gegatgectg cttgeegaat 1920
atcatgglgg aaaatggeeg citttetgga tteatcgact gtggecgget gggtatggeg 1980
gaccgcelate aggacatage gttggetace cgtgatattg ctgaagaget tgpegpegaa 2040
tgggctgace gettectegt getttacggt ategecgete cegattegea gegeategee 2100

ttetategee ttcttgacga gttcttctaa gatetgicga tegacaaglg actegaggcea 2160



lyo

geageagete ggatagtate gacacactet ggacgetggt cgtptgatgg actgttgecg 2220
ccacacttge tgeettgace tgtgaataic ceigeegett ttatcaaaca geetcagtgt 2280
gittgatctt gtgtgtacgc getttigega pttgetaget gettgtgcta tttgegaata 2340
ccacccccag catccectte cetegttica tatcgettge atcccaaceg caacttatet 2400
acgetgtect getatcecte agegetgete ctgeteetge teactgeece tegeacagee 2460
itgptttggg ctecgeetgt attcteetgg tactgeaace tptaaaccag cactgeaatg 2520
ctgatpcacg ggaagtaptg ggatgggaac acaaatggaa agettgaget ¢ 2571
<210> 51

<211> 2550

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<220>
<221> modificado_base
<222> (997)..(999)

<223> a, ¢, t, g, desconocido u otro

<400> 51

gaattccgec tgeaacgeaa gggeagceceac agecgetcee aceegeeget gaaccgacac 60



gtgcttggpce gectgecgee tgeetgeege atgetigtge tggtgagpet ggpcagtget 120

gccatgetga ttgagpettg pttcatcggg tggaagetta tgtgtgtget ggoctigeat 180

geegggeaat gegeatggtg pecaagaggee ggcageactt getgpacgly cegegatoce 240

tccaggtggt tecaategegg cagecagagg gatticagat gatcgegegt acaggtigag 300

cagcagtgtc agecaaaggta geagtttgec agaatgateg gttcagetgt taatcaatge 360

cagcaagaga aggggtcaag tgcaaacacg ggeatgecac ageacgggea ceggggaptg 420

gaatggcacc accaagtgtg tgcgagecag catcgecgec tggetptite agetacaacg 480

geaggagtca tecaaclaac catagetgat caacactgea atcateggeg getgatgecaa 540

gcatcctpea agacacatge tgtgegatge tgegetgetg cetgetgege acgeegttga 600

gttpgcagea getcagecat geactggate aggetggpect gecactgeaa tgtggtggat 660

aggatpcaag tggagcgaat accaaaccct ctggetgett getpggitge atggeatege 720

accatcagcea ggagegeatg cgaagggact ggececatge acgecatgee aaaccggage 780

geaccgagtg teccacactgt caccaggece geaagetttg cagaaccatg ctcatggacg 8§40

catgtagege tgacgteect tgacggeget cetetegppt gteggaaacg caatgecagea 900

caggcagceag aggcggepge ageagagegp cgpeageage ggeggggpce acccltettg 960

cggggtegeg ceccagecag cggtgatgeg ctpatennne caaacgagtt cacattcatt 1020

e



tgeagectgg agaagegagg ctggggcctt tggpctgptp cageccgeaa tggaatgege 1080
gaccgeeagg ctageageaa aggegectee cetactecge atcgatgtic catagtgecat 1140
tggactgeat ttgggtegap cgpeepgetg titctttegt gttgcaaaac pegecacgtce 1200
agcaacctgt ceegtgggte ceccgtgecg atgaaategt gtgeacgeeg atcagetgat 1260
tgceeggcte gegaagtagg cgeectettt ctgetegece teteteegte cegecactag 1320
tggcgcegceca tatcaatgat cgageaggac ggectecacg ceggetecee cgeegectgg 1380
giggagegee tgttcggceta cgactggpec cageagacea teggetgeic cgacgeegee 1440
gtgttccgee tgtcegecea ggpecgeccee gtgetgtteg tgaagacega cetgtecgge 1500
geeetgaacg agetgeagga cgaggecegee cgeetgtect ggetgpgecac caceggegtg 1560
cectgegeeg cegtpetgea cgtggtgace gagpeeggee gegactgget getgetggge 1620
gaggtgeceg gecaggacct getgteetee cacctggeee cegecgagaa ggtgtecate 1680
atgpecgacg ceatgegeeg cetgeacace ctggacceeg ceacctgece cttegaccac 1740
caggeeaage accgeatega gegegeecge accegeatgg aggeeggect ggtggaccag 1800
gacgacctgg acgaggagcea ccagggectg geeceegeeg agetgticge ccgéctgaag 1860
geecgeatge cegacggega ggacctggtp gtgacceacg gegacgectg cetgeccaac 1920

atcatgglgg agaacggecg cttetecgge tteategact geggecegect gggegtggee 1980

)



gaccgcetace aggacatcge cctggecace cgegacateg cegaggaget pgocggepgag 2040

tgggcegacc getteetggt getgtacgge ategeegeece cegactecca gegeategee . 2100

ttctaccgec tgetgpacga glicttetga ctegaggeag cageageteg gatagtateg 2160

acacactctg gacgetggte ptgtgatgpa ctettgecge cacacttget gecttgacet 2220

gtgaatatce ctgccgcttt tatcaaacag ceteagigtg tttgatettg tgtgtacgeg 2280
ctittgcgag ttgctagetg cligtgcetat ttgegaatac cacceecage ateeccttee 2340
ctegtticat atcgettgea teecaaccge aactiateta cgetgtectg ctatcectea 2400

gegetgetee tgetectget cactgeeccet cgeacagecet tgglttggec teegectgta 2460
ttetectggt actgeaacct glaaaccage actgeaatge tgatgeacgg gaagtagtgg 2520

gatgggaaca caaatggaaa gettgagete 2550

<210> 52
<211> 1547
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 52
gaattcettt ctigegetat gacacticca geaaaaggta ggpegggetg cgagacgget 60

Uy



tceeggegcet geatgeaaca cegatpatge ttcgaccecee cgaagetect tegggeetge 120

atgggegcete cgatgeeget ccagggegag cgetgtttaa atagecagge ceccgattge 180

aaagacatia tagcgagcta ccaaagcecat aticaaacac ctagatcact accacttcta 240

cacaggecac tcgagettgt gatcpeacte cgetaagggg gegectette ctettegttt 300

cagtcacaac ccgeaaacgg cgegceeatat caatgatcga geaggacgge ctecacgeeg 360

geteceecge cgeetggptg gagegcectgt teggetacga clgggeccag cagaccateg 420

getgeteega cgeegeegty ttecgectgt cegeecaggg cegeceegtg ctgiteptga 480

agaccgacct gtceggegee ctgaacgage tgecaggacga ggecgeccge ctgtectgge 540

tggecaccac cggegtgece tgegeegeeg tgetggacgt ggtgaccgag geeggecgeg 600

actggcetget getggocgag gtgcceggece aggacciget gtecteccac ctggeeceeg 660

ccgagaaggt gtccatcatg gecgacgeca tgegeegect geacaceetg gacceegeca 720

cetgeccctt cgaccaccag geeaageace geategageg cgeecgeace cgeatggagg 780

ccggectgpt gpaccaggac gacetggacg aggapeacea gggeetggee ccegecgage 840

tgttcgeceg cetgaaggcec cgeatgeeeg acggegagga cetggtogtg acccacggeg 900

acgcctgect geccaacale atggtggaga acggecgcett cteceggette atcgactgeg 960

geegeetggg cgtgpecgac cgetaccagg acatcgeect ggecaceepe gacategeeg 1020

Uy



aggagetgeg cggegagtpp geegaceget teetggtget gtacggeate geegeeeccg 1080

actcccageg catcgectte taccgectge tggacgagtt cttetgacte gaggeageag

cageteggat agtatcgaca cactctggac gelggtegty tgatggactg ttgecgecac

acttgetgee ttgacetgtg aatatcectg cegettitat caaacagect cagtgtptit

gatcttgtgt gtacgegett tigepagtig ctagetgett gtgctatttg cgaataccac

ccceageate cectteecte gtttcatate gettgeatee caaccgceaac ttatetacge

tgteetgeta teecteageg ctgeteetge tectgeteac tgecectege acagecttgg

tttgggctce gectgtatte tectggtact geaacctgta aaccageact geaatgetga

tgcacgggaa gtagigpeat pepaacacaa atggaaagct tgageic

<210> 53
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 53
geegegactg getgctgetg g 21

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1547
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<210> 54
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 54
aggtectege cgtegggcat g 21

<210> 55
<211> 2357
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeidn de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 55
citicttgeg ctatgacact teccageaaaa ggtagggegg getgcgagac ggettcecgg 60

cgetgeatge aacaccgatg atgettcgac ceccecegaage tecticgggp clgeatggpe 120
gctecgatge cgeteccaggg cgagepetpt ttaaatagee aggeccecga ttgcaaagac 180
altatagcga gcetaccaaag ccatattcaa acacctagat cactaccact tetacacagg 240
ccactcgage ttgtgatcge acteegetaa ggggacgect cttectette gittcagtea 300

caacccgeaa acggegegcec atatcaatge ttcttcagge ctitetttit cttcttgetg 360

78
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gttttgetge caagatcage gecictatga cgaacgaaac cteggataga ceacttgtge 420
actftacacc aaacaagggc tpgatgaatg accceaatgg actgiggtac gacpgaaaaag 480
atgccaagtg geatctgtac titcaataca accegaacga tactgtetgp gggacgecat 540
tattttgpog ccacgecacg tecgacgace tgaccaattg ggagpaccaa ccaatageta 600
tcgetecgaa gaggaacgac teceggagceat tetcgggtte catgptgett gactacaaca 660
atacttccgg ctttttcaac gataccattg acccgagaca acgetgegtg gecatatgpa 720
cftacaacac accggagtce gaggagceagt acatctcgta tagectggac gptgpataca 780
ctittacaga gtatcagaag aaccciglge ttgetgeaaa ticgacteag ttccgagate 840
cgaaggictt ttgglacgag cectegeaga agtggaleat pacageggea aagtcacagg 900
actacaagat cgaaattlac tcgtctgacg accttaaate ctggaagete gaatecgegt 960
tcgeaaacga gggctitete gpctaccaat acgaatgece aggectgata gaggtcecaa 1020
cagagcaaga tcccagcaag tectactggg tgatgtitat ticcattaat ccaggagecac 1080
cggeaggagg ttcttttaat cagtacttcg teggaagett taacggaact catttegagg 1140
catttgataa ccaatcaaga ptagtigatt tiggaaagga ctactatgce ctgeagactt 1200
tettcaatac tgacecgace tatgggageg ctetiggeat tgegtggget tetaactggg 1260

agtaticcge attcgttect acaaaccctt ggaggtecte catgtegete gtgaggaaat 1320



by

tcictcteaa cactgagtac caggecaace cggaaacega actcataaac ctgaaageeg 1380

aaccgatcct gaacattage aacgelggec cetggageeg gtttgeaace aacaccacgt 1440

tgacgaaage caacagetac aacgtegate tttcgaatag caccggtaca cttgaatttg 1500

aactggtgta tpcegtcaat accacceaaa cgatetcgaa gteggtette geggacetet 1560

ccetetggtt taaaggectg gaagaccecg aggagtacct cagaatgggt ttegaggitt 1620

ctgegicele cttcticett gatcgeggga acageaaagt aaaatttgtt aaggagaacc 1680

catattitac caacaggatg agcgttaaca accaaccatt caagagegaa aacgacctgt 1740

cgtactacaa agtgtatggt ttpctigate aaaatatect pgaactctac ttcaacgatg 1800

gteatptegt gtccaccaac acatacttca tgacaacegg gaacgeactg ggetecgtga 1860

acatgacgac gggtgtggat aaccigltct acatcgacaa attccaggtg agggaagtca 1920

agtgagatct gicgatcgac aagetegagg cageageage teggatagta tcgacacact 1980

ctggacgelg gtegtgtgat ggactgitpe cgecacactt getgectiga cetgtgaata 2040

tecctgecge ttttatcaaa cagecteagt gtgtttgate ttgtgtgtac gegettitge 2100

gagttgetag ctgettgtgc tatttpepaa taccaceece ageateccct teectegttt 2160

catatcgctt geatcecaac cgeaacttat ctacgetgte cigetateee teagegetge 2220

teetgetect getcactgee cetegeacag cettggtttg ggctecgect gtattctect 2280



ggtactgeaa cetgtaaace ageactgeaa tgetgatgea cgggaagtag tgggatggga 2340
acacaaatgg aaagcett 2357

<210> 56

<211> 2335

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucle6tido sintético

<400> 56
ctitcttgeg ctatgacact tccageaaaa gglagggepg petgegagac ggetteecgg 60

cgetgeatge aacaccgatg atgettcgac ceceegaage tectteggpg ctgcatggpe 120

geteegatge cgetecaggg cgagegetgt ttaaatagee aggececcga tigcaaagac 180

attatagcga petaccaaag ccatattcaa acacctagat cactaccact tctacacagg 240

ccactegage ttgtgatege actcegetaa ggggacgcect cttectette gittcagtca 300

caacccgceaa acggegegee atgetgetge aggecttect gttectgetg gecggetteg 360

ccgecaagat cagegectee atgacgaacg agacgicega cegeeccetg gtgeacttca 420

cccecaacaa ggectgpatg aacgacceca acggectgtg gtacgacgag aaggacgeca 480

agtggcacct gtacttccag tacaaccega acgacaccgt ctgggggacp cecttpttct 540



ggggecacge cacgteegac gacctgacca actgggagpga ceageecale gecatcgeee 600
cgaagegeaa cgactceggce geetteteeg getecatggt gotgeactac aacaacacct 660
ccggcetictt caacgacacc atcgaccege geeagegetg cgtggccate tggacctaca 720
acaccecgga giecgaggag cagtz;lcatct cctacagect ggacggegge tacacettca 780
ccgagtacca gaagaaccee gtgctggecg ceaactecac ccagttecge gacecgaagg 840
tcttctggta cgagecetee cagaagtgga teatgacege égccaagtcc caggactaca 900
agatcgagat ctactcetce gacgacctga agteetggaa getggagtee pegttegeca 960
acgagggctt ceteggetac cagtacgagt geeecggect gatcgaggte ceeaccgage 1020
aggaccceag caagtectac tgggtgatgt teatetecat caacccegge geeeeggeeg 1080
geggceteett caaccagtac ticgteggea gettcaacgg cacecacttc gaggectteg 1140
acaaccaglc cegegtggte gacttcggea aggactacta cgecectgeag accttettca 1200
acaccgacce gacctacggg agegecclgg geategeglg ggectecaac tgggagtact 1260
ccgecttegt geccaccaac ceetggeget cetecatgte cetegtgege aagttetece 1320
tcaacaccga gtaccaggec aacceggaga cggagcetgat caacctgaag peegagecga 1380
fcctgaacat cageaacgee ggeeeetgga geeggttege caccaacace acgttgacga 1440

aggecaacag ctacaacgtc gacctgtcea acagecacegg caccetggag ftegagetgg 1500

FARP



PAYS

tgtacgcept caacaccace cagacgatcet ccaagteegt gttegeggac ctctecetet 1560

gettcaaggp cetggapggac ceegaggagt acetecgeat ggpettegag gtgtecgegt 1620

cetecttett cetggaccege ggpaacagea aggtgaagtt cgtgaaggag aaccectact 1680

tcaccaaccg catgagegtg aacaaccage ccticaagag cgagaacgac ctgtectact 1740

acaaggtgta cggcttgetg gaccagaaca teetggaget gtacticaac gacggegacg 1800

tegtgtecac caacacctac ttcatgacea cegggaacge cetgggetee gtgaacatga 1860

cgacgggopt goacaacclg ftetacateg acaagitcea ggtgegegag pteaagtgat 1920

taattaactc paggcageag cageteggat agtalcgaca cacteiggac getggtegtey 1980

tpatggactg ttgecgecac acttgetgece ttgacetptg aatatceetg cegettttat 2040

caaacagect cagtglgtit gatcttgtgt gtacgegctt ttgegagttg clagetgett 2100

glgcetatttg cgaataccac ccecageate cecttecete gttteatate gettgeatce 2160

caaccgcaac ttatclacge tgtectgeta tecctcageg ctgetectge tectgetcac 2220

tgeeectege acagectigg tttggpctee geetgtatic tectggtact geaacetgta 2280

aaccagcact gcaatgetga tgeacgggaa gtagtggeat gggaacacaa atgga 2335

<210> 57
<211>20



<212> ADN

<213> Secnencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 57
cegeegtget gpacgtggte 20

<210> 58
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 58
getggcgeeg tecaggptat 20

<210> 59
211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 59
cggecggegg ciecticaac 20

AR



<210> 60
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético
<400> 60

ggcgeteeeg tagpicpgpt 20

<210> 61
<211> 1335
<212> ADN

<213> Chlorella sorokiniana

<400> 61

cgeetgeaac geaagggeag ccacagecge teeecacecge cgetgaaceg acacgtgett 60

gegegecetge cgectgeetg cegeatgett gtoctpgtga gpetggpeag tgetgecatg 120

ctgattgagp cttgpttcat cgggtggaag cttatgtpty tgetgggett geatgeepgg 180

caalgcgcat ggtgpcaaga ggeeggceage acttgetgga getgecgegg tgectecagg 240

tggttcaate geggeageca gagggatttc agatgatecge gegtacaggt tgageageag 300

tgtcagcaaa pggtageagtt tgecagaatg atcggttcag ctgtlaatca atgecageaa 360



gagaagpgpt caagtgcaaa cacggpeatg ccacageacg ggeaceggeg agtggaatge 420

caccaccaag tgtgtgcgag ccageatege cgeetggetg tttcagetac aacggeagga 480

gicatccaac ptaaccatga getgatcaac actgeaatea tegggeggge gtgatgeaag 540

catgectgge gaagacacat ggtgtacgoa tgetgecpge tgetgectge tgecgeacgee 600

gltgagtigg cageaggcte agecatgeac tggatggeag ctgggctgee actgeaatgt 660

ggtggatagg atgcaagtgg agegaatace aaaccctetg getgettget ggpttgeatg 720

gcatcgeace atcagcagga gegeatgega agggactgge cecatgeacg cealgecaaa 780

ccggagegea cegagigice acactgteac caggecegea agetitgeag aaccatgete 840

atggacgeat gtagcegctga cgtecettga cggegetect cteggptatg ggaaacgeaa 900

tgcageacag geagcagagg cggeggeage agageggegg cageagegge gggpgccace 960

cticttgegg ggtegepece cagecagegg tgatgegcetg atcccaaacg agttcacatt 1020

cattigcatg cetggagaag cgaggetgeg geetttggee tggtpcagee cgeaatggaa 1080

tgegggaceg ccaggetage ageaaaggeg ceteecctac teegeatepa tgticcatag 1140

{geattggac tpcalttggp tgggocgace ggetgtitet ttegtgtige aaaacgegee 1200

agctcageaa cetgtecegt gggieeceeg tgecgatgaa ategtgtgea cgeegatcag 1260

ctgattgeee ggetegegaa gtaggegecc teetttetge tegecctete teegtecege 1320

usy



Usy
cactagtgge gegee 1335
<210> 62
<211> 1146
<212> ADN

<213> Umbellularia californica

<400> 62

atggceeacca ccagectgge ctecgectte tgctecatga aggecgteat getggecege 60
gacggecgeg geatgaagee cegeagetee gacetgeage tgegegecgg caacgeecce 120
acctcectga agatgatcaa cgpeaccaag ttcagetaca cegagagecet gaagegectg 180
ccegactggt ceatgetgtt cgeegtgate accaccatet teagegeepe cgaéaagcag 240
tgpaccaace tggagtggaa geccaagece aagetgeece agetgetgga cgaccactte 300
ggcctgeacg geetgatatt cegeegeace ttegeeatee getectacga ggtgggcccc 360
gaccgceagcea cctecatect ggeegtgatg aaccacatge aggaggcecac cctgaaccac 420
gecaagageg tgggcatect gggegacgpec tteggeacea ceetggagat gtecaagege 480
gacctgatgt gpgtpotgcg ccgeacecac giggeegtgg agegetacee cacetggege 540
gacaccgtgg aggtggagtyg ctggatcgge gecageggca acaacggeat gegeegegac 600
ttectggtge gegactgeaa gaccggegag ateetgacee getgeaccte cetgagegtg 660

ctgatpaaca ccoegeaceeg ccgeetgage accatceceg acgaggtgeg cggegagate 720



56

ggeeeegect teategacaa cgtggecglg aaggacpacg agatcaagaa getgeagaag 780
ctgaacgact ccaccgeega ctacatceag ggeggectga ceceecgetg gaacgacetg 840
gacgtgaace agcacgtgaa caacctgaag tacgtggect gggteitega gaccgtgccc 900
gacagcatct tcgagtceeca ccacateage tecttcacee tggagtaceg cegegagtge 960
acccgegact cegtgetgeg cageetgace accgtgageg geggeagete cgaggecgge 1020
ctgglgtgeg accacetget geagetggag ggeggcageg aggtgetgeg cgecegeace 1080
gagtggcgec ccaagetgac cgactectic cgeggeatea gegtgatece cpeegagece 1140
cgegtg 1146
<210> 63

<211> 1146

<212> ADN

<213> Cinnamomum camphora

<400> 63

atggccacca ccleectgge cteegectte tpeageatpa aggecgtgat getggeecge 60
gacgpceegeg gealgaagee cegetecage gacetgeage tgegegecgg caacgeccag 120
accteectga agatgatcaa cggeaccaag tictectaca ccgagagect gaagaagetg 180

ccegactggt ceatgetgtt cgeegtgate accaccatet tetccgeege cgagaageag 240



Uy

tggaccaace tggagtgpaa geccaageee aaccecccee agelgetgga cgaccacttc 300
ggececcacg geetggtptt cegeegeace ttegeeatee geagetacga ggtgggecee 360
gaccgeteca ceageategt ggeegtgatg aaccacetge aggaggeege cetgaaccac 420
gecaagteeg tggpceatect gggegacgge tteggeacea ceciggagat giccaagege 480
gaccigatet gggtggtoaa gegeacecac gigeeogteg agegetacee cgectgggee 540
gacaccgtgg aggtgpaptp ctgggtgepc gectecggea acaacggeeg cegecacgac 600
ttectgglge gegactgeaa gaccggegag atcctgacce getgeacete cetgageptg 660
atgatpgaaca ccogeacceg ccgectgage aagatceecg aggagetgeg cggegagate 720
ggeecegect tcatcgacaa cgtggeegts aaggacgagg agatcaagaa gecccagaag 780
ctgaacgact ccaccgecga ctacatecag ggeggectga cececcgetg gaacgacctg 840
gacatcaacc agcacgtgaa caacatcaag tacgiggact ggatectgga gacegtgeee 900
gacagcatct tcgagageca ccacatctee tecttcacea tegagtaceg cogegagtge 960
accatggaca gegtgetgea gteectgace acegtgageg geggeteete cgaggecgge 1020
ctggtgtgeg ageacetget geagetppgag ggepgeageg aggtectgeg cgecaagace 1080
gagtggegee ccaagetgac cgactecttc cgeggeatea gegtgatece cgccgagtcc 1140

ageetg 1146



<210> 64
211> 72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligoneucldtido sintético

