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DESCRIPCION
Produccién de derivados de acidos grasos
Antecedentes de lainvencién

El petréleo es un recurso natural limitado que se encuentra en la Tierra en formas liquida, gaseosa o sélida. El
petréleo estd compuesto principalmente por hidrocarburos, que estdn compuestos principalmente de carbono e
hidrégeno. También contiene cantidades significativas de otros elementos, tales como nitrégeno, oxigeno o azufre,
en diferentes formas.

El petréleo es un recurso valioso, aunque los productos del petréleo se desarrollan a considerables costes, tanto
financieros como medioambientales. En primer lugar, deben descubrirse fuentes de petréleo. La exploracion de
petréleo es una empresa cara y arriesgada. El coste de exploraciéon de pozos de aguas profundas puede exceder los
100 millones de ddlares. Ademas del coste econdémico, la exploracién de petrdleo conlleva un alto coste
medioambiental. Por ejemplo, la exploracién mar adentro altera los entornos marinos circundantes.

Tras descubrirse un pozo productor, el petréleo debe extraerse de la tierra con gran coste. Incluso en las mejoras
circunstancias, so6lo puede extraerse el 50% del petréleo en un pozo. La extraccién de petréleo también conlleva un
coste medioambiental. Por ejemplo, la extraccion de petrdleo puede dar como resultado grandes fugas de petréleo
gue emerge a la superficie. La perforacion mar adentro implica dragar el lecho marino, lo que altera o destruye el
entorno marino circundante.

Tras la extraccion el petréleo debe transportarse a lo largo de grandes distancias desde regiones productoras de
petréleo hasta regiones consumidoras de petroleo. Ademas de los costes de transporte, hay también el riesgo
medioambiental de derrames de petréleo devastadores.

En su forma natural, el petréleo crudo extraido de la Tierra tiene pocos usos comerciales. Es una mezcla de
hidrocarburos (por ejemplo, parafinas (o alcanos), olefinas (o alquenos), alquinos, naftenos (o cicloalcanos),
compuestos alifaticos, compuestos aromaticos, etc.) de longitud y complejidad variables. Ademas, el petréleo crudo
contiene otros compuestos organicos (por ejemplo, compuestos organicos que contienen nitrégeno, oxigeno, azufre,
etc.) e impurezas (por ejemplo, azufre, sal, &cido, metales, etc.).

Por tanto, el petréleo crudo debe refinarse y purificarse antes de que pueda usarse comercialmente. Debido a su alta
densidad de energia y su facil transportabilidad, la mayoria del petréleo se refina en combustibles, tales como
combustibles de transporte (por ejemplo, gasolina, diésel, combustible de aviacion, etc.), gasdleo de calefaccion, gas
licuado de petréleo, etc.

El petrdleo crudo es también una fuente primaria de materiales de partida para producir productos petroquimicos.
Las dos clases principales de materiales de partida derivados del petrdleo son olefinas de cadena corta (por
ejemplo, etileno y propileno) y compuesto aroméaticos (por ejemplo, isémeros de xileno y benceno). Estos materiales
de partida se derivan de los hidrocarburos de cadena mas larga en petrdleo crudo sometiendo a craqueo los
hidrocarburos de cadena larga con un gasto considerable usando una variedad de métodos, tales como craqueo
catalitico, craqueo con vapor o reformacion catalitica. Estos materiales de partida se usan para producir productos
petroquimicos, que no pueden refinarse directamente del petréleo crudo, tales como mondémeros, disolventes,
detergentes o adhesivos.

Un ejemplo de un material de partida derivado de petréleo crudo es etileno. Se usa etileno para producir productos
petroquimicos, tales como polietileno, etanol, 6xido de etileno, etilenglicol, poliéster, glicol éter, etoxilato, acetato de
vinilo, 1,2-dicloroetano, tricloroetileno, tetracloroetileno, cloruro de vinilo y poli(cloruro de vinilo). Otro ejemplo de un
material de partida derivado de petréleo crudo es propileno. El propileno se usa para producir alcohol isopropilico,
acrilonitrilo, polipropileno, o6xido de propileno, propilenglicol, glicol éteres, butileno, isobutileno, 1,3-butadieno,
elastomeros sintéticos, poliolefinas, alfa-olefinas, alcoholes grasos, acido acrilico, polimeros acrilicos, cloruro de
alilo, epiclorohidrina y resinas epoxidicas.

Los productos petroquimicos pueden usarse para producir productos quimicos especializados, tales como plasticos,
resinas, fibras, elastémeros, productos farmacéuticos, lubricantes o geles. Ejemplos de productos quimicos
especializados que pueden producirse a partir de materiales de partida petroquimicos son: acidos grasos,
hidrocarburos (por ejemplo, hidrocarburos de cadena larga, hidrocarburos de cadena ramificada, hidrocarburos
saturados, hidrocarburos insaturados, etc.), alcoholes grasos, ésteres, aldehidos grasos, cetonas, lubricantes, etc.