<400> 64

atggactaca aggaccacga cggegactac aaggaccacg acatcgacta caaggacgac
gacgacaagt ga

<210> 65

<211> 408

<212> ADN

<213> Chlorella vulgaris

<400> 65
ctegaggeag cageagetceg gatagtateg acacactetg gacgetggte gtgtgatgga 60

ctgtigeege cacacttget gecttgaccet gtgaatatee ctgecgetit tatcaaacag 120
cetcagtgtg tttgatettg tatptacgeg ctttgegag ttgetagetg cttgtpctat 180
ttgcgaatac cacccceage atceectice ctegtticat atcgettgea teccaacege 240
aacttatcta cgetgtectg ctatcectea gegetgetee tgetectget cactgeecct 300

cgecacagcect tggtttgpggc tecgectgta tictectgpt actgeaacct gtaaaccage 360

60

72

usy



actgcaatge tgatgcacgg gaagtagtgg patggpaaca caaatgga 408

<210> 66
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 66
ctggpegacg gettcggeac 20

<210> 67
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 67
aagtcgegge geatgeegtt 20

<210> 68
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

usg



<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 68
tacccegect gggpegacac 20

<210> 69
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 69
cttgcteagg cggegegatac 20

<210> 70
<211> 1317
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleodtido sintético

<400> 70

atggtpoceg ccgecgecte cagegectic tteeeegtge cegeceeegg cgecteeece

aagcecggcea agticggeaa ciggecctee agectgagee cetecticaa geecaagtee

Lo



atccceaacg geggetteea ggtgaaggee aacgacageg Cccacceean pgecaacgge

tcegeegtga gectgaagag cggeagectg aacacccagg aggacacete ctecageccee

ceeeeccgea cetteetgea cecagetgece gactggagee geetgetgac egecatcace
accgtgticg tgaagtecaa gegeccegac atgeacgace geaagtecaa gegeecegac
atgctggtog acageticgg cetggagice aceglgeagg acggectgpt gttcegecag
lectteteca tecgetecta cgagalegge acegacegea cegecageat cgagacccetg
atgaaccacc tgcaggagac ctecetgaac cactgeaaga geaccggeat cetpetggac
ggcttcgace geaccetgga gatgtgcaag cgegacctga tetgggteet patcaagatg
cagatcaagg tgaaccgceta ceecgeetgg ggegacaceg tggagatcaa caceegette
agecgectgg geaagategg catgggecge gactggetga teteegactg caacacegge
gagatcetgg tgegegecac cagegectac gecatgatga accagaagac ccgecgectg
tccaagcetge cetacgaggt geaccaggag ategtgeece tgttegtgga cageeeegty
atcgaggact ccgacctgaa ggtgeacaag tfcaaggtga agaccggega cageatecag
aagggcctga cceceggcetg gaacgacelg gacgtgaace ageacgtgte caacgtgaag
tacatcpgcet ggatcctgga gageatgeee accgagetge tggapaceca ggagctgtgc

tecetggece tggagtaceg cecgegagtge ggecgegact cegtgetgpa gagegtgace

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

Ligs



gecatggace ccageaaggt ggpgegtgege teecagtace ageacetget gegeetggag 1140
gacggcaccg ccatcgtgaa cggegecace gagtggegee ccaagaacge cggegecaac 1200
ggegecatet ccaccggeaa gaccageaac ggeaacteeg tgtecatgpa ctacaaggac 1260
cacgacggceg actacaagga ccacgacate gactacaagg acgacgacga caagtga 1317
<210> 171

211> 1170

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucieétido sintético

<400> 71
atggccaccg catecacttt ctcggegtic aatgeeceget geggegacet geptegeteg 60

gegggctecg ggecceggeg cecagegagg ceecteceeg tgegegggeg cgcccégctg 120
cccgactgga geegectget gaccgecate accacegtgt tegigaagte caagegeece 180
gacatgcacg accgeaagtc caagegecee gacatgetgg tggacagett cggectggag 240
tccacegtge agpacggect gptgaticege cagtecttet ceatcegete ctacgagate 300
ggcaccgacce geaccgecag categagace ctgatgaace acctgeagga gaceteectg 360

aaccactgca agagcaccgg catcetgetg pacggelteg geegeacect ggagatgtee 420

udy



aagcgegacc tgatctgggt gotgatcaag atgeagatea aggtgaaceg ctacccegee 480

tggpgcgaca cegtggagat caacaceege ticageegee tgegcaagat cggeatggge 540

cgegactgge tgatetecga ctgeaacace ggegagatee tgptgegege caccagegee 600

tacgccatga tgaaccagaa gaccegecge ctgtecaage tgeectacga ggtgeaccag 660

gagatcgtge cectgttegt ggacageece gtgatcgage actccgaccet gaaggtgcac 720

aagttcaagg tgaagaccgg cgacageatc cagaagggce tgaceceecgg ctggaacgac 780

ctggacgtga accageacgt gtecaacgtg aagtacateg gelggatect ggagageatg 840

cccacegagg tgetggagac ceaggagetg tgetceotgg cectggagta cegeegegag 900

tgeggecgeg acteegtgct ggapagegtg accgecatgg aceccageaa ggtggpepteg 960

cgcteecagt accageacct getgegectg gaggacggea cegecategt gaacggegee 1020

accgagtggc geeccaagaa cgeeggegec aacggegeca tetccacegg caagaccage 1080

aacggcaact ceptgtecat ggactacaag gaccacgacg gegactacaa ggaccacgac 1140

atcgactaca aggacgacga cgacaagiga 1170

<210> 72

<211> 1170

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

W3



Wy

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 72
atggctatca agacgaacag geageciglg gagaagecte cgttcacgat cgggacgetg 60

cgcaaggceea tececgegea ctgtitegag cgeleggege ttegtgggaeg cgeecagetg 120
cecgactgga geegectget gaccgecate accacegtgt tegtgaagte caagegecee 180
gacatgcacg accgcaagte caagegeece gacatgetgg togacagett cggectggag 240
tccaceglge aggacggect gptgttecege cagtecttet ceateegete ctacgagate 300
ggcaccgacc geaccgecag catcgagace ctgatgaace acctgeagga gaceteectg 360
aaccactgca agagcaccgg catcetgelg gacggcetteg geegeaceet ggagatgtge 420
aagcgegacc tgatetgopt gotpatcaag atpeagatca aggtgaaceg ctaccccgee 480
tggggcgaca cogtggagat caacaccege ttcagecgee tgggeaagat cggeatggge 540
cgegactgge tgateteega ctgeaacace ggegagatee tggtgegege caccagegee 600
tacgecaiga tgaaccagaa gacccgecge ctgiecaage tgeeetacga gglgecaccag 660
gagaicglge ceetgticgt ggacagecce gtgatcgage actecgacet gaaggtgeae 720
aagttcaagg tgaagacegg cgacagcatc cagaaggpcec tgaceceegg ctggaacgac 780

ctggacgtga accageacgt gtecaacgtyg aagtacateg getggatect gpagageatg 840



uey

cccaccgage tgetggagac ccaggagetg tgeteeetgg ceetggagta cegecgegag 900
tpegaecgeg acteegtget ggagagegtg accgecatgg acecccageaa ggtggpcetg 960
cgeteccagt accageacet getgepeetg gaggacgpea cegecategt gaacggegee 1020
accgagtggce geeccaagaa cgeeggegee aacggegeca tetccacegg caagaccage 1080
aacggcaact cegtgtecat ggactacaag gaccacgacg gegactacaa ggaccacgac 1140
atcgactaca aggacgacga cgacaagtga 1 ]'70
<210> 73

<211> 1167

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintélico

<400> 73
atgacgticg ggptegeect ceeggecatg ggeegegptg teteecttee ceggeccagg 60

gtegegptge gegeceagte ggegagtcag gitttggaga gegggegege ceagetgece 120
gactggagee geetgetgac cgecateace acegtgtteg tgaagtecaa gegeeeegac 180
atgcacgacc geaagtccaa gegeeccgac atgetggtge acagettegg ceiggaglee 240

accgtgeagp acggectgpt gltcegecag tecttcteca tecgeteeta cgagatcgge 300



9744

accgaccgea cegecageat cgagacectg atgaaccace tgcaggagac ctecetgaac 360

caclgcaaga geaccggeat cetgetggac ggcttcggee geacectgga gatgtgeaag 420

cgegacctga tetgggtgpt gatcaagatg cagatcaagg tgaacegeta cecegectgg 480

ggcgacaccg tggagatcaa caccegette ageegecetgg geaagategg catgggecge 540

gactggcetga tetcegactg caacaccgge gagateetgg tgegegecac cagegectac 600

gccatgatga accagaagac ccgecgectg tecaagetge cetacgaggt geaccagpag 660

atcgtgeece tgttegtgpa cageccegtg atcgaggact ccgacctgaa gptgcacaag 720

ttcaaggtga agaccggega cageatecag aagggectga ceeccggetg gaacgacetg 780

gacgtgaacc agcacgtgtc caacgtgaag tacatcgget ggatectgga gageatgece 840

accgaggtge tggagaccea ggageigtge leectggeee tggagtaceg cegegagtge 900

ggeegegact cogtgetgpa gagegtgace gecatggace ccageaaggt gggegtgege 960

tcccagtace ageacctget gegectggag gacggeaceg ceategtgaa cggegecace 1020

gagtgecpce ccaagaacge cggegecaac gpegecatet ccaccggeaa gaccageaac 1080

ggcaactecg tgtecatgga ctacaaggac cacgacggeg actacaagga ccacgacate 1140

gactacaagg acgacgacga caagtga 1167



Y6y

<210> 74
<211> 1149
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucleotido sintético

<400> 74
atgacgticg gggtegecct cecggecatg goecgegglg tefeccttee ceggeccagg 60

gtegegptge gegeccagic ggegagteag gitttggaga geggeepege cecegactgg 120
tccatgetgt tegeegtgat caccaccate ttcagegeeg cepgagaagea gtggaccaac 180
ctggagtgga ageccaagee caagetgeee cagetgetgg acgaceactt cggectgeac 240
ggectggtat tecgecgeac cttegecate cgetectacg aggtggecee cgaccgeage 300
acctecatce tggecgtgat gaaccacatg caggaggeca cectgaacca cgecaagage 360
gtgggcatec tgggegacgg cttcggeace accetggaga tgiccaageg cgacetgatg 420
tgpptggtac gecgeaccea cgtggecgtg gagegetace ceacetggge cgacacegtg 480
gaggtggagt getgpategg cgecagegge aacaacggea tgegeegega ctteetggtg 540
cgegactgea agaccggega patectgace cgetgeaccet cectgagept getgatgaac 600
accegeacee geegectgag caccatcece gacgaggtge geggegagat cggececgee 660

ttcatcgaca acgtggecgt gaaggacgac gagatcaaga agetgeagaa getgaacgac 720



ey

tccaccgeeg actacateea pggeggcctg accccceget ggaacgacet ggacgtgaac 780
cagcacgtga acaacctgaa gtacgtggece tgggtgltcg agacegtgee cgacageate 840
ttcgaglcee accacateag ctecticace ctggagtace gecgegagig caccegegac 900
teegtgetge geagectgac caceglgage ggeggeaget cogaggecgg cetggtgtge 960
gaccaccige tgeagctgga gggeggcage gaggtactge gegeecgeac cgagtggege 1020
cccaagetga cegactectt ccgeggeate agegtgatee cegeegagee cegegtgatg 1080
gactacaagg accacgacgg cgactacaag gaccacgaca tcgactacaa ggacgacgac 1140
gacaagtga 1149
<210>75

<211> 1146

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 75
atggctteeg cggceattcac catgteggeg tgeecegega tgactggeag ggcecectpgge 60

geacgteget ceggacggee agtegecace cgectgaggg gecgegecee cgactgpice 120

atgetgtteg cegtgatcac caccatctic agegecgeeg agaageagtg paccaacctg 180



b3

gagtggaage ccaageccaa getgecceag ctgetggacg accacttegg cetgecacgge 240
ctggtgttce geegeacctt cgecateege tectacgagg tgggececga cegeageace 300
tccatcctgg cegtgatgaa ceacatgeag gaggecacee tgaaccacge caagagegtg 360
ggcaleetgg gegacggctt cggcaccace ctggagatgt ccaagegega cetgatgtgg 420
gtgatpegee geacccacgt ggeeglggag cgetacecca cetggggega caccegtgpag 480
glggagiget gpateggege cageggeaac aacggeatge peegegactt cetggtgege 540
gactgcaaga ccggegagat cetgaceege tgcacctece tgagegtgcet gatgaacace 600
cgeaccegee geelgageac catcecegac gagglgegeg gegagategg ceeegeette 660
atcgacaacg tggecgtgaa ggacgacgag atcaagaage tgeagaaget gaacgactee 720
accgeegact acatccaggg cggectgace ceeegetgga acgacetgga cgtgaaccag 780
cacgtpaaca acctgaapgta cgtggeetgp gtgttegaga cegtgeccga cageatcttc 840
gagtcecacc acatcagete cttcaccetg gagtacegee gegagigeac cegegactce . 900
ptgetgegea geetgaccac cgtgagegge ggeagelccg aggecggect getgtgegac 960
cacctgetge agetggaggg cggcagegag gtgctgegeg ceegeacega gtggegeece 1020
aagetgaccg actectteeg cggeateage gtgatceceg cegageeeeg cgtgatggac 1080

tacaaggacc acgacggega ctacaaggac cacgacatceg actacaagga cgacgacgac 1140



aagtga 1146

<210> 76
<211> 1155
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 76

atggccaceg catceacttt cteggegtic aatgeecget geggegacct geglegeteg 60
gegggcleeg ggecceggeeg cecagegagg ceeelceeeg tgegegggeg cgecceegae 120
tggtceatge tgttegeegt gatcaccace atcttcageg cegecgagaa geagtggace 180
aacctggagt ggaapcccaa geecaagetg ceccecagetge tggacgacea clicggeetg 240
cacggectgg tattcegeeg cacettcgee atecgeteet acgaggtgee ceecgacege 300
agcaccteca tectggecgt gatgaaccac atgcaggagg ccaccetgaa ccacgecaag 360
agegtgpeca tectgggepa cggettegge accaceetgg agatgtceaa gegegacetlg 420
atgtgggtge tgcgecgeac ceacgtggee gtggageget accecaccetg gggegacace 480
gtggaggtgg agtgetppat cggegecage ggeaacaacg geatgegeeg cgacttectg 540

gtgegegact geaagacegg cgagatectg accegetgea coteectgag cgtgetgatg 600

o



aacacccgea cecgeegect gageaccate cecgacgagg tgegeggega gatcggeeee 660

gectteateg acaacgtgge cgtgaaggac gacgagalca agaagetgea gaagetgaac 720

gactccaccg cegactacat ccagggegge ctgaccecce getggaacga cetggacgtg 780

aaccageacg tgaacaacct gaagtacgtg geetgggtet tcgagacegt geccgacage 840

atcttcgagt cccaccacat cagetectte acectggagt acegecgega gtgeaceege 900

gactcecgtge tgegeagect gaccacegtg ageggeggea geteegagge cggectggtg 960

tgegaccace tgctgeaget ggaggecggee agegaggtge tpcgegeceg caccgagteg 1020

cgeeccaage tgacegacte cticegegge atcageptga teceegeega geeeegeptg 1080

atggactaca aggaccacga cggegactac aaggaccacg acatcgacta caaggacgac 1140

gacgacaagt gatga 1155

<210> 77

<211>1152

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 77
atggctatca agacgaacag geagectgtg gagaagecte cgitcacgat cggpacgetg 60

b



272

cgeaaggeea teccegegea ctgtitegag cgeteggege ttegtgggeg cgeceecgae 120
tggtecatge tgttegeegt gatcaccace atcttcageg cegecgagaa geagtggace 180
aacctgpagt ggaagcecaa geccaagetg ceccagetge tggacgacea ctteggeetg 240
cacggectgg tgttccgecg caccttegec atccgetect acgaggtege cecegaccge 300
agcaccicca tectggeegt gatgaaccac atgeaggagg ccaceetgaa ccacgecaag 360
agegtgggea teetggpega cggettegge accaccetgg agatgtecaa gegegacctg 420
atgtpgatog tgcgeegeac ccacgtggee gtggagepet accecacetg ggpecgacace 480
gtggaggtog aptgctggat cpgegecage ggeaacaacg geatgegeeg cgacttectg 540
gtgegegact geaagaccgg cgagatectg accegelgea ceteectgag cgtgetgatg 600
aacacccgea cccgecgect gageaccate ceegacgagp tgegeggepa gateggeeee 660
gccttcatcg acaacgtgge cgtgaaggac gacgagatca agaagetgea gaapctgaac 720
gactccaccg ccgactacat ccagggegge ctgaccecee getggaacga celggacgtg 780
aaccagcacg tgaacaacet gaagtacgtg geetggptet tegagacegt geccgacage 840
atcttcgagt cecaccacat cagetectte accetgpagt accgecgega gtgeaceege 900
gactcegtge tgegeagect gaccacegtg ageggeggea getecgagge cggectggty 960

tgegaccace tgetgeaget ggaggpegee agegaggtge tgegegeceg cacegagtgg 1020



cgeeecaage tgacegacte cltcegegge atcageglga teceegeega geecegegtg 1080
atggactaca aggaccacga cggegactac aaggaccacg acatcgacta caaggacgac 1140
gacgacaagt ga 1152
<210> 78

<211> 1155

<212> ADN

<213> Secuencta artificial

<220>

<223> Descripeién de la secuencia artificial: polinucle6tido sintético

<400> 78
atggccaccg catccacttt cteggegttc aatgeceget geggegacct gegtegeteg 60

gegggetecg ggecccggeg cecagegagg ceeeteceeg tgegeggacg cgecceegac 120

tggtccatge tgticgeegt gatcaceace atetteteeg cecgecgagaa geagtggace 180

aacctgpgapt ggaageccaa geecaaccee ceecagetge tgpacgacca clteggecee 240

cacggeetgg tgttccpecg caccticgece atccgeaget acgaggigep cecegacege 300

tccaccagcea tegtggeegt gatgaaccac ctgecaggagg cegecctgaa cecacgecaag 360

tecgtgggca tectgggega cggettcgge accaceetgg agatgtecaa gegegacctg 420

atctgggtgg tgaagegeac cecacgtggee gtggageget acceegecetg gggepacace 480

Y39
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glggaggteg agtgetpget popcpectec ggcaacaacg gecgeegeea cgacttectg 540
gtgcgegact geaagaccgg cgagatectg acccgelgea ceteeetgag cgigatgatg 600
aacacccgea ceegeegect gageaagate ccegaggage tgegeggega gateggeeee 660
gecticateg acaacgtgge cgtgaaggac gaggagatca agaageccea gaagetgaac 720
gactccaccg cegactacat ccagggegge ctgacceece getggaacpa cetggacate 780
aaccagcacg tgaacaacat caagtacgig gactggatcee tggagacegt gecegacage 840
atcticgaga gecaccacat ctectectte accatcgagt accgecgepa gtgcaccatg 900
gacagcegtge tgecagteect gaccacegtg ageggegget ccteegagge cgpectgetg 960
tgcgageace tgetgeaget ggagggegece agegaggtoe tgegegecaa gaccgagtge 1020
cgeeccaage tgacegacte cttcegegge atcagegtga teceegeega gtecagegtg 1080
atggactaca aggaccacga cggegactac aaggaccacg acatcgacta caagpacgac 1140
gacgacaagt gatga 1155
<210> 79