Los productos quimicos especializados tienen muchos usos comerciales. Los acidos grasos se usan comercialmente
como tensioactivos. Los tensioactivos pueden encontrarse en detergentes y jabones. Los acidos grasos también
pueden usarse como aditivos en combustibles, aceites lubricantes, pinturas, lacas, velas, aceite para ensaladas,
mantequilla, cosméticos y emulsionantes. Ademas, los acidos grasos se usan como activadores aceleradores en
productos de caucho. Los acidos grasos también pueden usarse como materia prima para producir ésteres
metilicos, amidas, aminas, cloruros de acido, anhidridos, dimeros de ceteno, y peroxiacidos y ésteres.
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Los ésteres tienen muchos usos comerciales. Por ejemplo, el biodiésel, un combustible alternativo, esta compuesto
de ésteres (por ejemplo, éster metilico de acidos grasos, ésteres etilicos de acidos grasos, etc.). Algunos ésteres de
bajo peso molecular son volatiles con un olor agradable que los hace Utiles como fragancias o agentes saborizantes.
Ademas, se usan ésteres como disolventes para lacas, pinturas y barnices. Ademas, algunas sustancias que se
producen de manera natural, tales como ceras, grasas y aceites estdn compuestas de ésteres. También se usan
ésteres como agentes de ablandamiento en resinas y plasticos, plastificantes, retardadores de la llama y aditivos en
gasolina y gasoil. Ademas, pueden usarse ésteres en la fabricacién de polimeros, peliculas, materiales textiles,
colorantes y productos farmacéuticos.

Ademas, el petréleo crudo es una fuente de lubricantes. Los lubricantes derivados del petr6leo estan compuestos
normalmente de olefinas, particularmente poliolefinas y alfa-olefinas. Los lubricantes o bien pueden refinarse del
petréleo crudo o bien fabricarse usando los materiales de partida refinados del petréleo crudo.

La obtencion de estos productos quimicos especializados a partir de petréleo crudo requiere una inversion financiera
significativa asi como un gran aporte de energia. También es un proceso ineficaz porque frecuentemente los
hidrocarburos de cadena larga en petrdleo crudo se someten a craqueo para producir monémeros mas pequefios.
Estos mondmeros se usan entonces como material de partida para fabricar los productos quimicos especializados
mas complejos.

Ademas de los problemas con la exploracion, la extraccion, el transporte y el refino del petréleo, el petréleo es un
recurso cada vez mas escaso y limitado. Una estimacion del consumo de petréleo mundial actual es de 30000
millones de barriles al afio. Segun algunas estimaciones, se predice que a los niveles de produccion actuales, las
reservas de petréleo mundiales podrian agotarse antes del afio 2050.

Finalmente, la combustion de combustibles a base de petréleo libera gases invernadero (por ejemplo, diéxido de
carbono) y otras formas de contaminacién del aire (por ejemplo, mondéxido de carbono, diéxido de azufre, etc.). A
medida que la demanda mundial de combustible aumenta, la emisiébn de gases invernadero y otras formas de
contaminacion del aire también aumenta. La acumulacion de gases invernadero en la atmdsfera puede conducir a
un aumento del calentamiento global. Por tanto, ademas de dafar el medio ambiente localmente (por ejemplo,
derrames de petréleo, dragado de entornos marinos, etc.), la combustion del petroleo también dafa el medio
ambiente globalmente.

Debido a los desafios inherentes que plantea el petréleo, hay una necesidad de una fuente de petréleo renovable
que no necesite explorarse, extraerse, transportarse a lo largo de grandes distancias o refinarse sustancialmente
como el petréleo. Hay también una necesidad de una fuente de petrdleo renovable que pueda producirse
economicamente. Ademas, hay una necesidad de una fuente de petréleo renovable que no cree el tipo de dafio
medioambiental producido por la industria del petrdleo y la combustion de combustibles a base de petréleo. Por
motivos similares, hay también una necesidad de una fuente renovable de productos quimicos que se derivan
normalmente del petrdleo.

Las fuentes de energia renovable, tales como luz solar, agua, viento y biomasa, son una posible alternativa a
combustibles de petréleo. El biocombustible es un combustible de combustion limpia, biodegradable, producido a
partir de biomasa, y puede estar compuesto de alcanos y ésteres. Un biocombustible a modo de ejemplo es
biodiésel. El biodiésel puede usarse en la mayoria de los motores diésel de combustion interna o bien en forma pura,
que se denomina biodiésel “no mezclado”, o bien como mezcla en cualquier concentracién con diésel de petréleo
regular.

El biodiésel ofrece ventajas en comparacion con diésel a base de petroleo, incluyendo emisiones reducidas (por
ejemplo, monéxido de carbono, azufre, hidrocarburos aromaticos, particulas de hollin) durante la combustion. El
biodiésel también mantiene un ciclo de diéxido de carbono equilibrado debido a que estd basado en materiales
bioldgicos renovables. El biodiésel normalmente es biodegradable, y confiere seguridad potenciada debido a su alto
punto de ignicién y baja inflamabilidad. Ademas, el biodiésel proporciona buenas propiedades de lubricacion,
reduciendo asi el desgaste y la rotura de los motores.

Los métodos actuales de preparacion de biodiésel implican transesterificacion de triacilglicéridos a partir de materias
primas de aceites vegetales, tal como colza en Europa, soja en América del Norte y aceite de palma en el Sureste
Asiético. Por tanto, la produccion de biodiésel a escala industrial esta restringida geografica y estacionalmente a
zonas en las que se producen las materias primas de aceites vegetales. El procedimiento de transesterificacion
conduce a una mezcla de ésteres grasos que pueden usarse como biodiésel. Sin embargo, la glicerina es un
subproducto no deseado del procedimiento de transesterificacion. Para que puedan usarse como biodiésel, los
ésteres grasos deben purificarse adicionalmente a partir del producto heterogéneo. Esto aumenta los costes y la
cantidad de energia requerida para la produccion de ésteres grasos y, en ultima instancia, también la produccién de
biodiésel. Ademas, las materias primas de aceites vegetales son fuentes de energia ineficaces debido a que
requieren una superficie extensa para el cultivo. Por ejemplo, el rendimiento de biodiésel a partir de colza es de s6lo
1300 I/hectarea debido a que sdélo se usa el aceite de la semilla para la produccion de biodiésel, mientras que el
resto de la biomasa de la colza se desecha. Adicionalmente, el cultivo de algunas materias primas de aceites
vegetales, tales como colza y soja, requiere rotacion de cultivos frecuente para impedir el agotamiento de nutrientes
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de la tierra.

El documento WO 2008/119082 A2 (HU ET AL.) da a conocer células modificadas por ingenieria genética y
microorganismos que producen derivados de acidos grasos.

El documento US 2009/117629 Al (SCHMIDT-DANNERT ET AL.) da a conocer polipéptidos que tienen actividad
isoprenoide éster de cera sintasa o actividad isoprenoide acil CoA-sintasa.

Por tanto existe una necesidad de un biocombustible econdémica y energéticamente eficaz, y métodos de
preparacion de biocombustibles a partir de fuentes de energia renovable tales como biomasa.

Sumario de lainvencion

Esta divulgacion se refiere a la produccién de acidos grasos y derivados de los mismos que incluyen, por ejemplo,
ésteres grasos de microorganismos modificados por ingenieria genética. Los ejemplos de ésteres grasos incluyen
ésteres de acidos grasos, tales como los derivados de alcoholes de cadena corta, incluyendo ésteres etilicos de
acidos grasos (“FAEE”) y ésteres metilicos de &cidos grasos (“FAME”), y los derivados de alcoholes grasos de
cadena larga. Los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos que se producen pueden usarse, individualmente o
en combinaciones adecuadas, como biocombustible (por ejemplo, un biodiésel), un producto quimico industrial, o un
componente de, o materia prima de, un biocombustible o un producto quimico industrial. En algunos aspectos, la
invencion se refiere a un método de produccién de uno o méas acidos grasos libres y/o uno o méas derivados de
acidos grasos tales como ésteres de acidos grasos, incluyendo, por ejemplo, FAEE, FAME y/u otros derivados de
éster de acido graso de alcoholes de cadena mas larga. En aspectos relacionados, el método comprende
proporcionar un huésped de produccion modificado por ingenieria genética adecuado para preparar acidos grasos y
derivados de acidos grasos.

Se proporciona un método de preparacion de un acido graso o un derivado de acido graso tal como un éster graso.
El método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa. El gen que codifica
para una éster sintasa puede seleccionarse de las enzimas clasificadas como EC 2.3.1.75, y cualquier otro
polipéptido que pueda catalizar la conversion de un tioéster de acilo en ésteres grasos, incluyendo, sin limitacion,
éster de cera sintasas, acil-CoA:alcohol transacilasas, alcohol O-acido graso-acil-transferasa, aciltransferasas y acil
graso-CoA:alcohol graso aciltransferasas, o una variante adecuada de las mismas. El gen de éster sintasa puede
ser uno que codifica para cera/dgat, una éster sintasa/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa bifuncional de
Simmondsia chinensis, Acinetobacter sp. ADP1, Alcanivorax borkumensis, Pseudomonas aeruginosa, Fundibacter
jadensis, Arabidopsis thaliana o Alkaligenes eutrophus. El gen que codifica para una éster sintasa puede
seleccionarse del grupo que consiste en: AtfAl (una éster sintasa derivada de Alcanivorax borkumensis SK2, n.° de
registro de GenBank YP_694462), AtfA2 (otra éster sintasa derivada de Alcanivorax borkumensis SK2, n.° de
registro de GenBank YP_693524), ES9 (una éster sintasa de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798, n.° de
registro de GenBank ABO21021), ES8 (otra éster sintasa derivada de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM
8798, n.° de registro de GenBank AB0O21020), y variantes de las mismas. Puede sobreexpresarse el gen que
codifica para la éster sintasa o una variante adecuada.