<211> 4817

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>



Uys

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: polinucle6tido sintético

<400> 79

ggtaccegcec tgeaacgeaa gggeagecac ageegetcee accegeeget gaacegacac 60

gtgettggee geetgeegec tgectgeege atgettgtge tggtgagpect pgeeagtget 120

gecatgetga ttgaggcttg gttcatcgegp tggaagcetta tgtgtetact ggecttgeat 180

gecgggeaat gegeatggte peaagaggee ggcageactt getggagetg cegeggtegee 240

tccaggtpgt tcaatcgegp cagecagagg gatttcagat gatcgegegt acagpttgag 300

cageagtgte agcaaaggta geagittgee agaatgateg giicagetpt taatcaatge 360

cagcaagaga aggggtcaag tgeaaacacg ggcatgecac ageacgggea ceggggagteg 420

gaatggcacc accaagigtg tecgagecag catcgecgec tggetgttic agetacaacg 480

geaggagtca tccaacgtaa ccatgagelg atcaacactg caatcategg gegggegtga 540

tgcaagcatg cetggegaag acacatggty tgeggatget geeggcetgct geetgetgeg 600

cacgcegttg agitggcage aggeteagee atgeactgga tggeagetgg getgecactg 660

caatgtggtg gataggatge aagtggageg aataccaaac cetetggetg cttgetgget 720

tgcatggcat cgeaccatca geaggagepe atgegaaggg actggeccca tgeacgeeat 780

gecaaacegg agegeaccga gtgtecacac tgteaccagg ceccgeaaget ttgeagaace 840

atpctcatgg acgeatgtag cgetgacgte cetigacgge geteeicteg ggtgtgggaa 900



acgcaatgea geacaggeag cagagecgec pgcageagag cggegacage ageggegege 960

gecacectte ttgeggggic gegecceage cageggtgat gegetgatee caaacgagtt 1020

cacattcalt tgcatgectg gagaagegag getgggecect ttggpetgpt geageecgea 1080

alggaatgeg ggaccgeeag getageagea aaggegecte cectactecg categatgtt 1140

ccatagtgea ttggactgea titgggtger gecggecggct gtttetttcg tptigeaaaa 1200

cgegecagcet cageaacetg tecegtggat cocecgtgee gatgaaateg tgtgeacgee 1260

gatcagcelga tigeceggcet cgegaagtag gegecectect ttetgelege ceteteteeg, 1320

lecegectct agaatatcaa tgatcgagea ggacggecte cacgeeggcet ceececgeege 1380

ctggptggag cgectgticg getacgactg ggeccageag accatcgget getecgacge 1440

cgeegtgtte cgectgtecg cecagggecg cecegtgetg ttegtgaaga cegacctgte 1500

cggepgecctg aacgagetge aggacgagge cgeecgecig tectggetgg cecaceacegg 1560

cgtgecetge geegeegtge tggacgtggt gacegaggee ggeegegact ggctpetget 1620

gegegaggtg ceeggecagg acctgetgte cteccacctg geeceegeeg agaaggtgic 1680

catcatggce gacgecatge geegecetgea caccetggac ceegecacct geeccttega 1740

ccaccaggec aageaccgea tegagegege cegeaccege atggaggeeg gectggtega 1800

ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cetggeeeee geegagetgt tegecegeet 1860



gaaggcceege atgeecgacg gegaggacct ggtgptgace cacggegacg cetgeetgee 1920

caacatcatg gtggagaacg geegeticte cggetteate gactgeggee geetggeegt 1980

ggccgaccge taccaggaca tegecetgge caccegegac ategecgagg agetgggegg 2040

cgagtgpgec gaccgettee tggigetgta cggeategee geeceegact ceccagegeat 2100

cgecttetac cgectgetgg acgagttett ctgacaattg geageageag cteggatagt 2160

atcgacacac ictggacgcet gglcgtotgea tggactpttg ccgecacact tgetgecttg 2220

acctgtgaat atcectgeeg ctittatcaa acagecteag tgtgtitgat cttgtglgta 2280

cgegcttttg cgagltgeta getgettgtg clatttgega ataccaccee cageatcece 2340

ttecctegtt teatateget tgeateecaa cegeaactta tetacgetgt cotgetatec 2400

ctcagegcetg ctectgetee tgetcactge cectegeaca gecttgpttt gpgeteegee 2460

tgtattctee tggtactgea acclgtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta 2520

gigggatggg aacacaaatg gaggatceeg cgictcgaac agagegegea gaggaacget 2580

gaaggtcteg cclctgtege accteagege ggeatacace acaataacca cetgacgaat 2640

gegettpgtt cttegtecat tagegaageg tecggltcac acacgtgeea cgttggegag 2700

gtgpcagptg acaatgateg gtggagetga tggtegaaac gitcacagee taggeatate 2760

gaattcettt ctgegetat gacacttcca geaaaaggta gggegggcetg cgagacgget 2820

LY}
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tcceggegcet peatgeaaca cegatgatge ttcgacceee cgaagetect teggggctge 2880
atgggcgete cgatgecget cecagggegag cgetgittaa atagecagge cecegattge 2940
aaagacatta tagcgagcta ccaaagecat altcaaacac ctagatcact accacttcta 3000
cacaggccac tegagettgt gatcgeacte cgetaaggog gegectcette ctettegtit 3060
cagtcacaac ccgeaaacgg cgepecatgg tggecgeege cgectecage geettettee 3120
cegtgecege ceceggegec teeccecaage ceggeaaptt cggeaactgg cectecagee 3180
tgagcccecte cttcaagece aagtecatee ccaacggegg cltccaggtg aaggecaacg 3240
acagcgceea ceccaaggec aacggetecg cegigageet gaagagegge agectgaaca 3300
cccaggagga cacctectee ageeeccecee cecgeacctt cetgeaceag ctgecegact 3360
ggagecgect getgacegec atcaccaceg tgttegigaa gtecaagege cecgacatge 3420
acgaccgeaa gtecaagege cccgacatge tpgtggacag clicggectg gagtccaceg 3480
tgcagpacgg cetggtottc cgecagtect tetecateeg ctectacgag atcggeaceg 3540
accgeaccge cageatcgag accctpatga accacctgea ggagacctee ctgaaccact 3600
geaagageac cggeatectg ctggacggct teggeegeac celggagatg tgcaagegeg 3660
acctgatetg gatggtgate aagatgeaga tcaaggtgaa cegetacece geetggggeg 3720

acaccgtgga gatcaacace cgettcagee geetggpeaa gateggeatg ggecgegact 3780



ggcetgatete cgactgeaac accggegaga teetggtpep cgecaccage gectacgeca 3840
tgatgaacca gaagaccege cgectgteea agetgeccta cgaggtgeac caggagateg 3900
tgceectgtt cgtggacage cecgtgateg aggacteega cotgaaggtg cacaagttca 3960
aggtgaagac cggegacagce atceagaagg gectgaceee cgpetggaac gacelggacg 4020
tgaaccagcea cgtgtecaac gtgaagtaca teggetgeat cetggapage atgeecaceg 4080
aggtgctgga gacccaggag ctgtgeteee tggeeetgga gtacegeege @agtgcggcc 4140
gegacteegt getggagage gtgaccgeea tggaceccag caagglggpce gtgegeteee 4200
agtaccagca cctgetgege ctggaggacg geaccgeceat cgtgaacgge pecaccgagt 4260
ggegeeceaa gaacgecgge geecaacggeg ceatetecac cggeaagace agcaacggc;a 4320
actcegtgte catggactac aaggaccacg acggegacta caaggaccac gacategact 4380
acaaggacga cgacgacaag tgactcgagg cagcageage tecggatagta tcgacacact 4440
ctggacgetg gtegtgtgat ggacigitge cgecacactt getgeettga cetgtgaata 4500
tccelgeege ttttatcaaa cagecteagt gigtttgate ttgtgtgtac gegettitge 4560
gagttgctag ctgettgtpe tatttgegaa taccacecee ageateccect teectegtit 4620
catatcgctt geatcecaac cgeaacttat ctacgetgte clgetatece teagegetge 4680

tectgetect getcactgee cetegeacag cettggtttg ggetecgect gtatteteet 4740



ggtactgeaa cctgtaaace ageactgeaa tgetgatgea cgggaagtag tgggatgpga 4800
acacaaatgg aaagett 4817
<210> 80

<211> 4665

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 80

ggtaccegec tgeaacgeaa gggeagecac agecgetece aceegecget gaaccgacac 60

gigettgpge gectgecgec tgeetgeege atgettpige tpgtgagoct gegcagtpct 120

gecatgetga ttgagpettg gticatcgge tggaagetta tgtptgtget ggpcttgcat 180

gecgggceaat gegeatggty geaagaggge ggeageactt getggagetg cegeggtgee 240

tccaggtggt tcaatcgegp cagecagagg gatttcagat gatcgepegt acaggttgag 300

cagcagtgtc agcaaaggta geagtitgee agaatgaicg gttcagetgt taatcaatge 360

cagcaagaga aggggicaag tgecaaacacg ggeatgecac ageacgggea ceggegagtg 420

gaatggcacce accaaglptg tgegagecag catcgecgee tggetgtite agetacaacg 480

gcaggagtea tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caalcatcgg gegggegtga 540

U



tgcaageatg cctgpegaag acacatgglg tgcggatget peeggetget geetgetgeg 600

cacgeegttg agtiggcage aggetcagec atgeactgga tggeapetgg getgecactg 660

caatgtggtg pataggatpc aagtggageg aataccaaac ccictggetg ctigetgpgt 720

tgeatggcat cgeaccatea geaggagege atgegaaggg aclggeccea tgeacgecat 780

gccaaacegg agegeaccga gtgtecacac tgtcaccagg cecgeaaget tigecagaace 840

atgctcatgg acgeatgtag cgetgacgte ceftgacgge getecteteg ggtptgggaa 900

acgcaatgea geacaggeag cagaggegge ggeageagag cggegacage ageggegggg 960

gecaccctte ttgeggpgte gegeceeage cageggptgat gegetgatee caaacgagtt 1020
cacattcalt tgcatgectg gagaagegag getggggect ttggactgat gecageecgea 1080
atgpaatgeg ggaccgecag getageagea aaggegecete cectacteeg categatgtt 1140
ccatagtgcea ttggactgea tttggatgpe segpecgpct ptitetticg tgttgcaaaa 1200
cgegecaget cageaacctg teeegtgpgt ceccegtgee gatgaaateg tgtgeacgee 1260
gatcagetga ttgceegget cgegaagtag gegecectect ttetgetege ceteteteeg 1320
tccegectet agaatatcaa tgatcgagea ggacggecte cacgeegget ceccegeecge 1380
ctggptggag cgeetgtteg getacgactg ggeecageag accategget getcegacge 1440

cgeegtgtic cgectgtecg cecagggecg cecegtgetg ttegtgaaga cegacetgte 1500

UXY
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cggepecotg aacgagelpe aggacgagge cpecegeetg teetggelgg ceaccacegg 1560
cgtgeectge geegeegtge tggacptgpt paccgaggee ggecgegact pgctgetget 1620
gggegagate ceceggecagg acetgetgic cteceacelg geeeecgeeg agaaggtpte 1680
catcatggee gacgecatge geegeetgea caceetggac cecgecacet gececttega 1740
ccaccaggcec aageaccgea tegagegege cegeacecge atggaggeeg geetggtgga 1800
ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cetggeecee geegagetgt tegeecgeet 1860
gaaggeecge atgeccgacg gegaggacct pgtggtpace cacggegacg cetgectgee 1920
caacatcatg gtgpagaacg geegeticte cggettcate gactgeggee gectgggegt 1980
ggeegacege taccaggaca tegeectgge caccegegac atcgecgagg agetggeegg 2040
cgagtgggcee gacegcttee tggtgcigla cggeategee geceeegact cecagegeat 2100
cgeettetac cgeetgetgg acgagttett ctgacaattg geageapeag cteggatagt 2160
atcgacacac tetggacget pggtegtgtga tggactgtig cegecacact tgetgeettg 2220
acctgtgaat atccetgecg clitttatcaa acagectcag tgtgtttgat citgtgtgta 2280
cgegettttg cgagttgeta getgettgte ctatttgega ataccaceec cageatcece 2340
ttcecteglt teatatcget tgeatcecaa ccgeaactta tetacgetgt cetgetatee 2400

clcagegetg clectgetee tgetcactge cectegeaca geettggttt ggactecgee . 2460



Uz

tgtattctce tpgtactgea acctglaaac cageactpea atgetgatge acggpaagta 2520
pteggatopp aacacaaatg gaggateceg cgtcicgaac agagegegea gaggaacget 2580
gaagatetcg cetetgtege acctecagege ggeatacace acaataacca cctgacgaat 2640
gegettgptt ctteglceat tagegaageg teeggticac acacgtgeca cgttggegag 27'.00
gtegcaggty acaatgateg gtggagcetga tggtegaaac gttcacagee tagggatate 2760
gaattcctlt cttgegetat gacacttcea geaaaaggta ggpegggetg cgagacgget 2820
teccggeget geatgcaaca cegatgatge ticgaceece cgaagetect tegggectge 2880
atgggcgetc cgatgecgcet cecagggegag cgetgtitaa atagecagge ceecgattge 2940
aaagacatta tagcgagcla ccaaagcecat attcaaacac ctagatcact accacttcta 3000
cacaggcecac tcgagettgt gatcgeacte cgetaagggg gepectette ctettegttt 3060
cagtcacaac ccgceaaacac tagtatgacg ticgggpteg cecteccgge catgggecge 3120
gatgtetece ttceceggec cagggtegeg gtgegegeee agteggepag teaggttite 3180
gagagegggc gegeecaget geecegactgg ageegeetge tgaccgecat caccacegtg 3240
tlcgtgaagt ccaagegece cgacatgeac gacegeaagt ccaagegecec cgacatgetg 3300
gtggacaget teggeetgpa giccaccglg caggacggcec tggtgttecg ceagtecttc 3360

tecateeget cetacgagat cgpeaccgac cgeaccgeca geatcgagac cetgatgaac 3420



(VAL

cacctgeagg agacctcect gaaccactge aagageaccg geatectget ggacggette 3480
ggecgeacce {ggagatptg caagegegac ctgatetgeg tgptgateaa gatgeagate 3540
aaggtgaace getacceege ctgggocgac acegtggaga tcaacaceeg cttcagecge 3600
ctgggcaaga tegpcatggp ccgegactgg ctgateteeg actgeaacac cggegagate 3660
ctggtgcpeg ccaccagege ctacgecatg atgaaccaga agaccegecg cotgtccaag 3720
ctgeectacg aggtgeacca ggagategtg ceectgiteg tggacageee cgtgatcgag 3780
gactcegacc tgaaggtgea caagttcaag gigaagaccg gegacageat ccagaaggge 3840
ctgaccceeg getggaacga cotggacgtg aaccageacg tgtccaacgt gaagtacate 3900
ggctgpatee tggagageat geecacegag gtgetggaga cecaggaget gtectecetg 3960
geeetggagt acegeegega gtgcggecge gactccélgc tggagagegt gaccgecatg 4020
gaccecagea aggtgggegt gegeteccag taccageace tgetgegect ggaggacgge 4080
accgecatcg tgaacggege caccgaglgg cgececcaaga acgecggege caacggegee 4140
atctccaccg gecaagaccag caacggeaac tcegtgteca tggactacaa ggaccacgac 4200
ggcgactaca aggaccacga catcgactac aaggacgacg acgacaagtg actcgaggea 4260
geageagctc ggatagtate gacacactet ggacgetggt cgtgtgatgg actgtigeeg 4320

ccacacttge tgeettgace tgigaatate cetgeegett ttatcaaaca gectcagtgt 4380



gtitgatctt gtotgtacge gettitpega gtigetaget gettgtgeta titgegaata 4440

ccacceecag calcecctte cetegtttea tatcgetige atcccaaceg caacttatet 4500
acgetgtect getateeete agegetgete ctgetectge teactgecee tegeacagee 4560
ttggtitggg ctecgectgt attctectgg tactgeaacc tgtaaaccag cactgeaatg 4620

ctgatgcacg ggaagtaptg goatgapaac acaaatggaa agett 4665
<210> 81

<211> 4668

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucle6tido sintético
<400> 81

ggtacccgee tgeaacgeaa gggeageeac ageegeteee acecgecget gaaccgacac 60
gtgctiggac gectgeegee tgectgeege atgettgtac tgptgapoct ggecaptget 120
gecatgetga ttgaggetty gttcateggge tggaagetta tgtgtgtgct pgpcttgeat 180
gecgggceaat gegeatggtp geaagaggpe ggecageactt getggagcetg cegeggtgee 240

tccaggtget tcaatcgegg cagecagagg gatticagat gatcgegegt acaggttgag 300

cagcagtgtc agcaaaggta geagtttgee agaatgateg gttcagetgt taatcaatge 360
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cagcaagaga aggggteaag tgcaaacacg ggcatgecac ageacgggea ceggggagtg 420

gaatggecace accaagtgig tgegagecag categecgee tggctgtite agetacaacg 480

geaggagica tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caatcategg gegggegtga 540

tgcaageatg cetggegaag acacatggtg tgeggatget geeggetget gectgetgeg 600

cacgecegttg agtiggeage aggetcagee atgeactgga tggeagetgg getgecactg 660

caatgtggtg pataggatge aagtggageg aataccaaac cctetggetg citgetggpt 720

tgcatggeat cgeaccatea geaggagege atgegaaggg actggeecea tgeacgecat 780

gccaaaccgg agegeaccga gigtecacac tgteaccagg cecgeaaget ttgecagaace 840

atgctcatgg acgeatgtag cgetgacgte cettgacgge getecteteg gptptggpaa 900

acgcaatgea geacaggeag cagaggeggc gpeageagag cggeggeage ageggeggge 960

gecaccectie tigegggete gegeeceage cageggtgat gegetgatee caaacgagit 1020
cacattcatt tgcatgectg gagaagegag petggggect ttgggetgpt gecageccgea 1080

atggaatgeg ggaccgecag getageagea aaggegectc cectacteeg categatgtt 1140
ccatagtgea ttggactgea tttgggtgppe gecggeegget gtttctttcg tgttgcaaaal 1200
cgegecaget cageaacctg teecgtgggt cececegtgee gatgaaateg tgtgeacgee 1260

gatcagetga ttgeecgget cgegaagiag gegecctect ttetgetege cetetetecg 1320
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tecegeelct agaatatcaa tgategagea ggacggecte cacgeegget cececcgeege 1380
clggptgpag cpectgticg getacgactg gpeccageag accategget geteccgacge 1440
cgeeglgtte cgectgteeg ceccagggeeg ceeegtgetg ttegtgaaga cegacctgte 1500
cggegecctg aacgagetge agpacgaggce cgeecgectg teetggetgge cecaccacegg 1560
cgtgecctge pecgeegtge tggacgtggt gaccgaggee gpeegegact ggetgetget 1620
ggocgagptg ceeggecagg acctgetgte clcccacetg geececgeeg agaaggtgte 1680
catcatggcee pacgecatpe geegecigea caccelggac ceegecacct gececttega 1740
ccaccaggee aageaccgea tegagegege cegeacecge atgpaggecg geetggtepa 1800
ccaggacgac ctggacgagg ageaccagpg cetggeecee geegagetgt tegeecgect 1860
gaaggecege atgeccgacg gegaggacct ggtggtgace cacggegacg cotgectgee 1920
caacatcatg gtggagaacg geegettetc cggetteate gactgeggee geetgggegt 1980
ggecgaccge taccaggaca tegeectgge cacecgegac atcgecgagg agetgggepp 2040
cgagtggece gaccgetice tggtgetgta cggeategee gececegact cecagegeat 2100
cgeettetac cgectgetgg acgagttett ctgacaattg geageageag cteggatagt 2160
atcgacacac tetggacgct ggtegtgtga tggactgttg cegecacact tgetgecettg 2220

acctgtpaat atcectgecg cttttatcaa acagecteag tgtgtitgat citgtgtgta 2280
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cgegeltttg cgagttgeta getgeftgig ctatitgega ataccacece cageatecece 2340
ttcecteptt teatategct tgeatcecaa cegeaactta tetacgetpt cetgetatee 2400
ctecagegelg ctectgetee tgeteactge cectegeaca geettgattt gggetcegee 2460
tgtatictee tggtactpea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acggpaagta 2520
gtggpatgpe aacacaaatg gaggateceg cgtetcgaac agagegegea gaggaacget 2580
gaaggtetcg cetetgtege acctcagege ggeatacace acaataacca cetgacgaat 2640
gegettggtt cttegtecat tagegaageg teegpticac acacgigeea cgttggegag 2700
gtggeagptg acaatgateg gtggapctga tggtegaaac gttcacagee taggpatatce 2760
gaattecttt cttgcgctat gacacticea geaaaaggta gegepgpctg cgagacgpet 2820
tcceggeget geatgeaaca cegatgatge ttcgacceee cgaagetect tegggectge 2880
atgggcgete cgatgeeget cecagggegag cgetgtttaa atageeagge ceccgattge 2940
aaagacatta tagcgagcta ccaaagecat aticaaacac ctagatcact accacttcta 3000
cacaggccac tcgagceltgt gatcgeacte cgetaaggeg gegectette ctettegttt 3060
cagtcacaac ccgeaaacac tagtatgget atcaagacga acaggeagee tgfggagaag 3120
ccteegttea cgatcgggac getgepeaag gecatceecg cgeactgttt cgagegeteg 3180

gegettegtg ggegegeeca getgecegac tggapecgec tgetgacege catcaccace 3240
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gtgttcgtga agtecaageg ceccgacatg cacgacegea agtccaageg ceccgacatg 3300
ctggtggaca gettcggect ggagtecace gtgeaggacg geetgptgtt cegecagtee 3360
ttctecatee getectacga gateggeace gacegeaceg ccageatcga gacectgatg 3420
aaccacctge agpagacctc cotgaaccac tgeaagagea ceggeatect getggacgge 3480
ttcggeegea cectggagat gtgcaagege gacctgatet gggtggtpat caagatgeag 3540
atcaaggtga accgetacee cgectgggece gacacegtgg agatcaacac cegettcage 3600
cgectggpcea agatcggeat ggocegegac tggetgatet cegactgeaa caccggepag 3660
atcctggtge gegeeaccag cgectacgece atgatgaace agaagaceeg cegectgtee 3720
aagetgeect acgaggtgea ccaggagate gtgeccctgt tegtggacag ceecgtgate 3780
gagpactceg acctgaaggt geacaagtic aaggtgaaga ceggegacag catccagaag 3840
ggectgacee ceggetggaa cgacctggac gtgaaceage acgigtccaa cgtgaagtac 3900
atcggcetgga tectggagag catgeccace gapgtgeigg agacecagga getgtgetee 3960
ctggecctgg aglaccgeeg cgagtpegace cgegaclecg tgetggagag cgtgaccgee 4020
atggacccea geaaggtpgg cgtgegcetee cagtaccage acetgetgeg cetggaggac 4080
ggcaccgeea tegtgaacgg cgecacegag tggegeecca agaacgeegg cgecaacgge 4140

gecatctcea ccggeaagac cagcaacgge aacteegtgt ccatgpacta caaggaccac 4200



gacggegact acaaggacca cgacatcgac tacaaggacg acgacgacaa gtgactcgag 4260

geageagceag cteggatagt atcgacacac tctggacget getegtgiga tggactgtig 4320

ccgecacact tgetgecttg acetgtgaat atceetgeeg cttttatcaa acagecteag 4380
tgigtttgat ctigtgtgta cgegettitg cgagttgeta gotgettglg ctattigega 4440
ataccaccce cagceatccec ttcectegtt teatatcget tgeatcecaa cegeaactta 4500
tetacgetgt cetgetatee ctecagegetg ctectgetee tgeteactge cectegeaca 4560
geetiggltt gggactecgee tgtattetee tgptactgea acctgtaaac cageactgea 4620
atgetgatpe acgggaagta gtggpatpeg aacacaaatg gaaagett 4668
<210> 82

<211> 4668

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 82

ggtaccegec tgeaacgeaa ggecagecac ageegetece accegeeget gaaccgacac 60

gtgetiggpe gectgeegee tgeetgeege atgettgtge tggtgapget ggpcagtget 120

gecatgetga ttgaggcettg gitcatcggg tggaagcetta tgtgtgtpct gpgcttgcat 180
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geegggeaat gegeatgptyg geaagaggpce gecageactt getggagetg cegeggtgee 240
tecaggtpgt tcaategegg cagecagagg gatttcapat gatcgegegt acaggttgag 300
cagcagtgtc agcaaaggtla geagtttpee agaatgateg gttcagetgt taatcaatge 360
cagcaagaga agggglcaag tgcaaacacg ggeatgecac ageacgggea ceggggagig 420
gaatggeacc accaagigtg tgegagecag catcgecgee tpgetgttic agetacaacg 480
geaggagtca tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caatcategg gegggegtga 540
tgcaageatg cetggegaag acacatggtg tgegeatget geeggetget gectgetgeg 600
cacgeegttg agttgpcage aggetecagece atgeactgga tggcagetpg getgecactg 660
caatgtggte catagpatge aagiggageg aataccaaac cetetggetg ctigetgggt 720
tgcatggcat cgeaccatea geaggagege atgegaaggg actggeccea tgeacgeeat 780
gccaaaccgg agegeaccga gtgtecacac tgtcaccapg ceegeaaget ttgecagaace 840
atgctcatgg acgceatgtag cgelgacgte celtgacgge getecteteg ggtgtgggaa 900
acgcaatgea geacaggeag cagaggegge ggeageagag cggegpeage ageggeggeg 960
gecacectte ttgegggpte gegeeecage cageggtgat gegetgatee caaacgagtt 1020
cacattcaft tgcatgectg gagaagegag getggggect ttgggetgat geagecegea 1080

atggaatgcg gpaccgecag getageagea aaggepecte ceetactceg categatgtt 1140



ccatagtgca tiggactgea tttggptgpa peppecgpet gittettteg igttgearaa 1200
cgegeceaget cageaacctg tecegtpgpt ceeccgtgee gatgaaateg tgtgeacgee 1260
gatcagctga ttgeeegget cgegaagtag gegecctect ttetgetege ceteteteceg 1320
tccegectet agaatatcaa tgatcgagea ggacpggecte cacgecgget ceeccgecge 1380
ctgggtggag cgeetglteg getacgactg ggeccageag accategget getecgacge 1440
cgeegtgtic cgectgteeg cecagggeeg ceeeglgetg ticgigaaga cegacetgte 1500
cggegeccetg aacgagetge aggacgaggce cgeeegectg tectggetgg ceaccacegg 1560
cgtgecctge geegeegtge tggacgtapt gaccgaggee ggeegegact ggetgetget 1620
gegegagglg ceeggecagg acctgetgte cieccacetg geeccegecg agaaggtgte 1680
catcatggee gacgecatge geecgecetgea caccetggac cecgecaccet gececttega 1740
ccaccaggee aageaccgea tegagegege cegeaceege alggaggeeg geetgetega 1800
ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cctggeceee geegagetgt tegeeegeet 1860
gaaggcccgc atgecegacg gegaggacct ggtggtpace cacggegacg cetgeetgee 1920
caacatcatg gtggagaacg gecgeltete cggetteate gactgeggece gectgggegt 1980
ggeegacege taccaggaca tegecctgge cacecgegac atcgeegagg agetgggegg 2040

cgagtggoce gaccgettee tggtpetgta cggeategee geeceecgact cecagegeat 2100
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cgecttetac cgectgetgg acgagttett ctgacaaitg pecageageag cteggatagt 2160
atcgacacac tetggacget gotegtotga tggactgttg cegecacact tgetgeettg 2220
acctgtgaat atcectgeeg cttttatcaa acagecteag igtgttigat cttgtptgta 2280
cgegeltttg cgagttgeta getgeltgtg ctatttgcga ataccaceee cageatceee 2340
ttcectegtt teatateget tgeatececaa cegeaactta tetacgetgt cetgetatee 2400
ctcagcgcetg cteetgetee tgetecactge cectegeaca geettggtit gggetecgee 2460
tgtattctce tggtactgea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acgppaagta 2520
gtggpatpge aacacaaatg gaggatceeg cglctcgaac agagegegea gaggaacget 2580
gaagptctcg cotetgtege acctcagege ggeatacace acaataacca cetgacgaat 2640
gegettggtt cttcgtecat tagegaageg tecggttcac acacgtgeea cgttggegag 2700
gtggcagetg acaatgateg gtggagetga tgglegaaac gltcacagec tagggatate 2760
gaattccttt ctigegetat gacacttcca geaaaaggta gggegggctg cgagacgget 2820
tcceggegcet geatgeaaca cegatgatge ttcgaceeee cgaagetect teggggetge 2880
atgggcegete cgatgecget ccagggegag cgetgtitaa atapecagge cecegattge 2940
aaagacatta tagcgageta ccaaagecat attcaaacac ctagatcact accacticta 3000

cacaggceceac tcgagettgt gatcgeacte cgetaagggg gegectetic ctettegitt 3060



uly

cagtcacaac ccgcaaacac tagtatggee accgeateca ctttctegge gtteaatgee 3120

cgetgeggeg acctgegteg cteggeggge teegggecee ggegeecage gaggeccete 3180

ceegtgegeg gacgegecca getgecegac tggapgecgee tgetgacege catcaccace 3240

gtgitcgtga agiccaageg cccegacatg cacgacegea agtecaageg ceecgacatg 3300

cigptggaca gettcggect ggagtecace gtgeaggacg geetggtgtt cegecagtee . 3360

ttctecatee getectacga gateggeace gaccgeaceg ccageatega gaceetgatg 3420

aaccacetge aggagaccte cetgaaccac tgeaagagea ceggeatect getggacgape 3480

ltcggccgea cectggagat gtgcaagege gacctgatet ggotgetgat caagatgecag 3540

atcaaggtga accgetacce cgectgggge gacacegtgg agatcaacac cegettcage 3600

cgectgggea agatcggeat gggecgegac tggetgatet cegactgeaa caccggegag 3660

atcctggtge gegeeaccag cgectacgee atgatgaace agaagacceg cegeetgtee 3720

aagctgecet acgaggtgea ccaggagate gtgecectgt tegtggacag cecegtgate 3780

gaggactceg acctgaaggt geacaaglte aaggtpaaga ceggegacag catccagaag 3840

ggeetgacee ceggetggaa cgacetggac gtgaaccage acgtgtecaa cgtgaagtac 3900

atcggctgga tectggagag catgeccace gaggtgetge agacccagga getgtgetee 3960

ctggecctgg agtaccgeeg cgagtgegge cgegacteeg tgetggagag cgtgacegee 4020



atggacccca geaaggtgpe cgtgepetee captaccage acetgetgeg cetggaggac 4080
ggeaccgeca tegtgaacgg cgecaccgag tgpegeccca agaacgecgg cgecaacgge 4140
gecatcteea cecggeaagac cageaacgge aacteegtgt ccatggacta caaggaccac 4200
gacggcgact acaaggacca cgacatcgac tacaaggacg acgacgacaa gtgactegag 4260

geageagceag cteggatagt ategacacac tetggacget gptegtptga tggactgitg 4320

ccgecacact tgetgecttg accigtgaat atcectgecg ctiitatcaa acagectcag 4380
tgtgtitgat cttgtgtgta cgegettttg cgagttgeta getgettgtg ctatttgcga 4440
ataccacccc cageatceec ttcectegtt teatateget tgeateecaa cegeaactta 4500
tetacgetgt cetgetatee cteagegetg ctectgetee tgeteactge cectegeaca 4560
geettgattt pegetecgee tgtatictee tggtactgea acctgtaaac cageactgea 4620
atgctgatge acgggaagta gtgggatgpge aacacaaatg gaaagett 4668
<210> 83

<211> 4656

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<4(0> 83
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getaccegec tgeaacgeaa gggeagecac ageegeteee accegecget gaaccgacac 60
gtgettggpe gectgeegee tgeetgeege atgetigloe tggtgaggcet gggeagtget 120
gecatgetga ttgaggettg gttcategpg tgpaagetta tgtgtgtget gpgettpeat 180
gecgggcaat gegeatggty gcaagaggge ggeageactt getggagetg cegeggtgee 240
tecaggtgpt teaatcgegg cagecagagg gatttcagat galegegegt acaggttgag 300
cagcagtgtc agcaaaggta geagttipee agaatgateg gticagetgt taatcaatge 360
cagcaagaga aggggtcaag tgecaaacacg ggeatgecac ageacgggea ceggggagtg 420
gaatggeace accaagtgtg tgcgagecag catcgeegee tggetgttte agetacaacg 480
gcaggagtca tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caatcategg geggpcgtga 540
tgcaageatg cctggegaag acaqatggtg tgeggatget geeggetget gectgetgeg 600
cacgeegltg agtiggeage agpelcagee atgeactgga tggeagetgp getpecactg 660
caatgtggtp gataggatgc aagtggageg aataccaaac cetetggetg cttgetgget 720
tgcatggeat cgeaccatca geaggagege atgegaaggp actggeccea tgcacgecat 780
gecaaaccgg agegeaccega gtgtecacac tgtcaccagg ceecgeaaget ttgeagaace 840

atgeteatgg acgeatgtag cgetgacgte cctigacgge getecteteg getgtgegaa 900

acgcaatgea geacaggceag cagaggeggc ggeageagag cggeggeage ageggegpge 960

VAS TS



VR

gecacecttc ttgegggeote gegeeeeage cageggigat gegetpatee caaacgagit 1020
cacaticatt tpcatgectg gagaagegag getggggect ttgggctggt geagecegea 1080
atggaatgeg ggaccgecag getageagea aaggegecte cectaclecg categatgtt 1140
ccatagtgea tiggacigea tttgpgtppg scggeegget gtttettteg tgttgcaaaa 1200
cgegeeaget cageaacctg teecgtggpt ccecegtgee patgaaateg tgtgcacgee 1260
gatcagetga ltgecegget cgegaagtag gegeectect ttetgetege ceteteteeg 1320
tecegecetcet agaatatcaa tgatcgagea ggacggectc cacgecgget cccecgecge 1380
ctggplppag cgeetgticg getacgactg ggeccageag accatcgget getcegacge 1440
cgeegtgtte cgectgteeg cccagggeeg ceeegtgetg tiepigaaga cegacetgte 1500
cggegecctg aacgagetge aggacgagpe cgeccgectg teetggetgn ccaccacegg 1560
cgtgecectge geegeegtge tggacgtgpt paccgaggee ggeegegact ggetgetget 1620
ggecgapgetg ceoggecagg acetgetgte cteeccacetg geeccegeeg agaaggtgte 1680
catcatggcee gacgecatge geegectgea caceetggac cecgecacet geceettega 1740
ccaccaggece aagceaccgea tegagegege cegeaccege atggaggecg gectggigga 1800
ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cetggeceee geegagetgt iegecegeet 1860

gaaggceccge atgecegacg gegaggacet ggtggtpace cacggepacg cetgeetgee 1920



433

caacatcalg gtggagaacg gecgettete cggeticate gactgeggee geetgggept 1980
ggcegacege taccaggaca tegeeetgge caccegegac ategeegagg apgetggecgg 2040
cgagtgggee gacegettce tggtgetata cggcategee geeceegact cecagegeat 2100
cgcecttetac cgectgetgg acgagttett ctgacaattg geageagceag cteggatagt 2160
atcgacacac tetggacget ggtegtgtpa tggactgttg cegecacact tgetgeettg 2220
acctgtgaat atcectgeeg ctittatcaa acagectcag tptgtitpat cttgtetgta 2280
cgegettttg cgagftgcta getgettgtg ctatttgega ataccaccee cageatccee 2340
ttceetegtt teatatcget tgeateecaa cegeaactta tetacgetgt cetgetatee 2400
clcagegetg ctectgetee tgeteactge cectegeaca pecettggttt gpgeteegee 2460
tgtattctee tgptactgea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta 2520
gtgggatpge aacacaaatg gaggatccég cgtetcgaac agagegegea gaggaacget 2580
gaaggteteg cctetgtege accteagege ggeatacace acaataacca cetgacgaat 2640
gegettgett cttegtecat tagegaageg teeggttcac acacgtgecea cgttggegag 2700
gtggcaggte acaatgateg gtggagelga tgptcgaaac gticacagec taggpatatc 2760
gaattecttt cttgegetat gacactteca geaaaaggta gggegggete cgagacgget 2820

teceggeget geatgeaaca cegatgatge ttegaccece cgaagetect teggggetge 2880



atgggepete cgatgecget ccagggepag cgetgtttaa atageeagge ceecgattge 2940
aaagacatta tagcgagceta ccaaagecat attcaaacac ctagatcact accacttcta 3000
cacaggecac tcgagettgt gatcgeacte cgetaagggg gegcectctte clettegttt 3060
cagtcacaac ccgcaaacac tagtalgget teegeggeat teaccatgte ggegtgeece 3120
gegatgactg geagggeece tpggpcacgt cgeteeggac gpecagtege caccegectg 3180
aggggecgeg coececgactg gagecgeetg ctgaccgeca tecaccacegt gitcgtgaag 3240
tccaagegec cogacatgea cgacegeaag tecaagegee cegacatget ggtgpacage 3300
tteggectgg agtecacegt geaggacgge ctggtgtice gecagtectt ctecatcecge 3360
tcctacgaga teggeaccega cegeaccgece ageategaga cectgatgaa ceacctgeag 3420
gagacctcce tgaaccactg caagageace ggceatectge tggacpgett cggecgeace 3480
ctggagatgt gecaagegega cctgatetgg piggigatea agatgeagat caaggtgaac 3540
cgctacceeg cetgggaega cacegtggag atcaacacee gettcageeg cetgggeaag 3600
atcggeatgg gecgegactg getgatetee gactgeaaca ceggegagat cetggtgege 3660
gccaccageg cetacgecat gaigaac;ag aagacccgcec geetgtecaa getgeectac 3720
gaggtgeace aggagategt geeectglic giggacagee cegtgatega ggactecegac 3780

ctgaaggtgce acaagttcaa ggigaagace ggegacagea tccagaaggg cetgacccee 3840
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ggetgpaacg acctggacgt gaaccageac gtgtecaacg tgaagtacat cggetggate 3900

ctggagagea tgeccaccga ggtgctggag acccaggage tgtgeteeet ggecetggag 3960

taccgeegeg agtgeggeeg cgacteegtg ctggapageg tgaccgecat ggaceccage 4020

aaggtgpecg tgegetceca gtaccageac ctgetpegee tggagpacgg caccgeeate 4080

gtgaacggeg ccaccgagtg gegeeccaag aacgeeggeg ceaacggege catctccace 4140

ggcaagacca geaacggeaa ctecgtptee atggactaca aggaccacga cggegactac 4200

aaggaccacg acatcgacta caaggacgac gacgacaagt gactegagge apgeageaget 4260

cggatagtat cgacacactc tggacgelgg tegtgtgatg gactgttgee gecacacttg 4320

ctgecttgac ctgtgaatat cectgecget titatcaaac agectcagtyg tgtitgatet 4380
tgtgtptacg cgottttgeg agttgetage tg-cttgtgct atttgcgaat accaccceca 4440

geatcccectt cectegttic atategettg cateccaace geaacttate tacgetgtee 4500
tgetatcect cagegcetgcet cetgetectg cteactgeee ctegeacage citggtttgg 4560

geteegeetg tatteteetg gtactgeaac clgtaaacca geactgeaat getgatgeac 4620

ggpaagtagt ggeatgopaa cacaaatgga aagett 4656

<210> 84
211> 4721
<212> ADN



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: polinucle6tido sintético
<400> 84

ggtaccegec tgcaacgeaa ggpcagecac agecgetece aceegecget gaaccgacac 60
gtgcttggge geetgeegee tgeetgeege atgéttgtgc tgotgagocet ggpcagtget 120
gecatgetga ttgaggcttg gttcateggg tgpgaagcetta tgtptptpet ggoctigeat 180
geegggceaat gegeatggtp pcaagaggace ggcageactt getggagetg cepgegptgee 240
tccaggtgot tcaategegg cagecagagg gatttcagat gategegegt acagpttgag 300
cageagtgte agcaaaggla geagtttgec agaatgateg glicagetgt taatcaatge 360
cagcaagaga agggptcaag tgeaaacacg ggcatgeeac ageacggpea ceggggagtg 420
gaatgpeacc accaagtgtg tgegapceag catcgeegece tggetgtite agetacaacg 480
geaggagtea tccaacgtaa ccatpagetg atcaacactg caatcategg gegpgegtga 540
tgcaageatg cctggcgaag acacatggtg tgeggatget geeggetget geetgetgeg 600
cacgceegttg agttggcage aggelcagec atgeactgga tggeagetgg getgecactg 660
caatgtggtp gatagpgatge aagtggageg aataccaaac cetetggetg citgetgget 720

tgcatgpeat cgeaccatea geaggagege atgegaaggg actggeccca tgcacgecat 780

gecaaacegg agegeacega gtgtecacac tgtcaccagg cecgeaaget ttgeagaace 840



STL

atgctcatgg acgceatgtag cgetgacgte cettgacgge getecteteg ggtgtgggaa 900
acgcaatgca geacaggeag cagaggeggce ggeageagag cggeggeage ageggeggeg 960
gecaccectic tigegggete gegecccage cageggtgat gegetgatee caaacgagtt 1020
cacattcatt tgeatpcetg gagaagegag getgggpect tigggetgpt geageecgea 1080
atggaatgeg ggaccgecag getageagea aaggegecle cectactecg categatgtt 1140
ccatagtgca ttggactgea {ttgggtgpe geggecgget gtitetticg tgtigeaaaa 1200
cgegecaget cageaaccetg teeegtgggat cececgtgee patgaaateg (gtgeacgee ]260
gatcagetga tigecegget cgegaagtag gegecectect ttetgetege ceteteteeg 1320.
tecegectet agaatatcaa tgatcgagea ggacggcecte cacgeegget cececgecge 1380
ctgggtogag cgectgtteg getacgactg ggcecageag accategget getcegacge 1440
cgeegtgtte cgectglecg cecagggecg ceecgtgetg ttegigaaga cegacctgte 1500
cggegeceetg aacgagetge aggacgaggc cgeeegectg tectggetge cecaccacegg 1560
cgtgeectge geegeegtge tgpacgtpgt gacegaggee ggeegegact ggetgetget 1620
gggegaggty cecggecagg acctgetgte cleccacetg geeecegecg agaagptgte 1680
catcatggece gacgecatge geegectgea cacectggac ceegecacet geeccttega 1740

ccaccaggec aageaccgea tcgagegege cegeacecge atggaggecg geetgptgga 1800



ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cetggeeece geegagetgt legeecgect 1860
gaaggeccge atgeeegacg pegaggacet ggtggtpace cacggcgacg cetgectpee 1920
caacatcatg gtpgagaacg gecgettcte cggettcate gactgepgee geetgggegt 1980
ggecgaccge taccaggaca tegeectgge caccegegac atcgeegagg agetggocgg 2040
cgagtgggee gaccgettee tggtgetgta cggeategee geeceegact cecagegeat 2100
cgeettetac cgeetgetgg acgagttctt ctgacaattg geageageag cteggatagt 2160

atcgacacac tetggacgct ggtegtgtea tggactgitg ccgecacact tgetgeettg 2220

acctgtgaat atccetgecg cttttatcaa acagecteag tgtgtttgat ctigtgtgla 2280
cgegettitg cgagltgcta getgettgtg ctatltgega ataccacece cageatceee 2340
itccetegtt teatateget tgcatccca'a ccgeaactia tctacpetgt cetgetatee 2400

ctcagegetg ctectgetec tgetcactge cectegeaca geettggttt ggpeteegee 2460

tgtattctee tggtactgea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta 2520

gtgggatgpe aacacaaatg gaggatceeg cgtetegaac agagegegea gaggaacget 2580

gaaggtctcg cetctgtege acctcagege ggealacace acaataacca cetgacgaat 2640

gegcettgatt cticgtecat tagegaageg tceggtteac acacgtgeca cgtiggegag 2700

gtggcagglg acaatgateg gtggagcetga tpgtepaaac gltcacagee tagggatate 2760
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gaattccttt cttgegetat gacacticca gecaaaaggta gggepggetp cgagacgget 2820
teceggegcet geatgeaaca cegatgatge ttegacecee cgaagetect tcgggectge 2880
atgggegetc cgatgecget ccaggpepag cgetgfitaa atageeagge cecegattge 2940
aaagacatta tagcgagceta ccaaagecat attcaaacac ctagatcact accacttcta 3000
cacaggecac tegagetigt gatcgeacte cgetaagggg gegectette ctettegttt 3060
caglcacaac ccgeaaacgg cgegecatgg ccaccaccag cetggectee geettetget 3120
ccatgaaggc cgtgatgetg gecegegacg geegeggeat gaageccege ageteegace 3180
lgeagetgeg cgeeggeaac geeeceacet cectgaagat galcaacgge accaagttca 3240
getacaccga gagectgaag cgectgeceg actggtecat getgttegee gtgatcacca 3300
ccatcttcag cgecgeegag aagcagtgga ccaabctgga gtggaageee aageccaage 3360
tgceccaget getggacgac cactteggcee tgeacggect ggtpttecge cgeacetteg 3420
ccatccgete ctacgagglg ggececegace geageaccete cateetggee glgatgaace 3480
acatgcagga ggecaccctg aaccacgecea agageglgge catectggge gacggcetteg 3540
geaccaccct ggagatgtee aagegegace tgatgtggpt gptocgecge accecacgigg 3600
ccplggageg ctacceeace tggggcegaca cegtggaggt ggagtectgg atcgpepeca 3660

geggeaacaa cggeatgege cgegactice tggtgegega ctgeaagace ggegagatee 3720



<ot

tgacccgetg cacctecctg agegtgetga tgaacacecg caccegeege ctgageacea 3780
leceecgacga ggtgegegge gagalcggee cegectteat cgacaacgtg geegtgaagg 3840
acgacgagat caagaagetpg cagaagcetga acgacteeac cgeegactac atccagggeg 3900
gectgaccee cegetggaac gacctggacg tgaaccagea cgtgaacaac ctgaagtacg 3960
tgpectggat gticgagace gtgecegaca geatettega gteccaccac atcagetect 4020
tcaccctgga gtaccgecge gagtgeacee gegacteegt getgegeage ctgaccaceg 4080
tgageggegg cagetecgag geeggeelgg tgtgegaccea cetgetgeag ctggaggeeg 4140
geagegaggt getgegegee cgeaccgagt ggegeeeeaa getgacegac tectteegeg 4200
geatcagegt gatceecgee gageccegeg tgatggacta caaggaccac gacggegact 4260
acaaggacca cgacatcgac tacaaggacg acgacgacaa gtgatgacte gaggcageag 4320

cagctcgpat agtatcgaca cactetggac getggategtp tpatggactg ttgeecgeeac 4380

acttgetgec ttgacetgtg aatatcectg cegettttat caaacagect cagtgtgttt 4440
gatcttgtgt gtacgegett ttgegagttg ctagetgett gtgetatiig cgaataccac 4500
ccecagealce cectteecte gtitcatate gettgeatee caacegeaac ttatctacge 4560
tgtectgeta teectcageg ctgeteetge tectgeteac tgeeeetege acagecttgg 4620