Se proporciona un método de preparacion de un derivado de acido graso, por ejemplo, un éster graso,
comprendiendo el método expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de éster sintasa
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26, o una variante de la misma. El
polipéptido puede tener actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. El polipéptido puede tener la capacidad de
catalizar la conversion de un tioéster en un acido graso y/o un derivado de acido graso tal como un éster graso. El
polipéptido puede tener la capacidad de catalizar la conversion de una acil graso-CoA y/o una acil graso-ACP en un
acido graso y/o un derivado de acido graso tal como un éster graso, usando un alcohol como sustrato. El polipéptido
puede tener la capacidad de catalizar la conversién de un acido graso libre en un éster graso, usando un alcohol
como sustrato.

Una tioesterasa endégena de la célula huésped, si esta presente, puede estar no modificada. La célula huésped
puede expresar un nivel atenuado de una actividad tioesterasa o la tioesterasa esta delecionada funcionalmente. La
célula huésped puede no tener actividad tioesterasa detectable. Tal como se usa en el presente documento el
término “detectable” significa que puede determinarse la existencia o presencia. Por ejemplo, la produccién de un
producto a partir de un reactante (por ejemplo, produccion de un determinado tipo de ésteres de acidos grasos)
puede detectarse de manera deseable usando los métodos proporcionados en el presente documento. La célula
huésped puede expresar un nivel atenuado de una enzima de degradacion de acidos grasos, tal como, por ejemplo,
una acil-CoA sintasa, o la enzima de degradacién de acidos grasos esta delecionada funcionalmente. La célula
huésped puede no tener actividad de enzima de degradacion de acidos grasos detectable. La célula huésped puede
expresar un nivel atenuado de una tioestereasa, una enzima de degradacion de acidos grasos o ambas. La
tioesterasa, la enzima de degradacion de acidos grasos o ambas pueden estar delecionadas funcionalmente. La
célula huésped puede no tener actividad tioesterasa, actividad acil-CoA sintasa detectable o ninguna. La célula
huésped puede poder convertir una acil-ACP o acil-CoA en acidos grasos y/o derivados de los mismos tal como
ésteres, en ausencia de una tioesterasa, una enzima de derivado de acido graso o ambas. Alternativamente, la
célula huésped puede convertir un acido graso libre en un éster graso en ausencia de una tioesterasa, una enzima
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de derivado de &cido graso o ambas. El método incluye ademas aislar los acidos grasos o derivados de los mismos
de la célula huésped.

El derivado de acido graso puede ser un éster graso. El acido graso o derivado de acido graso puede derivarse a
partir de un sustrato de alcohol adecuado tal como un alcohol de cadena corta o larga. El acido graso o derivado de
acido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El acido graso o derivado de acido graso puede aislarse
del entorno extracelular de la célula huésped. El acido graso o derivado de acido graso puede secretarse de manera
espontanea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El acido graso o derivado puede transportarse al
entorno extracelular, opcionalmente con la ayuda de una 0 mas proteinas de transporte. El acido graso o derivado
de acido graso puede transportarse de manera pasiva al entorno extracelular.

Se proporciona un método in vitro de produccion de un &cido graso y/o un derivado de acido graso
extracelularmente que comprende proporcionar un sustrato y una éster sintasa purificada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26, o una variante de la misma. El método puede
comprender cultivar una célula huésped en condiciones que permiten la expresion o sobreexpresién de un
polipéptido de éster sintasa o una variante del mismo, y aislar la éster sintasa de la célula. El método puede
comprender ademas poner en contacto un sustrato adecuado de este tipo con el extracto libre de células en
condiciones que permiten la produccién de un &cido graso y/o un derivado de &cido graso.

El polipéptido de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ¢ 26, con
una o mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoéacidos, y el polipéptido tiene actividad éster
sintasa y/o aciltransferasa. El polipéptido de éster sintasa puede tener actividad éster sintasa y/o transferasa
aumentada. Por ejemplo, el polipéptido de éster sintasa puede, o tiene una capacidad mejorada de, catalizar la
conversion de tioésteres, por ejemplo, acil graso-CoA o acil graso-ACP, en &cidos grasos y/o derivados de acidos
grasos. El polipéptido de éster sintasa puede ser capaz, o tiene una capacidad mejorada de, catalizar la conversion
de sustratos de tioéster en acidos grasos y/o derivados de los mismos, tales como ésteres grasos, en ausencia de
actividad tioesterasa, actividad de enzima de degradacion de acidos grasos o ambas. Por ejemplo, el polipéptido
convierte acil graso-ACP y/o acil graso-CoA en ésteres grasos in vivo, en ausencia de actividad tioesterasa o acil-
CoA sintasa. El polipéptido puede catalizar la conversion de un &cido graso libre en un éster graso, en ausencia de
actividad tioesterasa, actividad de enzima de degradacion de acidos grasos o ambas. Por ejemplo, el polipéptido
puede convertir un &cido graso libre en un éster graso in vivo o in vitro, en ausencia de actividad tioesterasa,
actividad acil-CoA sintasa o ambas.