tttgggctee gectgtatte tectggiact geaacetgta aaccageact geaatgetga 4680



tgcacggpaa gtagtgggeat gggaacacaa atggaaaget t 4721

<210> 85
<211> 4650
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 85

ggtaccegee tgeaacgeaa ggpcageeac agecgetece accegecget gaaccgacac 60

gtgettggge gectgeegee tgectgeege atgettgtpe tggtgageet gggeagtget 120

gecatgetga ttgagpettg gitcatcggg tgpaagcetia tgtetgtget ggectigeat 180

geegggeaat gegeatggtg geaagaggpe gocageactt getggagetg cegeggtgee 240

tccaggtppt tcaatcgegg cagecagagg gatttcagat gatcgegegt acaggttgag 300

cagcagigic agcaaaggta geaglttgec agaatgateg gttcagetgt taatcaatgc 360

cagcaagaga agppgtcaag tgcaaacacg ggeatgecac ageacgggca ceggggagtg 420

gaatgpcace accaagtgty tgegagecag categecgee tpgetgtttc agetacaacg 480

geaggagtca tecaacgtaa ccatgagcetg atcaacactg caatcatcgg gegpgegtga 540

tgcaageatg cotggcgaag acacatggtg tecggatecet gpeeggetpet geetgetgeg 600



cacgeegttg agitggeage aggetcagee atgeactgga tggeagetgp getgecactg 660

caatgtggtg gataggatgc aagtggageg aataccaaac ceteiggctg cttgetggat 720

tgcatggeat cgeaccatca geaggagegc atgegaaggg actggeccea tgeacgecat 780

gccaaacegg agegeacega gtgtecacac tgtcaccagg cecgcaaget itpcagaace 840

atgcicatpg acgeatgtag cgetgacgle ceitgacgge gelecteteg getptggpaa 900

acgcaatgea geacaggeag cagaggeggc ggeageagag cggeggeage ageggegepg 960

gecaccctte ttgegpgpte gegececage cageggtgat gegetgatee caaacgagtt 1020

cacattcalt tgecatgectg gagaagegag petgpgecect tiggpetgpt geageccgea 1080

atggaatgeg ggaccgecag getageagea aaggegecete cectactecg categatgtt 1140

ccatagtgcea ttggactgea tttgpgtegp geggeegpet gittetticg tpttgcaaaa 1200

cgegecaget cageaaccetg teeegtggpt ceceogtgee gatgaaateg tgtgeacgee 1260

gatcagctga tigeecegget cgegaagtag gegeeeteet ttetgetege ceteteteceg 1320

tcccgectet agaatatcaa tgategagea ggacggecte cacgeegget ceecccgeege 1380

ctgggtggag cgectglteg getacgactg ggeccageag accatcgget geteegacge 1440

cgeegtgtte cgeetgteeg cecagggeeg ceceglgetg ttegtpaaga cegacetgte 1500

cggegeectg aacgagetge aggacgagge cgecegeetg tectggetgg ccaccacegg 1560



cgtgeectge gecgeegtge tggacgtggt gacegaggee ggeegegact ggctgetget 1620

gggcgaggtp ceecggecagg acctgetgte cteceacetg geccecegeeg agaaggtgte 1680

catcatggce gacgeeatge geegectgea caceetggac ccegeeacet geeeettega 1740

ccaccaggee aageaccgcea tegagegege cegeaceoge atggaggeeg geetgptgga 1800

ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cetggeeece geegagetgt tegeecgeet 1860

gaaggeecge atgeeegacg gegaggacct gptgptgace cacggegacg cetgeetgee 1920

caacatcatg gtggagaacg geegeticte cggeticate gacigeggee gectggpegt 1980

geccgacege taccaggaca tegeectgpe caccegegac ategeegagg agetgggegg 2040

cgagtgggec gacegettce tgglgetgta eggeategee geeeeegact cecagegeat 2100

cgecttetac cgectgetgg acgagtictt ctgacaattg geageageag cteggatagt 2160

atcgacacac tctggacget gategtgtga tggactgitg cegecacact tgetgeettg 2220

acctgtgaat atccetgeeg cltttatcaa acagectcag tgtgtttgat citgtptpta 2280

cgegceltttg cgagttgeta getgettgtg clatttgega ataccacece cageatcece 2340

ttccetegtt teatatcget tgeateecaa cegeaactia tetacgetgt cetgetatec 2400

clcagegetg cteetgetee tgeteactge ceetegeaca geettgpttt gopeteegee 2460

tptattctee tggtacigea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta 2520
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glggpatgpp aacacaaatg gaggateeeg cgtetegaac agagegegea gaggaacget 2580

gaaggicteg cetetgtege acctcagege gecatacace acaataacca cetgacgaat 2640

gegettgptt cttegtecat tagegaageg tecggttcac acacgtgeea cgltggegag 2700

gtpgeaggtg acaatgatcg ptggagetga tgglegaaac giicacagee tagggatate 2760

gaattcctit cttgegetat gacacticea geaaaaggta gggegggctg cgagacgget 2820

teccggeget geatgeaaca cegatgatge ticgaceece cgaagetect tegggpetge 2880

atgggcpcte cgatgeeget ceagpggcgag cgctgtttaa atagecagge ceeegatige 2940

aaagacatta tagcgageta ccaaagecat attcaaacac ctagatcact accacttcta 3000

cacapgceac tegagettgt gatcgeacte cgetaaggpp gegectette ctettegttt 3060

cagtcacaac ccgeaaacac tagtatgacg ttcggpgtep cecteeegge catgggecge 3120

gatgtetece ttceeeggee caggptegeg ptecgegece agteggegag teaggitttg 3180

gagagegggce gegececega ctggtecatg ctgttegeeg tgatcaccac catettcage 3240

gecgeegaga ageagtggac caacetggag tggaagecca ageccaaget geeccagetg 3300

ctggacgacc actteggect geacggectg glgttcegee geacettege catcegetce 3360

tacgaggtegg peccegaceg cageacctee atectggeeg tgatgaacca catgeaggag 3420

geeaccetga accacgecaa gagegtggge ateclgggeg acggcttegg caccaccetg 3480



b

gagatptcca agegegacct gatgtgggty gtgepecgea cecacgtgge cgtggagege 3540
taccecacct ggggcgacac cgtggagote gaptgetgga teggegecag cggeaacaac 3600
gecatgegee gegacttect gotpegegac tgcaagaceg gegagatect gaccecgetge 3660
acctecetga gegtgetgat gaacaccege acccgeegee tgageacceat cecegacgag 3720
gtgegeggcg agateggece cgecttcate gacaacgtgg cegtgaagga cgacgagate 3780
aagaagctge agaagcetgaa cgactecace geegactaca tecagggegg cetgacecce 3840
cgctggaacg acciggacgl gaaccageac gtgaacaacce tgaagtacgt ggeetggatg 3900
ttcgagaccg tgcecgacag catcticgag teccaccaca teageteett cacectggag 3960
taccgecgeg agtgcacceg cgacteegtg ctgegeagee tgaccacegt gagegpgegge 4020
agctecgagg ceggectggt gtgegaccac ctgetgeage tgpaggocpg cagegagpte 4080
ctgegegece geacegagtg gegeeccaag ctgacegact cettecgegg catcagegtg 4140
atcccegecg ageeccgegt gatgpactac aaggaccacg acggegactla caaggaccac 4200
gacatcgact acaaggacga cgacgacaag tgatgacteg aggeageage ageteggata 4260
gtatcgacac actctggacg ctggteptpt gatggactgt tgecgecaca cttgetgect 4320
tgacctglga atatcectge cgcttttatc aaacagectc aptgtgtitg atcttgtgte 4380

tacgcgcttt tgegagttge tagetgetty tgctatttge gaataccace cecageatce 4440



cctteecteg titcatateg cttgeatcee aaccgeaact tatctacget gtectgetat 4500
cceteagege tgeteetget cetgeteact geeectegea cagecttggt ttggocteeg 4560
cetptatict cctggtactg caacctgtaa accageactg caatgetgat gcacgggaap 4620
tagtgggaty ggaacacaaa tggaaagett 4650
<210> 86

<211> 4653

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: polinucle6tido sintético

<400> 86

ggtacecgece tgeaacgeaa gggeagecac ageegeteee accegeeget gaaccgacac 60

gtgcttggpc geetgeecgee tpectgeege atgettgtge tggtgagget gpggcagtget 120

geecatgetga ttgaggcttg gttcatcggp tggaagelta tgtgtgtget ggpcttgeat 180

geeggecaat gegeatggte pecaagaggge ggeageactt getggagetg cegeggtgee 240

tccaggtgpt tcaatcgegg cagecagagg gatttcagat gatcgegegt acaggttgag 300

cagcagtgte agcaaaggta geagtitgec agaatgateg gltcagetgt taatcaatge 360

cagcaagaga aggggtcaag tgeaaacacg ppcatgecac agcacgggcea ceggggagte 420



gaatgpcace accaagigtg tgpegagecag catcgecgece tggetgttte agetacaacg 480
geagpagtca tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caatcategg gegggegtga 540
tgcaageatg cetggegaag acacatggtg tgeggatget gecggetget geetgetgeg 600
cacgeegfttg agtiggeage aggetcagec atgeactgga tggeagetgg getgecactg 660
caatgtgete gatagpatge aagtggageg aataccaaac cctetggetg cttgetgggt 720
tgcatggcat cgcaccatea geaggagege atgegaaggg actggeccea tgeacgecat 780
gecaaaccegg agegeaccga gtgtecacac tgteaccagg ceegeaaget ttgeagaace 840
atgcteatgg acgceatgtag cgetgacgte cettgacgge geteeteteg ggtptgegaa 900
acgcaatgca geacaggeag cagaggegece ggcageagag cggeggeage ageggeggge 960
gecacectte ttgegggate gegeeccage cageggtgat gegetgatee caaacgagtt 1020
cacatfcatt tgcatgectg gagaagegag getggggcect ttggpetget gcageccgea 1080
atggaatgeg ggaccgecag getageagea aaggegecte cectactecg categatgtt 1140
ccatagtgea {tggactpea titgpgtope scggccgact gtitcttteg tgttgcaaaa 1200
cgegeeaget cageaacctg tecegtggpt ceccegtgee gatgaaateg tgtgcaégcc 1260
gatcagctga ftgeeeggcel cgegaagtag gegeccliect tictgetege ceteteteeg 1320

tecegectet agaatatcaa tgatcgagea ggacgpcecte cacgecgect ceeccgeege 1380



ctggatggag cgectgticg getacgactg ggcccageag accategget geteccgacge 1440
cgeegtgtte cgectgteeg cecagggecg cecegtgetg ticglgaaga cegacetgte 1500
cggcgeectg aacgagetge aggacgaggc cgeeegectg teetggetgg ceaccacegg 1560
cgtgeeetge geegeegtgce tggacgtgat gacegagpee ggecgepact gpetgetget 1620
ggacgaggtg cecggecagg acctgetgte cteccacctg geeccegeeg agaaggtgte 1680
cafcatggee gacgecatge geecgectgea cacectggac cecgecacel geececttega 1740
ccaccaggee aageaccgea tegagegege cegeaccege atggaggeeg geetgptgga 1800
ccaggacgac ctggacgagg agcaccaggg cetggeceee gecgagetgt tegeeegect 1860
gaaggecege atgeccgacg gegaggacet ggtggtgace cacggegacg cetgectgee 1920
caacatcatg gtggagaacg geegetictc cggettcate gactgeggee geetgggegt 1980
geccgaccge taccaggaca tegeectgge caccegegac atcgeegagg agetgggepg 2040
cgagtggpce gacegcttee tggtgetpta cpgeategee geeeecgact cecagegeat 2100
cgecttetac cgectgetgg acgagttett ctgacaatig geageageag ctegpatagt 2160
atcgacacac tctggacgcet ggtegtgtga tggactgtig cegecacact tgetgecttg 2220
acctgtgaat atceetgeeg citttatcaa acagecteag tgtptttgat ctigtgtgta 2280

cgegcettitg cgagttgeta getgetigtg ctatttgega ataccaccee cageateece 2340



A

ttccetegtt teatateget tgeateccaa cegeaactta tetacgetgt cetgetatee 2400

cteagegcetg ctectgetee tgeteactge cectegeaca geettggtit ggectcegee 2460

tgtattctce tggtactgea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta 2520

gteggatgey aacacaaatg gaggateccg cgtetcgaac agagegegea gaggaacget 2580

gaaggteteg cetetgtege acctecagege ggcatacace acaataacca cetgacgaat 2640

gegetiggtt cttegtecat tagegaageg tecggtteac acacgtgeea cgttggegag 2700

glggeagate acaatgatcg gtggagetga tgptegaaac gttcacagee tagggatate 2760

gaattecttt citgcgctat pacactteca geaaaaggta ggpepggetg cgagacgpet 2820

tcecggeget geatgeaaca cegatgatge ttcgaceeee cgaagetect tegggoctge 2880

atgggcgete cgatgecget ccagggegag cgetgtttaa atagecagge cecegattge 2940

5

aaagacatta tagcgagcta ccaaagecat atfcaaacac ctagatcact accacttcta 3000

cacaggccac tcgagcettgt gatcgeacic cgetaagggg gegectette ctettegtit 3060

cagtcacaac ccgcaaacac tagtatgget atcaagacga acaggcagec tgtggagaag 3120

ccteegtica cgatcgggac getgegeaag gecateececg cgeactgitt cgagegeteg 3180

gegettegtg ggegegecee cgactggtee atgetgticg cegtgateac caccatette 3240

agegecgecg agaageagty gaccaacctg gagtggaage ccaageecaa getgececag 3300



ctgetggacg accacltegg cetgeacgge ctggtgttee geegeacett cgecatcege 3360
tcctacgagg tggpeccega cegeageace tecateetge cegtgatgaa ceacatgeag 3420
gaggccacce tgaaccacge caagagegte gecatectgg gegacggett cggeaccace 3480
clggagatgt ccaagegega cetgatgtepg glggtgepee geacecacgt ggeegtgpag 3540
cgetacceca cetggpgega cacegtggag gtggagtget ggateggege cageggeaac 3600
aacggcatge gecgegactt cetggtgege gactgeaaga coggegagat cetgaccege 3660
tgcacetece tgagegtget gatgaacace cgeaccegee gectgageac catceccgac 3720
gagptecgeg gegagatcgg cecegeclic atcgacaacy tggeegtgaa ggacpacgag 3780
atcaagaagc tgcagaaget gaacgactce accgecgact acatccaggg cggecetgace 3840
ccecgetgga acgacetgga cgtgaaccag cacgtgaaca acctgaagta cgtggectgg 3900
ptgttcgaga cegtgeccga cageatette gaglcccace acatcagete cttcacectg 3960
gagtaccgcé gcgagteeac cegegactee glgetgegea gectgaceac cglgagegge 4020
ggeageteeg aggeeggect ggtgtpegac cacetgetge agetggaggp cggeagegag 4080
glgetgegeg cecgeaccga gtggegeece aagetgaceg actectteeg cggeatcage 4140
gtgateceeg cegageceeg cgtgatggac tacaagpace acgacggega ctacaaggac 4200

cacgacatcg actacaagga cgacgacpgac aagtgatgac tcgaggeage ageagetegg 4260



\YAY

atagtatcga cacactetpg acgetggieg tgtgatggac tgttgecgee acacttgetg 4320
ccttgacctg tpaatatcce tgecgctilt atcaaacage cicagtgtgt ttgatettgt 4380
gtgtacgege ttttgegagt tgctagetge (lgtgelatt tgegaatace acceccagea 4440
tecectteee tegtitcata tegettgeat cecaacegea acttatetac getgtectge 4500
tatccetcag cgetgetect getectgete actgeeccte geacagectt g‘glttgggct 4560
cegectgtat teteetggta ctgeaacetg taaaccagea ctgeaatget gatgeacgpg 4620
aagtaglggp atppgaacac aaatggaaag ctt 4653
<210> 87

<211> 4653

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 87

ggtaccegec tgcaacgcaa ggpcagecac agecgetece accegeeget gaaccgacac 60
gtgettggpe pectgeegec tgeetgeege atgettgtge tgptgapect ggecagtget 120
geeatgetga ttgaggctlp gltcateggg tggaagetta tgtgtgtget gggctigeat 180

geegggcaat gegeatggte gcaagaggge ggeageactt getggagetg cegeggteee 240



tecaggtgpt tcaatcgegg cagecagagg gattteagat gatcgegept acaggttgag 300
cagcagtgtc agcaaaggta geagtttgee agaatgateg pttcagetgt taatcaatge 360
cagcaagaga agggotcaag tgeaaacacg ggeatgecac ageacgggca ceggggagtg 420
gaatgpcacc accaagtgtg tgegageceag catcgecgee tggetgtite agetacaacg 480
gecaggagtcea tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caatcategg gepgggegtea 540
tgcaageatg cctggegaag acacatgglg tgeggatoct geeggetget geetgetgeg 600
cacgecgttg agttggeage aggetcagee atgeactgga tggeagetgg gctgcgactg 660
caatgtggtg gataggatge aaptggageg aataccaaac cctetggetg cttpetggpt 720
tgcatggceat cgeaccatca geaggapege atgegaaggg actggeccea tgeacgecat 780
gecaaacegg agegeacega gtgtceacac tgtcaccagg cecgeaaget ttpcagaace 840
atgetcatgg acgeatgtag cgetgacgte cetigacgge getecleteg ggtgtgggaa 900
acgcaatgea geacaggeag cagaggegge ggeageagag cggeggeage ageggegeeg 960
gecaccctte ttgegggpete gegecccage cageggtgat gegctgatee caaacgagtt 1020
cacattcatt tgcatgeetg gagaagegag getggggect ttgpgetggt gecagecegea 1080
atggaatgcg ppaccgecag getageagea aaggegcecic cectacteeg catcgatgtt 1140

ccatagtgca ttggactgea titggptgge gepgecpggact ptttettteg tgttgcaaaa 1200

LES



St

cgegecaget cageaacctg tecegtgggt ceccegtgee gatgaaateg tgtgeacgee 1260
gatcagetga ttgeecgget cpegaagtag gegecectect ttctgetege cetetetceg 1320
tccegectet agaatatcaa tgategagea ggacggecte cacgeegget cececgecge 1380
ctggptggag cgectgtteg getacgactg ggeccageag accategget getcegacge 1440
cgeegtgttc cgeetgteeg cceagggccg cceegtgetg ttegtpaaga cegacetgte 1500
cggegeectg aacgagelge aggacgaggce cgccc‘gcctg teetggelgg ceaccaccgg 1560
cgtgecetge geegeegtpe tggacgtapt gacecgaggee ggecgegact ggetgetget 1620
gggegaggtg cecggecagg acctgetgte cteecacctg gecceegeeg agaaggtete 1680
catcatggce gacgecatge geegecetgea caceeiggac ccegecacct geeecttega 1740
cecaccaggec aageacegea tegagegege cegeaccege atggaggecg geetgptgga 1800
ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cetggeccee geegagetpt tegeeegect 1860
gaaggeccge atgeecgacg gcgaggacct ggtggtgace cacggegacg cetgectgee 1920
caacatcatg gtggagaacg gecgettete cggeticate gactgeggee geetgggept 1980
ggeegacepe taccaggaca tegeeetgge caccegegac ategecgagg agetggpegg 2040
cgagtggpce gaccgettee tggtgctpta cpgeategec geccecgact cecagegeat 2100

cgecettctac cgeetgetgg acgagtictt ctgacaatig geageageag cteggatagt 2160



atcgacacac tctggacget ggtegtotga tgpactgltg cegecacact tgetgectte

acclgtgaat atceetgeeg citttatcaa acagectcag tgtgtttgat ctigtgtgta

cgegettttg cgagttgeta getgcettgtg ctatitgega ataccacece cageateece

ttcectegtt tcatateget tgeatcecaa cegeaactta tetacgetgt cetgctatee

ctcagegetg ctectgetee tgetcactge ceetegeaca geettggtit gggetecgec

tgtattctce tggtactgea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta

gtgggatgge aacacaaatg gaggateceg cgtelegaac agagegegea gaggaacget 2580

gaaggtcteg cctetptecge acctcagege ggeatacace acaataacca cctgacgaat

gegettgett cticgtecat tagegaageg tecggtteac acacgtgeca cgltggegag

gtggcaggty acaatgateg gtggagetga tggtegaaac gticacagee tagggatate

gaatteelit cttgegetat gacacttcca geaaaaggta gggegagetg cgagacggct

fcceggeget geatgcaaca cegatgatge ttegaceece cgaagetect teggggetge

atgggegcete cgatgecget ceagggegag cgelgtttaa atagecagge ceecgattge

aaagacatta tagcgagcta ccaaagecat attcaaacac ctagatcact accacticta

cacaggecac tcgagettgt gatcgeacic cgetaaggpp gegectette cicttegttt

cagtcacaac ccpcaaacac tagtatggec accgeateea ctttetegge gitcaatgee

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

SI%



cgetgeggeg acctgegleg cteggeggge teegggecee ggegeccage gaggeccete 3180
cecegtgegeg ggegegecce cgactggtee atgetgtteg cegtgatcac caccatette . 3240
agegeepecg agaageagtg gaccaacctg gagtggaage cecaageccaa getgeeecag 3300
ctgetggacg accacttegg cetgeacgge ctggtgttee geegeacett cgecatcege . 3360
tcctacgagg tggoeceega cegeageace tecateetgg ceglgatgaa ceacatgeag 3420
gaggccacce tgaaccacge caagagegtg ggcatectgg gegacggcett cggeaccace 3480
ctgpagatgt ccaagegega cetgatgtgg ptogtpegee geacccacgt ggecgtggag 3540
cgetaceeca ectggggega cacegtggag gtggagtgct geatcggege cageggcaac 3600
aacggceatge geegegactt cetggtgege gactgeaaga ceggegagat cetgacecge 3660
tgcaccteee tgagegtgct gatgaacace cgeaccegece geetgageac catcccegac 3720
gaggtgegeg gegagategg ceeegectte atcgacaacg tggecgtgaa gpacgacgag 3780
atcaagaagc tgeagaaget gaacgactee accgecgact acatecaggg cggectgace 3840
ccecegetgea acgacetgga cgtgaaccag cacgigaaca acctgaagta cgtggectgg 3900
gtottcgaga cegtpeeega cageatcttc gagleccace acatcagete citcacectg 3960
gagtaccgee gegagtgeac cecgepactee gtgetgegea gectgaccac cgtgagegge 4020

ggcageteeg aggeeggect ggtgtgcpgac cacetgetge agetggageg cggcagegag 4080



SO

gtgetgegeg coegeaccga gtggegeece aagetgacep actectteeg cggeatcage 4140
gtgatceecg cegageeeeg cgtgatggac tacaaggace acgacggega clacaaggac 4200
cacgacatcg actacaagga cgacgacgac aaglgatgac tcgaggeage ageagetegg 4260
atagtatcga cacactctgg acgetggleg tgtgatggac tgttgeegec acacttgetg 4320
celtgacctg tgaatateee tgecgetiit atcaaacage cteagtptpt ttgatettgt 4380
gtgtacgepe ttttgepagt tgctagetge itgtgcetatt tgecgaatace acecccagea 4440
tccecttece tegtitcata tegetipeat cecaaccgcea acttatetac getgteetge 4500
tatcecteag cgetgceteet getectgete actgeccete geacagecit getttgpact 4560
ccgecetgtat tetcetggta ctgeaaccetg taaaccagea ctgeaatget gatgeacggg 4620
aagtagtggg atgggaacac aaatggaaag ctt 4653
<210> 88

<211> 4647

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 88

ggtacccgec tgecaacgeaa gpgeagecac ageegeteee accegecget gaaccgacac 60



gtacttggpe geetgecgee tacctgeepe atgetigtge tgptpagget pgpcagtget 120
gecatgetga ttgaggettg gtteatcggg tggaagcetta tgtgtgtpet gpgettgeat 180
geegggeaat gegeatgptg gcaagaggpe ggcagcactt'gctggagctg cegegetgee 240
tccaggtagt tcaatcgegg cagecagagg patticagat pategegegt acaggttgag 300
cagcagtgtc agcaaaggta geagtitgee agaatgateg gttcagetgt taatcaatge 360
cagcaagaga agggglcaag tgcaaacacg ggeatgeeac ageacgggca ceggggagtg 420
gaatggecace accaaglgtg tgegagecag catcgccgcc tpgetgttte agctacaacg 480
geaggaptca tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caalcategg gegggegtea 540
tgcaageatg cetggegaag acacatgptg tgeggatget geeggetget gectgetgeg 600
cacgeegttg agtiggcage aggetcagec atgeactgga tggeagetgg petgecactg 660
caatgtggty pataggatge aagtggageg aataccaaac cetetggelg cttgelgget 720
tgcatgpeat cgeaccatca geaggagege atgegaaggg actggecceca tgeacgecat 780
gecaaaccgg agegeaccga glgtecacac tgtcaccagg ceccgeaaget ttgeagaace 840
atgctcatgg acgeatgtag cgetgacgte cettpacgpe getecteteg ggtgtgggaa 900
acgcaatgea geacaggeag cagaggegge ggcageagag cggeggeage ageggegegg 960

gecacecette tigegggpte gegecccage cageggtpgat gegetgatee caaacgagtt 1020

SZf



cacattcatt tgcatgeetg gagaagegag getggggect ttgggetggt geageeegea 1080
atggaatgeg ggaccgecag getageagea aaggegecte cectacteeg categatgtt 1140
ccatagtgca ttggactgea titgggtegr geggecgget glttetticg tottgeaaaa 1200
cgegecaget cageaacctg tecegtgggt cececglgee gatgaaateg tgigeacgee 1260
gatcagetga ttgeeceggcet cgegaagtag gegeectect tictgetege cetetetceg 1320
tceegectct agaatatcaa tgategagea ggacggecte cacgeegget ceceegecge 1380
ctggatggap cgectgticg getacgactg ggcccageag accategget geteegacge 1440
cgeegtgtte cocctgtecg ceecagggeeg coecgtgetg ttegtgaapa cegacetgte 1500
cggegecctg aacgagelge aggacgaggce cgecegeetg teetggetgg ccaccacegg 1560
cgtgeectge geegeegtge tggacgtggt gaccgaggee gpeecgegact ggetgetget 1620
gegegaggte ceegpecagg acctgelgte cteceacetg geececcgeeg agaaggtgte 1680
catcatggee gacgecatge geegectgea caccetggac cecgeeacct gccccﬁcga 1740
ccaccaggcee aageaccgea tegagegege cegeaceege atggaggecg gectggtega 1800
ccaggacgac clggacgagg ageaccaggg cetgpecece geegagetgt tegeeegeet 1860
gaaggcecge atgeeegacg gegaggacct ggtgptpace cacggegacg cetgeetgee 1920

caacatcatg gtggagaacg geegelicte cggcttcate gactgeggee geetgggept 1980



ggecgacege taccaggaca tegecetgge cacecgepac atcgeegagg agetgpgpegg 2040

cgagtggoce gaccgetice tggtgcigia cggeatcgee geeccegact cecagegeat
cgecttetac cgectgetgg acgagtictt ctgacaattg geageageag cteggatagt
atcgacacac tetggacget ggtegtgtga tggactgttg cegecacact tgetgecttg
acctgtgaat atcectgecg cttttatcaa acagecteag tgtgttigat citgtgtgta
cgegcettitg cgagttgcta getgettgtg ctatttgega ataccaccee cageateece
ttccetegtt teatatcget tgcateccaa cegeaactta tetacgetgt cetgetatee
cicagegetg cteetgetee tgeteactge ceetegeaca geettggttt ggoctecgee

Lgtattetee tggtactgea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acggpaagta

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

giggoatppe aacacaaatg gaggatceeg cgletcgaac agagegegea gaggaacget 2580

gaaggtcteg cetetgtege accteagege ggcatacace acaataacca cetgacgaat

gegettgatt cttcgtecat tagegaageg tecgpttcac acacgigeca cgttggegag

gtggeaggtig acaatgateg gtggapcetga tggtegaaac gitcacagec tagggatate

gaattecttt cttgegetat gacacticca geaaaaggta gggeggpetg cgagacgget

tcceggegcet geatgeaaca cegatgatge ttegaceeee cgaageteet teggggetge

atgggepcete cgatgecget ceagggegag cgetgtitaa atagecagge cecegattge

2640

2700

2760

2820

2880

2940

ST



3y

aaagacatta tagcgageta ccaaagecat attcaaacac ctagatcact accacticta 3000
cacaggcecac tcgagettpt patcgeacte cgetaagggp gegectetie ctettegttt 3060
cagtcacaac ccgcaaacac tagtatgget tcegeggeat teaccatgte ggegtgecee 3120
gegatgactg geagggeecce tgggecacgt cgeleeggac ggecagtege caccegeetg 3180
aggpgoecacg ceeecgactg giccatgetg ticgeegtga tcaccaccat cttcagegee 3240
geegagaage agtggaccaa cetggagtgg aageceaage ccaagetgec ccagetgetg 3300
gacgaccact tcggectgea cggectggty ftecgeegea cettegecat cegetectac 3360
gaggtgggcec cegaccgeag cacctecate ctggeegtga tgaaccacat gecaggaggee 3420
accctgaace acgecaagag cglgggeate ctgggegacg getteggeac cacectggag 3480
atgtccaage gegacctgat gtggptgpty cgecgeacee acgtggecgt ggagegetac 3540
cceacctggp gegacacegt ggaggtggap tgetggateg gegecagegg caacaacgge 3600
atgcgecgeg acttcetggt gegegactpe aagaccggeg agatectgac cegetgeace 3660
tccetgageg tgetgatgaa cacccgeace cgeegectga geaccatece cgacgaggte 3720
cgeggegaga teggeeeege cttcategac aacgtggecg tgaaggacga cgagatcaag 3780
aagctgeaga agetgaacga ctecacegee gactacatee agggeggecet gaccececge 3840

tggaacgace tggacgtgaa ccageacgty aacaacctga agtacptgge ctggetgttc 3900



gagaccgtge ccgacageat cticgagice caccacatca getectteac cetgpagtac 3960

cgeegegagt pecaccegega cleegtgetg cgeagectga cecaccgtgag cggeggcage 4020

tcecgagpeeg pectpgtgtp cgaccacetg ctgecagetge agppeppcag cgaggtgctg 4080

cgegeecgea cegagtgpeg coccaagetg accgactecet tecgeggeat cagegtgate 4140

cecegeegage ceegegtgat gpactacaag gaccacgacg gegactacaa ggaccacgac 4200

atcgactaca aggacgacga cgacaagtga tgactcgagg cageageage teggatagta 4260 '

tcgacacact ctggacgetg gtegtgtgal ggactgttge cgecacactt getgecttga 4320
cctgtgaata teectgecge ttttatcaaa cagecteagt gtgtitgate tigtgtgtac | 4380
gegettttge gagtigetag ctgettgtpe tatttécgaa taccacccee ageateceet 4440
tecctegtit catatcgett geatcecaac cgeaacttat ctacgetgte ctgetatcee 4500
tcagegetge tectgeteet geteactgece cetegeacag cettggtitg pgctecgect 4560

gtattctcet ggtactgeaa cetgtaaace ageactgeaa tgetgatgea cgggaagtag 4620

tgggatggpa acacaaatgg aaagett 4647

<210> 89
<211> 4721
<212> ADN

<213> Secuencia artificial



<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinuclestido sintético

<400> 89

ggtaceegee tgeaacgeaa gggeagecac ageegetece acccgeeget gaaccgacac 60

gtecttggpe gectgecgee tgeetgeege atgettglge tggtgagpet ggpcagtget 120

gecatgetga ttgaggeltg gtteatcgge tppaagetta tptglgtect gpocttgeat 180

geegppcaat gegeatggty pcaagaggec ggeageactt getggagetg cegeggtgee 240

tccaggtppt teaategegg cagecagagg gatitcagat gategegegt acaggttgag 300

cagcagtgtc apcaaaggta geagtttgee agaatgateg gitcagetgt taatcaatge 360

cagcaagaga aggggtcaag tgcaaacacg ggcatgecac ageacgggcea coggggagtg 420

gaatggecacc accaagigtg tgegagecag catcgecgee tggetgttte agetacaacg 480

geaggagtcea tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caatcategg geggpecptga 540

tgcaageatg cetggegaag acacatggtg tgcppatget geegpetget gectgetgeg 600

cacgecgttg agitggcage aggetcagee atgeactgga tggeagetgg getgecactg 660

caatgtpgtg gataggatpe aagtggageg aataccaaac cctetggetg cttgetgpgt 720

tgcatggeat cgeaccatca geaggagege atgegaaggg actggececa tgcacgecat 780

gecaaaccgg agegeaccga gigtecacac tgtcaccagg ceegeaaget ttgeagaace 840



St

atgctcatgg acgeatgtag cgetgacgte cettgacgge getecteteg ggtgteggaa 900
acgcaatgca gecacaggeag cagaggegge ggcageagag cggeggeage ageggeggeg 960
gecaccectte ttgeggpete gegeeecage cageggtgat gegetgatee caaacgagtt 1020
cacattcatt tgcatgectg gagaagegag getggggcct ttpgpetgpt geageccgea 1080
atggaatgeg ggaccgecag getageagea aaggcgccté ccetacteeg catcgatgtt 1140
ccatagtgea ttggactgea tttgggtggg acggecgect gitctitcg tottgeaaaa 1200
cgegeceaget cageaacctg tecegtggat ceceegtgee gatgaaateg tgtgeacgee 1260
gatcagetga ttgecegpet cgegaagtag gegeectect tictgetege ceteteteeg 1320
tccegectet agaatatcaa tgategagea ggacggecte cacgeegget cecceegeege 1380
ctggatggag cgectgtteg getacgactg ggeccageag accategget getcegacge 1440
cgeegtgtte cgectgteeg ceccagggecg ceeegtgetg ttegtgaaga cegacctgte 1500
cggegecctg aacgagetge aggacgaggce cgeeegectg tectggetgg ccaccacegg 1560
cgtgcectge peegecgtge tggacptept gaccgaggee ggeegepact ggetgetget 1620
ggocgagate ceegpecagg acctgetgte cteccaccetg geececgeeg agaaggtgtc 1680
catcatggee gacgecatge geegeetgea caceetggac cecgeeacet geeeettega 1740

ccaccaggcece aageaccgea tegagegege cegeaccege atggaggeeg gectggtgga 1800



ccaggacgac ctggacgage agcaccaggg cetggecece geegagetgl tegecegeet 1860

gaaggeeege atgecegacg gegaggaccet ggtggtgace cacggegacg cetgeetgee 1920

caacatcatg gtggagaacg gecgcettete cggetteale gactgeggece gectgggegt 1980

ggccgaccge taccaggaca tegeeetgge caccegegac atcgecgagg agetgggegg 2040

cgagtgggce gaccgettce tggtgetgta cggeategee geceecgact cecagegeat 2100

cgecettetac cgeetgctgg acgagltett ctgacaattg geageageag cteggatagt 2160

atcgacacac tctggacget ggtegigtea tgpactgttg ccgecacact tgetgecttg 2220
acclgtgaat atccotgeeg cttttatcaa acagectcag tgtgittgat citgtgtgta 2280
cgegcttitg cpagttpeta getgettgtg ctatttgega ataccaccece cageateeee 2340
ltccetegtt tecatatcgcet tgeatcccaa cegeaactta tetacgetgt cotgetatee 2400

ctcagegetg ctectgetee tgeteactge cectegeaca geettggtit ggggtccgcc 2460
tgtattetee tggtactgea acclgtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta 2520
gtgggatggg aacacaaatg gaggatceeg cgletcgaac agagegegea gaggaacget 2580
gaaggtcteg cetetgtege acctcagege ggeatacace acaataacca cetgacgaat 2640
gegettggtt cttcgtecat tagegaageg teeggttcac acacgtgeea cgttggegag 2700

gtggcagglg acaatgatcg gtggagetga tggtegaaac gttcacagece tagggatate 2760
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gaattcctit cttgegetat gacacttcca geaaaaggia gggegggctg cgagacgget 2820
teceggegct geatgeaaca cegatgatge ttegaceece cgaageteet teggggetge 2880
atgggcgcele cgatgecget cecagggegag cgetgtttaa atagecagge cecegattge 2940
aaagacatta tagcgageta ccaaageeat attcaaacac ctagatcact accactteta 3000
cacaggccac tegagetigt gatcgeacte cgetaagggg gegectette ctcttepttt 3060
cagtcacaac ccgeaaacgg cgegecatgg cecaccaccete cetggectee geettetgea 3120
geatgaagge cgtgatgetg geeegegacg geegeggeat gaageceege tecagegace 3180
tgcagetgeg cgeeggeaac geecagaccet cectgaagat gatcaacgge accaagttct 3240
cctacaccga gagectgaag aagetgeeeg actggtecat getgttegee gtgatcacca 3300
ccatcticte cgecgecgag aageagtgga ccaacctgga ptggaagece aageccaace 3360
cceeecaget getppacgac cactteggee cecacggect ggtgticege cgeaccttcg 3420
ccatcegeag ctacgagptg goccecgace getecaccag categtggee gtgatgaace 3480
acctgeagga ggecgecctg aaccacgeca agteegtggg catectggee gacggetteg 3540
geaccaccct ggagatgice aagegegacce tgatetppgt ggtgaagege acccacgtgg 3600
cecgtggageg clacccegec tggggegaca ceglggaggt geaptpctpg gtpgpcgect 3660

ccggeaacaa cggecgecge cacgacitee tggtgegega ctgeaagace ggepagatee 3720



tgacccgety cacctecetg agegtgatga tgaacaceeg caccegecge ctgageaaga 3780
tcccegagga ggtgcgegge gagateggee cegecttcat cgacaacglg geegtgaagg 3840
acgaggagat caagaagccc cagaagetga acgaciccac cgeegactac atccagggeg 3900
geetgaccee cegetggaac gacctggaca tcaaccagea cgilgaacaac atcaagtacg 3960
tggactggat celggagace gtgeeegaca geatcettega gagecaccac atctectect 4020
tcaccatcga gtaccgecge gagtgeacca tggacagegt getgeagtee ctgaccaccg 4080
tgagcggegg ctectecegag geeggecetgg tgteegagea cetgetgeag ctggagggcg 4140
geagepagpt getgcgegec aagaccgagt ggegeeecaa getgacegac tecticegeg 4200
geatcapegt gatcececgee gagtecageg tgatggacta caaggaceac gacggegact 4260
acaaggacca cgacatcgac tacaaggacg acgacgacaa gtgatgacic gaggeageag 4320

cagctcggat agtatcgaca cactetggac getggtegtg tgatggactg ttgecgecac 4380

acttgetgec tigacctgtg aatatecctg cegettitat caaacageet cagtgtgitt 4440
gatcttgtgt gtacgegcett ttgepagttg ctagetgett gtgctatttg cpaataccac 4500
ceecageatce cecticecte gitteatate gettgeatee caacegeaac ttatctacge 4560

tgtcctgeta tecctecageg ctgetectge tectgeteac tgecectege acagecttgg 4620

Ittgggctee gectgtaite tectggtact geaacetgta aaccageact geaatgetga 4680
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tgcacgggaa gtagtgggat pgpaacacaa atggaaaget t 4721

<210> 90
<211> 4650
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripei6n de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 90

ggtaccegec tgeaacgeaa gggeagecac agecgelece accegeeget gaaccgacac 60
gtgcttggee gectgecgec tgeetgeege atgetigtge tggtgaggcet ggocagtget 120
gecatgetpa ttgaggcttg pitcatcggg tggaagetta tgtgtgtgct gopcttgeat 180
gccgggcaat gegeatgpty geaagagpge ggcageactt getggagetg cegeggtgee 240
tccaggtggt teaatcgepg cagecagagg gatftcagat gatcgegegt acaggttgag 300
cagcagtgtc agcaaaggta geagtitgee agaatgateg gitcagetgt taatcaatge 360
cagcaagaga aggggtcaag tgcaaacacg ggeatgecac ageacgggea ceggggagtg 420
gaatggcacce accaagtgtg tgegagecag categecgec tggetgtite agetacaacg 480
geaggagtcea tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caatcategg gegggegtga 540

tgcaageatg cetggegaag acacatgglg tgeggatget geeggetget geetgetgeg 600
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cacgeegltg agitggcage aggeteagee atgeactgga tggeagetgg getgecactg 660
caalgtggte gataggatpe aagtggageg aataccaaac cetetggetg cttgetgppt 720
tgcatgpcat cgeaccatca geaggagege atgegaaggg actggececa tgeacgecat 780
gecaaacegg agegeaccega ptgtecacac tgicaccagg cecgeaaget tigecagaace 840
atgctcatgg acgcatgtag cgetgacgte cettgacgge getecteteg ggtgtgggaa 900
acgeaatgea geacaggeag cagaggeggac ggeageagag cggeggeage ageggegeeg 960
gecaccette ttgegggete gegececage cagegglgat gegctgatee caaacgagtt 1020
cacattcatt tgcatgectg gagaagegag getggggect tigggetggt geageecgeca 1080
atggaatgeg ggaccgecag getageagea aaggegecete cectacteeg categatgtt 1140
ccatagtgcea ttggactgea titggptgge gcgpgecggct ptitcttteg tgttgcaaaa 1200
cgegecaget cageaacelg tecegtgggt ceceegtgee gatgaaateg tgtgcacgee 1260
gatcagciga ttgeeeggcet cgegaagtag gegecectect ttetgetege ceteteteeg 1320
tcecgecict agaatatcaa tgatcgagea ggacggecte cacgecggct ceccegecge 1380
clgggtggag cgeetgticg getacgactg goeccageag accategget getecgacge 1440
cgeegtatte cgeetpteeg ceccagggecg ceceglgcetg ttegtgaaga cegacetgte 1500

cggegecetg aacgagetge aggacgagge cgecegectg teetggetpg ceaccacegg 1560



cgtgeectge geecgeegtge tggacgtget gacegaggee ggeegegact ggctpetget 1620

gggegaggty ceeggecagg acctgetgte cteecacctg geececgeeg agaaggtipte 1680

catcatggee gacgecatge geegectgea cacectggac cecgecacct geeeeltega 1740

ccaccaggec aageaccgea tegagegepge cegeaceege atggaggeeg geetggtgpa 1800

ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cetggeeece geegagetgt tegeecgect 1860

gaaggecege atgecegacg gegaggacct ggtgptoace cacggegacg cetgeetgee 1920

caacatcatg gtggagaacg gecgcticte cggctteate gactgeggee geetggpegt 1980

ggeegaccge taccaggaca tcgeectgge caceegegac atcgeegagg agetgggegg 2040

cgagtggoce gaccgettee lggtgeteta cogeategee geeccegact cecagegeat 2100

cgecttetac cgectgetgg acgagttett ctgacaattg geageageag cteggatagt 2160

atcgacacac tetggacgcet ggteptgtpa tggactgttg ccgeeacact tgetgeettg 2220

acctgtgaat atcectgecg cttttatcaa acagectcag tgtgtitgat cttgtgtota 2280

cgegettttg cgagttgeta getgettetg ctatttgepa ataccaceee cageatccee 2340

ttcectegtt teatateget tgeatcecaa ccgeaacita tetacgetgt cetgetatee 2400

ctcagegcetg cteetgetec tgetcactge cectegeaca geettgattt gggetecgee 2460

tgtattetee tggtacigea accigtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta 2520
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gtggeatgpp aacacaaatg gaggatcceg cgtetegaac agagegegea gaggaacget 2580
gaagglcteg cctetgtege accetcagege ggeatacace acaataacca ccigacgaat 2640
gegettgpit ctteptecat tagegaageg tecggticac acacgtgeca cgitggegag 2700
gtggcaggtg acaatgatcg gtggagetga tgptegaaac gltcacagec tagggatate 2760
gaaticcttt cttgepetat gacacitcca geaaaaggta gggegpgetg cgagacgget 2820
tcceggeget geatgeaaca cegatgatge ttegacceee cgaagetect teggpgetge 2880
atggpcgete cgatgecget ccagggegag cgetgtttaa atagecagge cecegattge 2940
aaapacatta tagcgagcta ccaaagecat atfcaaacac ctagatcact accacttcta 3000
cacaggccac tegagettgt gatcgeacic cgetaaggep gegectette ctettegttt | 3060
cagtcacaac ccgeaaacac lagtatgacg tteggggteg cectecegge catgggeege 3120
ggtateteec tteceeggee cagggtegeg glgepegeee agteggegag teaggttttg 3180
gagagegggc gegeeceega ctggtecalg ctgticgeeg tgatcaceac catettetee 3240
gecgecgaga ageagipggac caacciggag tggaageeca ageeeaacee ceeccagetg 3300
ctggacgacc acttcggece cecacggectg gtgticegee geaccttege catecgeage 3360
tacgaggteg geccegaceg ctecaccage ategtggeeg tgatgaacca cctgeaggag 3420