El polipéptido de éster sintasa puede ser una variante que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
18, 24, 25 6 26, con una o mas sustituciones de aminoacido no conservadas, en la que el polipéptido de éster
sintasa tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. En determinadas realizaciones, el polipéptido de éster
sintasa tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. Por ejemplo, un residuo de glicina en la posicion
395 de SEQ ID NO: 18 puede estar sustituido por un residuo de aminoacido basico, de manera que la variante de
éster sintasa resultante conserva o tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. En un realizaciéon a
modo de ejemplo, el residuo de glicina en la posicién 395 de SEQ ID NO: 18 se sustituye por un residuo de arginina
o lisina, en la que la variante de éster sintasa resultante conserva o tiene capacidad mejorada para catalizar la
conversion de un tioéster en un acido graso y/o un derivado de acido graso tal como un éster graso.

La variante de éster sintasa puede comprender una o mas de las siguientes sustituciones de aminoéacido
conservadas: reemplazo de un aminoacido alifatico, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro
aminoacido alifatico; reemplazo de una serina por una treonina; reemplazo de una treonina por una serina;
reemplazo de un residuo acido, tal como &cido aspartico y acido glutamico, por otro residuo acido; reemplazo de un
residuo que lleva un grupo amida; intercambio de un residuo basico, tal como lisina y arginina, por otro residuo
basico; y reemplazo de un residuo aromatico, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo aromatico. La variante
de éster sintasa puede tener aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o
mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacidos. La variante de polipéptido puede tener
actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, el polipéptido de éster sintasa puede catalizar la conversién
de tioésteres en acidos grasos y/o derivados de acidos grasos, usando alcoholes como sustratos. En un ejemplo no
limitativo, el polipéptido puede catalizar la conversion de una acil graso-CoA y/o una acil graso-ACP en un acido
graso y/o un éster de acido graso, usando un sustrato de alcohol adecuado, tal como, por ejemplo, un metanol,
etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol. En
otro ejemplo no limitativo, el polipéptido de éster sintasa puede catalizar la conversién de una acil graso-ACP y/o una
acil graso-CoA en un acido graso y/o un éster de acido graso, en ausencia de una tioesterasa, una enzima de
degradacion de acidos grasos o ambas. El polipéptido puede ser capaz de catalizar la conversién de un acido graso
libre en un éster graso en ausencia de una tioesterasa, una enzima de degradacion de acidos grasos o ambas.

El polipéptido de éster sintasa puede tener de aproximadamente 200 aminoacidos a aproximadamente 2.000
aminoacidos de longitud, por ejemplo, desde aproximadamente 250 hasta aproximadamente 1.500 residuos de
aminoacido de longitud, desde aproximadamente 300 hasta aproximadamente 1.200 residuos de aminoacido de
longitud, desde aproximadamente 350 hasta aproximadamente 1.000 residuos de aminoacido de longitud, desde
aproximadamente 400 hasta aproximadamente 800 residuos de aminoacido de longitud o desde aproximadamente
450 hasta aproximadamente 600 residuos de aminodacido de longitud. El polipéptido de éster sintasa puede tener
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aproximadamente 300 residuos de aminodacido de longitud o mas, por ejemplo, aproximadamente 400 residuos de
aminoacido de longitud 0 mas, o aproximadamente 450 residuos de aminoacido de longitud o mas. El polipéptido de
éster sintasa puede tener aproximadamente 1.000 residuos de aminoacido de longitud o menos, por ejemplo,
aproximadamente 800 residuos de aminoacido de longitud o menos, aproximadamente 700 residuos de aminoacido
de longitud o menos o aproximadamente 600 residuos de aminoacido de longitud o menos. Una éster sintasa a
modo de ejemplo tiene aproximadamente 500 residuos de aminoéacido de longitud.

El método incluye ademas modificar la expresion de un gen que codifica para una éster sintasa en la célula
huésped. Modificar la expresion de un gen que codifica para una éster sintasa puede incluir expresar un gen
heterélogo que codifica para una éster sintasa en la célula huésped y/o aumentar de otra manera la expresion o
actividad de un éster sintasa endégena en la célula huésped.

Una enzima tioesterasa enddgena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. El método
puede incluir modificar la expresiéon de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Maodificar la
expresion de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir expresar un gen heterélogo que codifica para
una tioesterasa en la célula huésped y/o aumentar la expresion y/o actividad de una tioesterasa enddgena en la
célula huésped. Modificar la expresién de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir atenuar la
expresion de un gen enddégeno que codifica para una tioesterasa en la célula huésped, y/o disminuir la expresion y/o
actividad de una tioesterasa enddgena en la célula huésped. Modificar la expresién de una tioesterasa en la célula
huésped puede comprender delecionar funcionalmente un gen enddgeno que codifica para una tioesterasa. No hay
actividad tioesterasa detectable en la célula huésped. La tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin secuencia
lider, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatAl.