geegeeetga accacgecaa gteegtggge atectgpgeg acggcttegg caccaccetg 3480
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gagatgteca agegegacct patetggptg ptpaagegea cecacgigge cgtggagege 3540
taccecgect ggggegacac cglggaggte gagtgetggg tgggegecte cggeaacaac 3600
ggccgecgee acgactteet ggtgegegac tgeaagaceg gegagateet gaceegetge 3660
acctcectga gegtgatgat gaacaccege acccgecgee tgageaagat ccecgaggag 3720
gtgegeggeg agateggeece cgectteate gacaacgtgg cegtgaagga cgaggagate 3780
aagaagccce agaagetgaa cgactceace geegactaca tecagggegg cetgacecce 3840
cgetggaacg acctggacat caaccageac gigaacaaca tcaagtacgt ggactggate 3900
ctggagaccg tgecegacag catcttcgag agecaccaca tetectectt caccatcgag 3960
taccgecgeg agtgeaccat ggacagegtg ctgeagicee tgaccacegt gageggegge 4020
tectecgagg ceggectggt gigegageac cigetgeage tggagepcpg cagegaggteg 4080
ctgegegeca agaccgagtg gegeeecaag clgaccgact cettecgegg catcagegtg 4140
atcccegeceg agtccagegt gatggactac aaggaccacg acggegacta caaggaccac 4200
gacatcgact acaaggacga cgacgacaag tgatgactcg aggeageage agetcggata 4260
pgtatcgacac actetggacg ctggtegtgt gatggactgt tgeecgecaca cttgetgeet 4320
tgacctgtga atatccetge cgettttate aaacagecte agtgtgittg atettgtgtg 4380

tacgepcttt tgegapttge tagetgettg tgetattige gaataccace cecagealec 4440



ccttcecteg (ttcatateg cttgeatcee aaccgceaact tatctacget gtectigetat 4500

cectcagege tgeteetget cetgeteact geeectegea cageettggt ttgpgeteceg 4560

cctgtattet cctgptactg caacctgtaa accageactg caatgetgat geacgggaag 4620

tagtgggatg ggaacacaaa tggaaagett 4650
<210> 91

<211> 4653

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeidn de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 91

ggtaccegee tgeaacgeaa gggeagecac ageecgetece acccgeegcet gaaccgacac 60

glacitggpe geetgeegee tgeetgecge atgettgige tggtgagpeet gggeagtget 120

gecatgetga ttgaggettg ptteatcggg tgpaagctta tgtgtgtoct gggcttgeat 180

geegggceaat gegeatggtp geaagagpgce ggocageactt getggagetg cegegetgee 240

tccaggtgpt tcaatcgegg cagecagagg gatttcagat gatcgegegt acaggitgag 300

cagcagtgtc agcaaaggta geagtttgee agaatgatcg gttcagetpt taatcaatge 360

cagcaagaga agggotcaag tgeaaacacg ggcatgecac ageacgggea ceggpgagty 420



gaatggcace accaagtgty tgegageceag calcgeecgee tggetgitic agetacaacg 480

gcaggagtca tccaacgtaa ccatgagetg atcaacactg caatcategg peggeeptga 540

{gcaagcatg cctggcgaag acacatgglg tgcggatget peeggetgcet gectgetgeg 600

cacgeegltg agttggeage aggetcagee atgeactgga tggeagetpg getgecactg 660

caatgtggtg pataggatge aaptggageg aataccaaac cetetggetg cttgetgget 720

tgcatggeat cgeaccatea geaggagege atgegaaggg actggeccca tgeacgecat 780

gecaaaccgg agegeacega gtgtecacac tgtcaceagg cecgeaaget ttgeagaace 840

atgctcatgg acgeatgtag cgelgacpte cottgacgge getecteteg ggtgtgpgaa 900

acgeaatgca geacaggeag cagaggeggce ggeageagag cggeggeage ageggepgpp 960

gecaccclte ttgegggete gegeeecage cageggtgat pegetgatee caaacgagtt 1020

cacattcatl tgcatgecetg gagaagegag getgpgecect ttggactgpt geagecegea 1080

atggaatpcg ggaccgecag getageagea aaggegecte cectacteeg categatgtt 1140

ccatagtgea tiggactgea tttggptggg geggccgpct gtttettteg tgttgcaaaa 1200

cgegecaget cageaaccetg teeepgtggpt ceccegtgee gatgaaateg tgtgeacgee 1260

gatcagetga ttgeecgget cgegaaglag gegecctect ttetgetege celetcteeg 1320

tecegectct agaatateaa tgategagea ggacggecte cacgeeggcet cececgecge 1380
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ctgggtggag cgcctptteg getacgactg ggeccageag accategget geteegacge 1440
cgeegtgtte cgectgtecg cecagggcecg cocegtgetg ttcgtgaaga cegacetgte 1500
cggegecctg aacgagetge aggacgagge cgecegeetg tectggetgg ceaccacegg 1560
cgtgeectge geegeegtge tggacgtgpt gaccgaggee ggeegegact ggetgetget 1620
gggegagety ceeggeeagg acctgetgte ctcecacctg gececcgeeg agaaggtgte 1680
catcatggee gacgecatge geegeetgea cacectggac cecgecacet geeecttega 1740
cecaccaggee aageaccgea tegagegege cegeaceege atggagpecg geetggtgga 1800
ccaggacgac ctggacgagg ageaccaggg cetggeccee geegagetgt tegeccgeet 1860
gaaggeeege atgecegacg gcgaggacét gotegtgace cacggegacg cetgectgee 1920
caacatcatg glggagaacg geegettete cggetteate gactgeggee geetggoegt 1980
ggeegacege taccaggaca tegeectgge caccegegac ategecgagg agetggpegg 2040
cgagigggce gaccgettee tggtgetgta cgpeategee geeecegact eccagegeat 2100
cgeettetac cgectgetgg acgagttett ctpacaattg geageageag cteggatagt 2160
atcgacacac tctggacget ggtegtgtea tggactgttg cegecacact tgetgectty 2220
acctgtgaat atccotgeeg citttatcaa acagecteag tgtgtttgat cttgtetota 2280

cgegetitty cgagitgeta getgettgtg ctatttgega ataccaceee cageatceee 2340
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ttceeteglt teatateget tgeatcccaa cegeaactta tetacgetgt cetgetatec 2400
cteagegcetg ctectgetee tgeteactge cectegeaca geettggttt ggaetecgee 2460
tgtattetee tgptacigea acctgtaaac cageactgea atgetgatge acgggaagta 2520
gtggoatggg aacacaaatg gaggateccg cgtetegaac agagegegea gaggaacget 2580
gaaggtcteg ceictgtege acctcagege ggcatacace acaataacea cetgacgaat 2640
gegetiggtt cticgtecat tagegaageg teeggticac acacgtgeca cgtigpegag 2700
gtggcaggty acaatgateg gtggagetga tggicgaaac giicacagee tagpgatatc 2760
gaattecttt cttgegetat gacacticea geaaaaggta gggegggcte cgagacgpet 2820
tcceggeget geatgeaaca cegatgatge ttegacceee cgaagctect tegpgectge 2880
atgggcpcte cgatgecget ccagggegag cgctgtttaa atagecagge ceecgaitge 2940
aaagacatta tagcgagcta ccaaagecat attcaaacac ctagatcact accacttcta 3000
cacaggccac tcgagettgt gatcgeacte cgetaagggg gegectette ctettegttt 3060
cagtcacaac ccgcaaacac tagtatgget alcaagacga acaggeagec tptggagaag 3120
ccteegttea cgategggac getgegeaag gecalceccg cgeactgitt cgagegetcg 3180
gegettegtg gocgegecce cgactgptee atgetgtieg cegtgatcac caccatetic 3240

tccgecgecg agaageagtg gaccaacctg gagtggaage ccaageecaa ccccceecag 3300



ctgetggacg accacticgg cccccacgge ctggtgttee geegeaccett cgecateege 3360
agetacgagg tgggoeccega cegetecace ageategigp cegtgatgaa ceacetgeag 3420
gaggccgecec tgaaccacge caagteegtg ggcateetgg gegacggcett cggcaccace 3480
ctgpagatgt ccaagegega cetgatctgg gtoptpaage geacccacgt ggeegtpgag 3540
cgetaceeeg colggggega cacegtgpag gtggaptget ggptpgeege ctecggeaac 3600
aacggeegee geeacgactt cetggtgege gactgeaaga cecggegagat cetgacecge 3660
tgcaccteee tgagegtgat gatgéacacc cgeaccegee gectgageaa galcecegag 3720
gaggteegeg gegagategg ceccgectle atcgacaacg tggecptpgaa ggacgaggag 3780
atcaagaagc ccecagaaget gaacgactce accgecgact acatcecaggg cggectgace 3840
ccecgetgga acgacetgga catcaaccag cacgtgaaca acatcaagta cgiggactgg 3900
atcctggaga cegtgeccega cageatettc gagagecace acatctccete cticaccate 3960
gagtaccgee gegagtgeac catggacage gtectgeagt cectgaccac cgtgagegge 4020
ggcetectecg aggeeggect gptptgepag cacetgeige agetggaggp cggcagegag 4080
gtgetgegeg cecaagacega gtggegecee aagetgaceg actectteeg cggeatcage 4140
gtgateceeg cegagleeag cgtgalggac tacaaggace acgacggega clacaaggac 4200

cacgacatcg actacaagga cgacgacgac aagtgatgac tcgaggeage ageagetegg 4260



atagtatcga cacactctgg acgetggteg tgtgatggac tgttgecgee acacttgetg 4320
ccttgacctg tgaatateee tgeegetttt atcaaacage cteagtgtpt tigatettgt 4380
gtgtacgege ttitgegagt tpctagetge ttgtgctatt tgcgaatace acceccagea 4440
teceettece teglttcata tegettgeat cccaaccgea actiatctac getgiectge 4500
tatcecteag cgetgetect getectgete actgeeecte geacagectt ggtttggget 4560
cegectgtat tetcetggta ctgcaacetg taaaccagea clgeaatget gatgeacggg 4620
aagtagtppg atgggaacac aaatggaaag cit 4653
<210> 92

<211> 1893

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 92
gaattcctll cttgegcetat gacacticea geaaaaggta gggeggectg cgagacgget 60

tcceggeget geatgeaaca cegatgatge ticgaceeee cgaagetecet tegpggetge 120

atpggcgcte cgatpecgcet ccagggegag cgetgtitaa atagecagge ceecgattge 180

aaagacatia tagcgagcta ccaaagcecat attcaaacac ctagatcact accacttcta 240

S/



cacaggecac tcgagettgt gatcgeacte cgetaagggg gegectcttc ctettegitt 300
cagtcacaac ccgeaaacac tagtatggee accgeateca ctttetegge gtteaatpee 360
cgetgeggeg acetgegteg cteggeggge tecgggecce ggcgcclcagc gaggeeecte 420
ceegtgegeg ggegegeece cgactggtee atgetgiteg cegtgateac caccatette . 480
tccgeegeeg agaageagtg gaccaacelg gaglggaage cecaagececaa ccceecccag 540
ctpctggacg accacttegg cccccacgge ctggtgtice geegeacett cgecatcege 600
agctacgagg tgggcceega cegeiceace ageategtgg ceptgatgaa ccacctgeag 660
gaggecgece tgaaccacge caagteegtg ggeatectgg gegacggett cggeaccace 720
clggagatgt ccaagegega cetgatetgg gtpptgaage geacecacgt ggeegtggag 780
cgctaccecg cetgggacga cacegtggag gtggaglgct gpetgpocge ctecggeaac 840
aacggeegece gecacgactt cetggtgege gactgeaaga ceggegagat cetgacecge 900
tgeacclecce tgagegtgat gatgaacacc cgeaccegee gectgageaa gatceecgag 960
gaggtpegeg gegagategg ceecegectte atcgacaacg tggeegtgaa geacgaggag 1020
atcaagaagc cccagaaget gaacgactce accgecgact acatccaggg cggcectgace 1080
cceegetgga acgacctgga catcaaccag cacgtgaaca acatcaagta cgtggacigg 1140

atcctggaga cegtpgeeega cageatette gagagecacc acateteete cttcaccate 1200
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gagtaccgec gegagtgeac catggacage gtgetgeagt cectgaccac cglgagegge 1260

ggcelecteeg aggeeggect gatptocpag cacctgetge agetggagge cpocagegag 1320

gtgetgegeg ccaagacega gtggegeece aagetgaceg actectteeg cggeatcage 1380

gtgatcceeg cegagtecag cgtgatggac tacaaggace acgacggepa ctacaaggac 1440

cacgacatcg actacaagga cgacgacgac aagtgatgac lcgaggeage ageagetege 1500

atagtatcga cacactetgg acgetggteg tgtgatggac tgttgeegee acacitgetg 1560

cettgacetg tgaatatcee tgeegcetttt atcaaacage cteagtgtgt ttgatettgt 1620

gtgtacgege tittgegagt tgetagetpe tigtgetatt tgegaatace acceccagea 1680

tececticee tegtttcata tegettgeat ceccaacegea acttatetac getgtectge 1740

tatcccteag cgetgceteet geteelgete actgecccete geacagectt ggtttggect 1800

ccgectgtat tetectgpta ctgeaacetg taaaccagea ctgeaatget gatgcacggg 1860

aagtagtggp atpgpaacac aaatggaaag ctt 1893

<210> 93
<211> 1887
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

SW3



<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 93
gaattecttt cttgegetat gacacticea geaaaaggta gggegggetg cgagacggcet 60

tcceggeget geatgeaaca cegatgatge ttegacecee cgaagetect teggggetge 120

atgggcegete cgatgecget ccagggegag cgetgtttaa atagecagge cecegattge 180

aaagacalta tagcgagcta ccaaagecat attcaaacac ctagatcact accacttcta 240

cacaggccac tcgagettgt gatcgeacte cgetaagggp gegcectette ctettegttt 300

cagtcacaac ccgeaaacac tagtatggct tecgeggeat tcaccatgte ggeptgecee 360

gegatgactg geaggpccee tggggeacgt cgeteeggac ggecagtege caceegeetg 420

agggpocgeg cceecgactg gtecatgetg ttegeegtga tcaccaceat ctictecegee . 480

gecgagaage agtpgaccaa cotggagtge aageccaage ccaaccceee ceagelgetg 540

gacgaccact teggeceeca cggeetgptg ticegeegea cellegecat cegeagetac 600

gaggtggpee ccgaccgete caccageate gtggecgtga tgaaccacct geaggaggee 660

geeetgaace acgecaagte cgtgpgeate cigggegacg getteggeac cacectggag 720

atgtccaagc gegacctgat ctgggtgotg aagegeacce acgtggeegt ggagegetac 780

ceegectgge gegacacegt ggagptegag tgetgpoteg gegectecge caacaacgge 840

cgeegecacg acttectggt gegegactge aagaccggeg agatectgac cegetgecace 900

Suly
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tcccigageg tgatgatgaa caccegeace cgeegectga geaagateee cgaggaggtg 960
cgeggegaga teggeecege cttcatcgac aacgtggecg tgaaggacga ggagatcaag 1020
aageccecaga agetgaacga ctecacegee gactacatee agggeggecet gaccececge 1080
tggaacgacc tggacatcaa ccageacgly aacaacatca agtacgtgga ctggatectg 1140
gagaccgtge ccgacageat cttegagage caccacalct cetectteac categagtac 1200
cgeegegagt geaccatgga cagegigetg cagtecetga ccaceptgag cggegpetce 1260
tcegaggecg geetggtetg cgapeacctg ctgcagetgg aggpeggcag cgaggtgctg 1320
cgcgecaaga cegagtpggeg ceecaagetg acegactect tecgeggeat cagegtgate 1380
ceegeegagt ceagegtgat goactacaag gaccacgacg gegactacaa pgaccacgac 1440
atcgactaca aggacgacga cgacaagtga tgactcgagg cageageage teggatagta 1500

tcgacacact ctggacgetg gtegtgigat ggactgitge cgecacactt getgeettga 1560

cetgtgaata tcectgeegc ttttatcaaa cagecteagt gtgtttgate tigtgtgtac 1620
gegetttige gapttgetag ctgettgtee tatttgegaa taccacceee ageateeect 1680
teectegttt catategett geateccaac cgeaacitat ctacgetgte ctgetatece 1740
tcagegeige teetgetect getcactgee cetegeacag cettggtttg ggetecgect 1800

gtaticicet ggtactgeaa cetgtaaace ageactgeaa tgelgatgea cgggaagtag 1860



tgggatggpea acacaaatgg aaagett

<210>94
<211>32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 94

gatcagaatt ccgeetgeaa cgeaagggea ge 32

<210> 95
<211>30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripeidn de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 95
gcatactagt ggegggacgg agagagggeg 30

<210> 96
<211> 4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

1887
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<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 96
Lys Asp Glu Len
1
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REPLACEMENT SHEET N

2. Expression in Mitochondria Lol

[0171] In another preferred embodiment of the present invention, the expression of a
polypeptide in a microorganism is targeted to mitochondria. Methods for targeting foreign
gene products into mitochondria (Boutry ez al., Nature (London) (1987) 328:340 342) have
been described, including in green microalgae (see for example Mo! Gen Genet., 1993
Jan;236(2-3):235-44).

[0172] For example, an expression vector encoding a suitable secretion signal can target a
heterologous protein to the mitochondria. An exemplary expression vector for mitochondria
targeting is the IMPACTVECTOR 1.5 vector, from Wageningen UR-Plant Research
International, which uses the yeast CoxIV secretion signal. This expression vector was
shown to deliver proteins in the mitochondrial matrix. The protein is fused to the first 4
amino acids of the yeast CoxIV protein in order to allow proper processing of the signal
peptide (Kohler ez al., Plant J. 11: 613-621 (1997)). Other mitochondrial targeting sequences
are known, including those functional in green microalgae. For example, see FEBS Lett.
1990 Jan 29;260(2):165-8; and J. Biol. Chem. 2002 Feb 22;277(8).6051-8.

[0173] Proteins expressed in the nuclear genome of Chlorella can be targeted to the
mitochondria using mitochondrial targeting signals. Details of mitochondrial protein

targeting and transformation are provided herein.

3. Expression in Endoplasmic Reticulum

[0174] In another preferred embodiment of the present invention, the expression of a
polypeptide in a microorganism is targeted to the endoplasmic reticulum (ER). The
inclusion of an appropriate retention or sorting signal in an expression vector ensure that
proteins are retained in the endoplasmic reticulum (ER)- and do not go downstream inte
Golgi. For example, the IMPACTVECTORI.3 vector, from Wageningen UR-Plant Research
International, includes the well known KDEL (SEQ ID NO:96) retention or sorting signal.
With this vector, ER retention has a practical advantage in that it has been reported to
improve expression levels 5-fold or more. The main reason for this appears to be that the ER
contains lower concentrations and/or different proteases responsible for post-translational
degradation of expressed proteins than are present in the cytoplasm. ER retention signals
functional in green microalgae are known. For example, see Proc. Nat.l Acad. Sci. U S A.
2005 Apr 26;102(17):6225-30. '
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5' TGACCTAGGTGATTAATTAACTCGAGGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCG 3’
(SEQ ID NO:47)

Reverse:

5' CTACGAGCTCAAGCTTITCCATTTGTGTTC CCATCCCACTACTTCC 3’

(SEQ ID NO:48)

[0443] The Chlorella sorokiniana glutamate dehydrogenase promoter/UTR was otained via
PCR of genomic DNA isolated from UTEX strain 1230 via PCR using the following primer
 pairs:

Forward: 5° GATCAGAATTCCGCCTGCAACGCAAGG GCAGC 3° (SEQIDNO:%4)
Reverse: 5° GCATACTAGTGGCGGGACGGAGAGA GGGCG 3 (SEQID NO:95)

[0444] Codon optimization was based on the codons forPrototheca moriformis. The
sequence of the non-codon optimized neomycin phosphotransferase (nptll) cassette was
synthesized as an Ascl-Xhol fragment and was based on upon the sequence of Genbank
Accession No. YP_788126. The codon optimized nptll cassette was also based on this

Genbank Accession number.

f0445] The three Profotheca strains were transformed using biolistic methods described
above. Briefly, the Prototheca strains were grown heterophically in liquid medium containing
2% glucose until they reached the desired cell density (1x10 cells/mL to 5x107 cells/mL).
The cells were harvested, washed once with sterile distilled water and resuspended at 1x10°
cells/mL. 0.5mL of cells were then spread out on a non-selective solid media plate and
allowed to dry in a sterile hood. The cells were bombarded with the PDS-1000/He Biolistic
Particle Delivery System (BioRad). The cells were allowed to recover at 25° C for 24 hours,
Upon recovery, the cells were removed by washing plates with 1 mL of sterile media and
transferring to fresh plates containing 100 pg/mL G418. Cells were allowed to dry in a sterile
hood and colonies were allowed to form on the plate at room temperature for up to three
weeks. Colonies of UTEX 1435, UTEX 1439 and UTEX 1437 were picked and spotted on

selective agar plates for a second round of selection.

[0446] A subset of colonies that survived a second round of selection described above,
were cultured in small volume and genomic DNA and RNA were extracted using standard
molecular biology methods. Southern blots were done on genomic DNA extracted from
untransformed (WT), the transformants and plasmid DNA. DNA from each sample was run

on 0.8% agarose gels after the following treatments: undigested (U), digested with AvrIl (A),

109
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cttggtttgggetcegectgtatictectggatactgeaacctgtaaaccageactgeaatgetgatge acgggaagtagtgpgatgpraacacaaat
ggaaagcttgagete

SEQ ID NO: 52
Beta-tubulin::neo-opt::nit

gaattectttcttgegetatgacactticeageaaaaggtaggecgggetgegagacggetteceggegetgeatgeaacacegatgat
gettcgaccececegaagetectteggggctgeatgggepetccgatgecgetccagggegage getgtttaaatagecaggeccce

gattgcaaagacattatagcgagctaccaaagecatattcanacacctagatcactaccactictacacaggcecactegagetigtgate
geactcegetaagggggegectettectettegtitcagtcacaaccegeaaacggegegecatatcaa/gategageaggacgacct
ccacgeeggetececepeegectgpptagagegectgitcgpetacgactpeecceageagaceategpetactecpacpeegee

gitcttctg ctcgaggcagcagcagctcggatagtatcgacacactctggacgctggtcgtgtgatggactgttgccgccacacttgc
tgecttgacctgtgaatatcectgecgettttatcaaacagectcagtgtgtitgatctigtgtatacgegetittgegagtigetagetgett
gtgctatttgegaataccacceoca gcatccccttccctcgtttcatatcgcttgcatcccaaccgcaacttatctacgctgtcctgctatcc
ctecagegetgetectgeteetgetcactgeceetegeacagecttggittgggetecgect gtattctectggtactgeaacctgtaaace
agcactgcaatgetgatgeacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaaagettgagete

SEQ ID NO: 53
GCCGCGACTGGCTGCTGCTGG

SEQ ID NO: 54
AGGTCCTCGCCGTCGGGCATG

SEQ ID NO: 55
Crf-tub:;:NCO-suc2::CvNitRed

CTTTCTTGCGCTATGACACTTCCAGCAAAAGGTAGGGCGGGCTGCGAGACGGCTT
CCCGGCGCTGCATGCAACACCGATGATGCTTCGACCCCCCGAAGCTCCTTCGGGG
CTGCATGGGCGCTCCGATGCCGCTCCAGGGCGAGCGCTGTTTAAATAGCCAGGCC
CCCGATTGCAAAGACATTATAGCGAGCTACCAAAGCCATATTCAAACACCTAGA
TCACTACCACTTCTACACAGGCCACTCGAGCTTGTGATCGCACTCCGCTAAGGGG
GCGCCTCTTCCTCTTCGTTTCAGTCACAACCCGCAAACGGCGCGCCATATCAATG
CTTCTTCAGGCCTTTCTTTTTCTTCTTGCTGGTTTTGCTGCCAAGATCAGCGCCTCT
ATGACGAACGAAACCTCGGATAGACCACTTGTGCACTTTACACCAAACAAGGGC
TGGATGAATGACCCCAATGGACTGTGGTACGACGAAAAAGATGCCAAGTGGCAT
CTGTACTTTCAATACAACCCGAACGATACTGTCTGGGGGACGCCATTGTTTTGGG
GCCACGCCACGTCCGACGACCTGACCAATTGGGAGGACCAACCAATAGCTATCG
CTCCGAAGAGGAACGACTCCGGAGCATTCTCGGGTTCCATGGTGGTTGACTACAA

147
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[I.