La actividad tioesterasa puede determinarse o medirse usando diversos ensayos in vitro o in vivo conocidos,
incluyendo sin limitacién un ensayo de hidrdlisis de acil-CoA, que mide la tasa de escision de un sustrato acil-CoA
usando una reaccion de DTNB (&cido 5,5'-ditio-bis(2-nitro-benzoico)) y monitoriza los cambios de absorbancia a
412 nm y un coeficiente de extincién molar de 13.600 M cm™. En la técnica se sabe que diversas éster sintasas
pueden tener actividades tioesterasa solapantes. Sin embargo, tal como se usa en el presente documento, el
término “éster sintasa” no comprende enzimas que también tienen actividad tioesterasa. Las que tienen tanto
actividad éster sintasa como actividad tioesterasa se clasifican como tioesterasas en el presente documento.

Se proporciona un método de preparacion de acidos grasos y/o derivados de acidos grasos, por ejemplo, un éster
graso, que comprende expresar en una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa, en ausencia de
una tioesterasa o una actividad tioesterasa en la célula huésped. La célula huésped puede modificarse por
ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de degradacion de &cidos grasos en relacion
con su nivel en una célula huésped silvestre. Los ejemplos de enzimas de degradacion de &cidos grasos incluyen,
sin limitacién, una acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 0 EC 6.2.1.3. Los ejemplos de células huésped a partir de las que
puede encontrarse la encima de degradacién de &cidos grasos incluyen Saccharomyces cerevisiae, Candida
lipolytica, Escherichia coli, Arthrobacter, Rhodotorula glutinins, Acinetobacter, Candida lipolytica, Botryococcus
braunii, Vibrio furnissii, Vibrio harveyi, Micrococcus leuteus, Stenotrophomonas maltophila o Bacillus subtilis. La
célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa
en relacién con una célula huésped silvestre. La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA
sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, yhfL, Pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, RPC_4074, fadDD35,
fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteina ZP_01644857. La enzima de degradacién de &cidos grasos,
tal como el gen de acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no tiene
actividad acil-CoA sintasa detectable.

Una enzima tioesterasa endodgena de la célula huésped, que puede estar presente, no estd modificada. La célula
huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, un nivel
atenuado de una enzima de degradacién de acidos grasos, o ambos. Una tioesterasa, una enzima de degradacién
de acidos grasos, 0 ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad
tioesterasa, actividad acil-CoA sintasa detectable o ninguna. La célula huésped puede producir acidos grasos y/o
derivados de sustratos de tioéster y alcohol. Alternativamente, la célula huésped puede producir ésteres grasos a
partir de sustratos de acidos grasos libres y alcohol.

El polipéptido de éster sintasa puede derivarse de, por ejemplo, una bacteria, una planta, un insecto, una levadura,
un hongo o un mamifero. El polipéptido de éster sintasa puede ser de una célula de mamifero, una célula vegetal,
una célula de insecto, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una célula bacteriana, una célula
cianobacteriana o una célula de cualquier otro organismo descrita en el presente documento. La éster sintasa que se
produce de manera natural puede ser de Acidobacteria, Acidothermus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax,
Alcaligenes, Alteromonas, Anaeromyxobacter, Arabidopsis, Bradyrhizobium, Erythrobacter, Frankia, Fundibacter,
Hahella chejuensis, Janibacter, Limnobacter, Marinobacter, Methylibium, Microscilla, Moritella, Mus musculus,
Mycobacterium, Myxococcus, Natronomonas, Nocardia, Nocardioides, Photobacterium, Proteobacterium,
Plesiocystis, Polaromonas, Pseudomonas, Psychrobacter, Reinekea, Rhodoferax, Rhodococcus, Roseiflexus,
Saccharopolyspora, Salinibacter, Simmodsia Solibacter, Sphingopyxis, Stigmatella, Streptomyces, Tenacibaculum o
Ustilago.
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La éster sintasa que se produce de manera natural puede derivarse a partir de uno cualquiera de Acidobacteria
bacterium, Acidothermus cellulolyticus, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter baylyi, Acinetobacter sp.,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Alcaligenes europhus, Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax
jadensis, Alteromonas macleodii, Anaeromyxobacter dehalogenans, Anaeromyxobacter sp., Arabidopsis thaliana,
Bradyrhizobium japonicum, Cryptococcus curvatus, Erythrobacter litoralis, Erythrobacter sp., Frankia sp., Fundibacter
jadensis, proteobacteria gamma, Hahella chejuensis, Homo sapiens, Janibacter sp., Limnobacter sp., proteobacteria
gamma marina, Marinobacter algicola, Marinobacter aquaeolei, Marinobacter hydrocarbinoclasticus, Marinobacter
sp., Methylibium petroleiphilum, Microscilla marina, Moritella sp., Mortierella alpina, Mus musculus, Mycobacterium
abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium gilvum, Mycobacterium leprae,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium sp., Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium vanbaalenii, Myxococcus xanthus, Natronomonas pharaonis, Nocardia
farcinica, Nocardioides sp., Photobacterium profundum, Plesiocystis pacifica, Polaromonas naphthalenivorans,
Polaromonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Psychrobacter arcticus, Psychrobacter cryohalolentis, Psychrobacter
sp., Reinekea sp., Rhodococcus opacus, Rhodoferax ferrireducens, Rhodococcus sp., Rhodoferax ferrireducens,
Roseiflexus sp., Roseiflexus castenholzii, Saccharomyces cerevisiae, Saccharopolyspora erythraea, Salinibacter
ruber, Simmodsia chinensis, Solibacter usitatus, Sphingopyxis alaskensis, Stigmatella aurantiaca, Streptomyces
avermitilis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces griseus, Tenacibaculum sp. y Ustilago maydis. Puede
sobreexpresarse el gen que codifica para la éster sintasa o una variante de la misma.