2. Expresién en la mitocondria

En otra modalidad preferida de Ia presente invencidn, la expresion de un polipéptido en un
microorganismo se dirige a la mitocondria. Se han descrito métodos para la seleccién de productos
de genes extrafios en las mitocondrias (Boutry y otros, Nature (Londres) (1987) 328:340 342),
incluyendo en microalgas verdes (ver, por ejemplo, Mol Gen Gener., 1993 ene;236(2-3):235-44).

Por ejemplo un vector de expresién que codifica una sefial de secrecién adecuada puede
dirigir una proteina heteréioga a la mitocondria. Un vector de expresion ilustrativo para dirigir la
mitocondria es el vector IMPACTVECTORI1.5, de Wageningen UR-Plant Research International,
que usa la sefial de secrecion CoxIV de levadura. Este vector de expresién demostré entregar
proteinas en la matriz mitocondrial. La proteina se fusiona con los 4 primeros aminoécidos de la
proteina CoxIV de levadura para permitir el procesamiento adecuado del péptido sefial (Kohler y
ofros, Plant J. 11:. 613-621 (1997)). Otras secuencias de direccién mitocondrial se conocen,
incluyendo aquellas funcionales en las microalgas verdes. Por ejemplo, ver FEBS Lett. 29 de enero
de 1990 ;260(2):165-8; y .J. Biol. Chem. 22 de febrero de 2002;277(8):6051-8.

Las proteinas expresadas en el genoma nuclear de Chlorella se pueden dirigir a la
mitocondria usando seflales mitocondriales dirigidas. Los detalles de la direccién y transformacién

de la proteina mitocondrial se proporcionan en la presente.

3. Expresion cn el reticulo endoplasmatico

En otra modalidad preferida de la presente invencion, la expresion de un polipéptido en un
microorganismo se dirige al reticulo endoplasmatico (ER). La inclusién de una sefial de retencién o
clasificacién apropiada en un vector de expresion garantiza que las proteinas se retengan en el
reticulo endoplasmético (RE) y no vayan corriente abajo adentro de Golgi. Por ejemplo, el vector
IMPACTVECTORI.3, de Wageningen UR-Plant Research International, incluye la sefial KDEL de
retencion o clasificacién bien conocida. Con este vector, la retencion en el RE tiene una ventaja
practica ya que se reporté que mejora los niveles de expresién 5 veces o mas. La razon principal de
eslo parece ser que el RE contiene concentraciones méas bajas y/o proteasas diferentes responsables
de la degradacién post-traduccional de las proteinas expresadas que estan presentes en el citoplasma.
Sc conocen las sefiales de retencion del RE funcionales en microalgas verdes. Por ejemplo, ver

Proc. Nat.l Acad. Sci. Estados Unidos. 26 de abril de 2005;102(17):6225-30.
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1.
5’TGACCTAGGTGATTAATTAACTCGAGGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCG 3° (sec.

con nim. de ident.:47)

Inverso:

5> CTACGAGCTCAAGCTTTCCATTTGTGTTC CCATCCCACTACTTCC 3°

(sec. con num. de ident.:48)

[0001] El promotor/UTR de la glutamato deshidrogenasa de Chlorella sorokiniana se
obtuvo a través de la PCR del ADN gendmico aislade de la cepa UTEX 1230 a través de la PCR
mediante el uso de los pares de cebadores siguientes:

Directo:5’ GATCAGAATTCCGCCTGCAACGCAAGG GCAGC 3° (sec. con ntim. de ident.:94)

Inverso:5° GCATACTAGTGGCGGGACGGAGAGA GGGCG 3’ (sec. con niim. de ident.:95)

[0002] La optimizacién del codén se basé en los codones para Prototheca
moriformis. La secuencia del casete de la neomicina fosfotransferasa (nptll) en la que no se
optimizaron los codones se sintetizG como un fragmento Ascl-Xhol y se basé en la secuencia con
nim. de acceso YP_788126 del GenBank. El casete nptll con los codones optimizados se baso

también en este nimero de acceso del Genbank.

[0003] Las tres cepas de Prototheca se transformaron usando los métodos biolfsticos
descritos anteriormente. En resumen, las cepas de Profotheca se cultivaron heterotroficamente en
medio liquido que contenfa 2% de glucosa hasta alcanzar la densidad celular deseada (1x107
células/ml a 5x107 células/mi). Las células se cosecharon, se lavaron una vez con agua destilada
estéril y se resuspendieron a 1x10% células/ml. Después, 0.5 ml de células se extendieron en una
placa con medio sdlido no selectivo y se dejé secar en una campana estéril. Las células se
bombardearon con el sistema biolistico de entrega de particulas PDS-1000/He (BioRad). Las células
se dejaron recuperar a 25°C durante 24 horas. Tras la recuperacién, las células se retiraron mediante
el lavado de las placas con 1 ml de medio estéril y se transfirieron a nuevas placas que contenian
100 mg/ml de G418. Las células se dejaron secar en una campana estéril y se dejé que se formaran
colonias en la placa a temperatura ambiente por hasta tres semanas. Las colonias de UTEX 1435,
UTEX 1439 y UTEX 1437 se recogieron y se aplicaron en forma de puntos en placas selectivas de

agar para una segunda ronda de seleccion.
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[0004] Un subconjunto de las colonias que sobrevivieron a una segunda ronda de seleccion

descrita anteriormente, se cultivaron en pequefio volumen y se extrajo el ADN y ARN gendmico por

medio de técnicas de biologia molecular. Se hizo la transferencia de tipo Southern en el ADN
gendmico extraido de las no transformadas (WT), los transformantes y el ADN del plasmido. El
ADN de cada muestra se corri6 en 0.8% de geles de agarosa después de los siguientes tratamientos:
sin digerir (U), digerido con Avrll (A),

citggtttggactcegectgtatictectggtacigeaacetglaaaccageactgeaatgctgatgeacgppaagtagtgggatgggaacacaaat
pgaaagctigagcte

Sec. con nam, ident.: 52

Beta-tubulina::neo-opt::nit
gaattcctt‘lctigc_:gctatgacacuccagcaaaaggtagggcgggctgcgagacggcucccggcgctgcatgcaacaccgatgat
geticgaccceccgaageiccticggggetpcatgggegcicegatgecgetecagggegagepetgtifnaatagecaggeccee

gaftgcaaagacattatagcgagetaccaaagecatattcaaacacetagatcactaceacttctacacaggecacicgagettgtgate
gcactccgct&agggggcgcctcﬁcctcltcgtucagtcacaacccgcaaacggcgcgccatatca rgatcgaggaggchgcc

gtgt{ccgcctgtccgcccagag(:cﬂccccgggctgucg’ggaagawgacctgccggcgggg;gaacgagctgcgggacgagg
ggeecgectgicclggctgoecaccaccggeptpeccipepecgeeptpctppa cgtgglgaccgaggecgpecgepactpgcty
ctgctpggcgag g;ggccggccaggacc;gctg;cgicccacctggcggcggccgagaagg1gtccatcatgggcgaggccatgcg

ceaptepgecgacegeifcctgptectgtacggcatcpecpeccccgacteccagegealcgectictaccgecigetggacea
gltcttctgactegaggeageageapetcggatagtatcgacacactetggacgetggteglglgatpgactgttgeegecacacttge
tgcctigacctgtpaatatccctgecgetittatcaaacagecteagtgtgtiigatettgtgtgtacgegettttgegagtigetagetgett
gtgctatttgcgaataccacccccagcatccccttccutcgtttcatatcgcttgcatcccaaccgcaacltatctacgctglcctgchtcc
ctcagcgctgctcctgctcctgctcactgcccctcgcacagccttggttgggctocgcctgiattctcctggtactgcaacctgtaaacc

ageactgcaalgetpatgrcacgggaagtagtpgpgatgpgaacacaaatggaaagetigagete

See. con niim. ident.: 53
GCCGCGACTGOCTGCTGCTGG
Sec. con niim. ident,; 54
AGGTCCTCLCCGTCGGGCATG
Sec. con nim. ident.: 55

Crf-tub::NCO-suc2::CvNitRed

3y
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CTTTCTTGCGCTATGACACTTCCAGCAAAAGGTAGGGCGGGCTGCGAGACGGCTT
CCCGGCGCTGCATGCAACACCGATGATGCTTCGACCCCCCGAAGCTCCTTCGGGG
CTGCATGGGCGCTCCGATGCCGCTCCAGGGCGAGCGCTGTTTAAATAGCCAGGCC
CCCGATTGCAAAGACATTATAGCGAGCTACCAAAGCCATATTCAAACACCTAGA
TCACTACCACTTCTACACAGGCCACTCGAGCTTGTGATCGCACTCCGCTAAGGGG
GCGCCTCTTCCTCTTCGTTTCAGTCACAACCCGCAAACGGCGCGCCATATCAATG
CTTCTTCAGGCCTTTCTTTTTCTTCTTGCTGGTTTTGCTGCCAAGATCAGCGCCTCT
ATGACGAACGAAACCTCGGATAGACCACTTGTGCACTTTACACCAAACAAGGGC
TGGATGAATGACCCCAATGGACTGTGGTACGACGAAAAAGATGCCAAGTGGCAT
CTGTACTTTCAATACAACCCGAACGATACTGTCTGGGGGACGCCATTGTITTGGG
GCCACGCCACGTCCGACGACCTGACCAATTGGGAGGACCAACCAATAGCTATCG
CTCCGAAGAGGAACGACTCCGGAGCATTCTCGGGTTCCATGGTGGTTGACTACAA
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The undersigned,
SOLAZYME, INC.
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OLGA GEORGETTE OTERO -

of the fimo Baker & McKenzie Colombia $.A. members of Baker &
McKenzie, domiciled at Av. 82 No, 10-62, 6 floor, of Bogotd D.C,,
Colombis, full and sufficient power of attorney to pursue befors the
competent authoritics the following matters:

Trademark reghstrations and renewals; deposit and registration
of commercial names and commercial ensigns; registration and
renewal of domasin nsmes; obtainment of patents, utility models,
induostrial designs, Integrated circuits Iayont-designs and vegetal
varictles; recordals of mergers, changes of name, assignments,
changes of domicile and address; sccurity interests; recordsl of
license of use agreements, liens and other acts that affeet or limit
the mentioned industrial property rights; filing z2nd proseention
of all matters relating to domain names; filing and prosecution of
oppositions, cancellation actions, annulment sctions, annulment
and ycinstatement of right sction, precautionary icjunctions,
infingement actions, and all administrative and judicial actions
available for the prosecution of proceedings related to industrial
property matters, unfair competition and  protection of
consunters,

to which end it empowers them to file requests, petitions and
lawsuits, appeals and objections, pay taxes, receive, including
faculties to enter intp settlement agrecments, conciliations and
wansactions, abandon epplications and renounce to intellectual
property rights and, in general, o take all the actions before the
competent guthorities i order to duly protest our intellectual
property, To the said mondatories sufficient power is pranted hereby
to recive notifications for and on behalf of the Cormpany, to confer
powers on those who arc to represent the Company Judicially and
extrgiudicially, to answer in court in the matter of all claims and
demands thet may be presented in connection with the intcliectyal
property rights, and to do everything that may be required befare
edministrative or judicial officers of any class to comply this power,
giving them likewise faculty to substitute these presents and revoke
such substitutions if necessary,

Done and subscribed in
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Baker & McKonzo Colombia S.A.
Av, 82 No. 10 - 62 &th Floor -
Bogots, Colombia

NIT: 960.034.906-9
Tell +57 1 834 1500
Faxc +57 1 376 2211

www.bakermckenzis.com
PODER
Laabajo firmada,
SOLAZYME, INC.
domiciliada en

2251 Gateway Boulevard, South San Franglsco, California
94080, Estados Unldos

declara por ¢ presente que otorga a

ALVARO CORREA-ORDOREZ y/o
RICARDO METKE MYENDEZ y/o

JUAN PAELO CONCHA-DELGADO y/o
OLGA GEORGETTE OTERG

de Ia firma Baker & McKenzic Colombia §5.A. mictnbros de Baker &
McKenzie, domiciliada en 1a Av. 82 No. 10-62 Piso 6 en Bogota D.C.,
Colombin, poder cspecial amplio y suficients, pars adelantar ante las
autoridadés competentes los siguientes asuntos:

Registro y rénovacién de marcas; depésito y registro de nombres
comerclales ¥y cnseflas comercizles; registra vy renovacién de
uombres de domlnio; obtenciéu de patentes de invencion, modelos
de ntilidad, disedtos industriales, esquemas de frazado de circuitos
integrados y variedades vegetales; inscripeién de fusiones, cambios
de nombre, traspasos, cambios de domicilio ¥ de direccién;
Inseripcién de contratos de prenda, inscripeidn de licenclas de uso,
embargos y otros actos que afecten o limlten los mencionados
derechos de propiedad industrisl; presentacién y tromitacién de
todos los susuntos relaclonados com nombres de dominio;
presentacién y tramitacién de oposiciones, acciones de cancelacién,
acciones de nulidad, seciones de nulidad y restablecimiento del
derecho, medidas cantelares, acciones por infraccitn de derechos,
Yy demds accones judiciales, relacionadas eon procesos de
propiedad industrial, competencia desleal y proteceion  del
consumidor,

@ cuyo cfecto los faculta para presentar solicitudes, peticiones y
demandas, interponer recursos, reclamos, pagar impuestos y tasas,
recibir, transigir y desistir, incluyendo facultades para entrar en
acucrdos  amigables, conciliationes y transacciones, abandonar
solicitudes y renunciar a derechos de propiedad industrial, y en
general, & dar ante las autoridedes competentes todos los pasos
necesarios pars la debida proteccién de nuestra propiedad industrial,
Asimismo se concede 2 los expresados mandatarios poder suficiente

para recibir notificaciones a nombre de la compafiia, otorgar poderes .

8 quicnes vayan a representar B la compafifa judicial ¥
extrajudicialmente, responder en juicio 2 todas las reclamaciones o
demandas que por motivo de Jos derechos d¢ propiedad industrial se
presentaren y hacer cuamto fuere necesario ante las awtoridades
administrativas o judiciates de cualquier orden para el cumplimiento
de este mandato, dindoles igualmente facultad para sustituir ¢l
presente poder y en caso necesario, revocar dichas sustituciones,

Dado y firmado en

Alos dtes del mes de de 20
avrison F. DiWgn . ol
residenl € Chag \c,cﬁar\pltbd\{ O+heay
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Jeffrey W. Bullock

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Uertified

at Dover, Delaware
the seventh day of Jannary, A.D. 2011

by Secretary of State, Delaware Department of State

. No. 0431611

Seal/Stamp: 10. Signature:
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Delaware ...

The First State

I, JEFFREY W. BULLOCK, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIYFY "SOLAZYME, INC." IS DULY
INCORPORATED UNDER THE LAWS OF THE STATE OF DELAWARE AND IS IN
GOOD STANDING AND HAS A LEGAL CORPORATE EXISTENCE SO FAR AS THE
RECORDS OF THIS OFFICE SHOW, AS OF THE SEVENTH DAY OF JANUARY,
A.D. 2011.

AND I DO HERFBY FURTHER CERTIFY THAT THE SAID "SOLAZYME,

_ INC." WAS INCORPORATED ON THE THIRTY-FIRST DAY OF MARCH, A.D.

2003.

‘ AND ¥ DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE FRANCHISE TAXES
HAVE BEEN PAID TQO DATE.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE ANNUAL REPORTS HAVE
BEEN FILED TO DATE.

=

Jeffrey W. Bullock, Secretary of State =y

3635550 8300 8 A AUTHE, TON: 8481140

110025104 n
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_Traduccion oficial de inglés por Marlen Neira. Licencia 2117 del Ministerio de Justicia colombia -Spé !
Secretario de estado
La apostilia o certificado de legalizacién solo confirma que la firma, sello o estampilla en el documento es auténtica.
No significa que el contenide def documento sea correcto. La Apostilla no es valida dentro de los Estados Unidos, sus
territorios o posesiones. Puede verificarla en www.s0s.ca.qovibusinessinotary/apostille-search.

APOSTILLA
(Convencion De La Haya del 5 octubre de 1961)
1. Pais Estados Unidos de América
2. Este documento Publico ha sido firmado por J. Cohen
3. Quien ejerce funciones de notario piblico, Estado de California
4. Lleva el sello de J. Cohen notario publico Estado de California.
CERTIFICADO
5. En Sacramento, California.
6. El121 deenero 2011,
7.Por el secretario de estado suplente- Estado de California
. 8 No. 914898
9. Sello enrelieve del estado de California
10. Firma ilegible de Devra Bowen- Secretaric de estado
RECONOCIMIENTO DE CALIFORNIA PARA TODO FIN

Estado de California
Condado de San Mateo
El 7 de enero de 2011 ante mi, J. Cohen notario pliblico comparecié personalmente Harrison F.

Dillon quien demostr6 sobre una evidencia satisfactoria ser la persona cuye nombre aparece en el

instrumento anexo y reconoctd haberlo suscrito en su condicién autorizada. y que con su firma en

el instrumento, la entidad a nombre de la cual firmé también suscribe el instrumento. Certifico

bajo sancién de perjurio bajo las leyes del estado California que e} parrafo anterior es verdadero y
. correcto.

En testimonio estampo mi firma y sello oficial.

Firmado. J. Cohen notario puiblico. Sello de J. Cohen notario publico de California.
Condado San Mateo. Comisién N. 1745073. Su comisién vence el 11 junio- 2011.

vodiuNwe
MARLEN NEIRA CASTRO
Traductor e lntérprete Oficial
Inglés - Espeiol - Inglés
Resolucidn No, 2117 del 7 Oct 1987
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OPCIONAL 2
Descripcidon del documento adjunto
Tipo de documento: Poder de abogado
Fecha : 7 enero de 201 1. Nimero de paginas: 1 + certificado
Nombre de signatarios: ninguno
nombre: Dillon- cargo: Presidente. & jefe de tecnologia
El signatario Solazyme, Inc.
PODER DE SOLAZYME, INC..
Bilingiie inglés y espafiol firmado por Harrison F. Dillon, Fechado el 7 enero 2011,
APOSTILLA
{Convencién De La Haya del § octubre de 1961)

1. Pais Estados Unidos de América
2. Este documento Piblico ha sido firmado por Jeffrey W. Bullock
3. Quien gjerce funciones de secretario de estado de Delaware
4. Lleva el sello de secretario de Estado.
CERTIFICADO
5. En Dover Delaware. 6. Bl 7 de enero 2011.
7.Por el secretario de estado Departamento de Estado
8 No. 0431611
9. Sello enrelieve del estado de California 10. Firma ilegible

{
‘ | Delaware

El primer Estado
Pag. 1

Yo, por Jeffrey W, Bullock, Secretario del estado de Delaware certifica por el presente que
SOLAZYME, INC. Estd debidamente constituida conforme a las leyes del Estado de Delaware y
estd al dia, paz y salvo y tiene existencia legal corporativa tal como 1o muestran los registros de
esta oficina en fecha 7 de enero de 2011.

Certifico ademas que SOLAZYME, INC. fue constituida el 1 de marzo de 2003.

Certifico ademds que la compaiiia ha pagado los impuestos de franquicia hasta la fecha.

Certifico ademas que la Compaiifa ha presentado los informes anuales hasta Ja fecha.

| . 3635550 8300 Jeffrey W, Bullock, Secretario del estado
110025104 Autenticacién N. 8481140
Sello de Delaware verificar en corp.delaware.gov/authe.shtml ~ Fecha_ 01-07-11

Es traduccion conforme Bogota, enero 31- 2011

110&&4 Woyee C

MARLEN NEIRA CASTRO

Traductor e Intérprete Oficial
inglés - Espadiol - Inglés

Resolucion No. 2117 del 7 Oct 1987
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LR

No. 1

LISTA DE CHEQUEO
Fecha: 20111223 120023 E\%e%??é)o%%\gg&%%@lﬁﬁﬁ ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES
I\gf 111 F|'=f?-'<TEEseN'nn\uom Follos: 563
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PATENTE DE INVENCION [ ] - MODELODE UTILiDAD [ | Art33 Decision 486/00

EEENE

.

&

Indicacion que se solicita una patente.

Dalos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de ias tasas establecidas (De ser e caso formato de descuento)
Completa Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT/' l MODELQ DE UTILIDAD PCT I:I Art.33 Decision 486/00, Circutar Onica

Zf

il

‘indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada iniciaimenta {(capitulo descriptivo,
relvindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobanie de pago de [aetasas establecidas (de ser el c’asb formatlo de descuento)
Completa Incompleta D :

DISENO INDUSTRIAL  [_|

(Art. 119 Decisién 486/00)

L]
]

L]
[]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identlificacién del solicitante & de la persona que presenta ia solicitud

Representacién grafica y fotografica del Disefio industrial o-muestra del material que incorpora el
disefio :

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleté D

ESQUEMA DE TRAZADO [ |

(Art. 92 Decision 486100}

Oo000

Indicacién que se solicita un esquema de lrazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presentz la solicitud
Representacion gréfica de un esquema de trazado

‘Comprobanie de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

¢ Pi02-F68 {2C0%-11-18)