En otras realizaciones, la célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar, en relacion con
una célula huésped silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para
un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos. Uno 0 mas de un gen que codifica para una acil-
CoA deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa, un gen que codifica
para un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente.
La célula huésped que expresa un nivel disminuido de un receptor de proteina de membrana externa puede ser
resistente a la infeccion por fagos. El gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen
gue codifica para un receptor de proteina de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para
ferricromo, colicina M, fago T1, fago T5 o fago phi80. Las células huésped que comprenden un receptor de proteina
de membrana externa de este tipo incluyen, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Candida lipolytica, Escherichia
coli, Arthrobacter, Rhodotorula glutinins, Acinetobacter, Candida lipolytica, Botryococcus braunii, Vibrio furnissii,
Vibrio harveyi, Micrococcus leuteus, Stenotrophomonas maltophila o Bacillus subtilis. El gen que codifica para un
receptor de proteina de membrana externa puede ser fhuA (también conocido como tonA). El gen que codifica para
un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos puede ser fabR.

El método puede incluir ademds cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biologico para el
polipéptido de éster sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la
expresion o sobreexpresion de la enzima éster sintasa o una variante adecuada de la misma. El método puede
incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la produccién de acidos grasos o derivados de los
mismos por medio de una reaccion enzimética catalizada por la éster sintasa o una variante de la misma, sin la
participacion de una tioesterasa, una enzima de degradacion de &cidos grasos o ambas. En determinadas
realizaciones, el sustrato biol6gico para el polipéptido de éster sintasa es un tioéster. El sustrato bioldgico puede ser
un alcohol, tal como, por ejemplo, alcoholes grasos de cadena larga o de cadena corta. El sustrato bioldgico puede
ser un &cido graso libre.

Se proporciona un método de produccion de un acido graso y/o derivado de &cido graso, incluyendo, por ejemplo, un
éster de acido graso. El método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa
0 una variante de la misma que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente el
35%, al menos aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 45%, al menos aproximadamente el 50%,
al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 65%, al
menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ¢ 26. La éster sintasa puede tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18, 24, 25 6 26.

El método puede incluir ademas aislar el acido graso o derivado de acido graso a partir de la célula huésped
modificada por ingenieria genética. El acido graso o derivado de &cido graso puede estar presente en el entorno
extracelular. El &cido graso o derivado de acido graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped.
El &cido graso o derivado de &cido graso puede secretarse espontaneamente al entorno extracelular, parcial o
completamente. El 4cido graso o derivado de acido graso puede transportarse al entorno extracelular, con o sin la
ayuda de una o mas proteinas de transporte adecuadas. El &cido graso o derivado de &acido graso puede
transportarse de manera pasiva al entorno extracelular.

Una enzima tioesterasa enddgena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. El método
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puede incluir modificar la expresion de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la
expresion de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir expresar un gen heterélogo que codifica para
una tioesterasa en la célula huésped y/o aumentar la expresion o actividad de una tioesterasa endogena en la célula
huésped. Alternativamente, modificar la expresion de un gen que codifica para una tioesterasa incluye atenuar la
expresion de un gen enddgeno que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la expresion de un
gen que codifica para una tioesterasa puede incluir delecionar funcionalmente un gen endégeno que codifica para
una tioesterasa. En particular, la tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin secuencia lider, tesB, fatB, fatB2,
fatB3, fatA o fatAl.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de acidos grasos en relacidon con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradacién
de &cidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 0 EC 6.2.1.3.
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103,
yhfL, Pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, RPC_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la
proteina ZP_01644857. La enzima de degradacion de &cidos grasos descrita anteriormente tal como, por ejemplo,
una acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no tiene actividad acil-
CoA sintasa detectable.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una tioestereasa,
un nivel atenuado de una enzima de degradacion de acidos grasos o ambas. Una tioesterasa, una acil-CoA sintasa
o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad tioesterasa o
actividad de enzima de degradacién de &cidos grasos detectable. La célula huésped puede ser capaz de producir
acidos grasos y/o derivados de los mismos.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar, en relacion con una célula huésped
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen
gue codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la
transcripcion de la biosintesis de &cidos grasos. Uno o mas de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para
un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de
proteina de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1,
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de membrana externa puede ser fhuA (también conocido
como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos puede ser
fabR.

El polipéptido de éster sintasa puede derivarse a partir de una bacteria, una planta, un insecto, una levadura, un
hongo o un mamifero. El polipéptido puede ser de una célula de mamifero, una célula vegetal, una célula de insecto,
una célula de levadura, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una célula bacteriana o una célula
de cualquier otro organismo descrito en el presente documento. En determinadas realizaciones, la éster sintasa es
de Acidobacteria, Acidothermus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax, Alcaligenes, Alteromonas,
Anaeromyxobacter, Arabidopsis, Bradyrhizobium, Erythrobacter, Frankia, Fundibacter, Hahella chejuensis,
Janibacter, Limnobacter, Marinobacter, Methylibium, Microscilla, Moritella, Mus musculus, Mycobacterium,
Myxococcus, Natronomonas, Nocardia, Nocardioides, Photobacterium, Proteobacterium, Plesiocystis, Polaromonas,
Pseudomonas, Psychrobacter, Reinekea, Rhodoferax, Rhodococcus, Roseiflexus, Saccharopolyspora, Salinibacter,
Simmodsia Solibacter, Sphingopyxis, Stigmatella, Streptomyces, Tenacibaculum o Ustilago.

La éster sintasa puede derivarse a partir de uno cualquiera de Acidobacteria bacterium, Acidothermus cellulolyticus,
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter baylyi, Acinetobacter sp., Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
Alcaligenes europhus, Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax jadensis, Alteromonas macleodii, Anaeromyxobacter
dehalogenans, Anaeromyxobacter sp., Arabidopsis thaliana, Bradyrhizobium japonicum, Cryptococcus curvatus,
Erythrobacter litoralis, Erythrobacter sp., Frankia sp., Fundibacter jadensis, proteobacteria gamma, Hahella
chejuensis, Homo sapiens, Janibacter sp., Limnobacter sp., proteobacteria gamma marina, Marinobacter algicola,
Marinobacter aquaeolei, Marinobacter hydrocarbinoclasticus, Marinobacter sp., Methylibium petroleiphilum,
Microscilla marina, Moritella sp., Mortierella alpina, Mus musculus, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium gilvum, Mycobacterium leprae, Mycobacterium marinum, Mycobacterium
smegmatis, Mycobacterium sp., Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium vanbaalenii,
Myxococcus xanthus, Natronomonas pharaonis, Nocardia farcinica, Nocardioides sp., Photobacterium profundum,
Plesiocystis pacifica, Polaromonas naphthalenivorans, Polaromonas sp., Psudomonas aeruginosa, Psychrobacter
arcticus, Psychrobacter cryohalolentis, Psychrobacter sp., Reinekea sp., Rhodococcus opacus, Rhodoferax
ferrireducens, Rhodococcus sp., Rhodoferax ferrireducens, Roseiflexus sp., Roseiflexus castenholzii,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharopolyspora erythraea, Salinibacter ruber, Simmodsia chinensis, Solibacter
usitatus, Sphingopyxis alaskensis, Stigmatella aurantiaca, Streptomyces avermitilis, Streptomyces coelicolor,
Streptomyces griseus, Tenacibaculum sp. y Ustilago maydis. Puede sobreexpresarse el gen que codifica para la
éster sintasa o una variante de la misma.

El método puede incluir ademas cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biolégico para el
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polipéptido de éster sintasa. EI método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones suficientes para
permitir la expresién o sobreexpresién de una éster sintasa en la célula huésped. Una tioesterasa enddgena de la
célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. La célula huésped puede expresar un nivel atenuado
de una tioesterasa, una enzima de degradacion de acidos grasos o ambas. La tioesterasa, la enzima de degradacién
de acidos grasos o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad
tioesterasa, actividad acil-CoA sintasa, o ninguna actividad detectable. El método puede incluir cultivar las células
huésped en condiciones suficientes para permitir la produccion de acidos grasos y/o derivados de acidos grasos. La
célula huésped puede cultivarse en presencia de sustratos de tioéster. La célula huésped puede cultivarse en
presencia de un alcohol. Aun en otra realizacion, la célula huésped se cultiva en presencia de un acido graso libre.

Se proporciona un método de produccion de un acido graso y/o un derivado de acido graso tal como, por ejemplo,
un éster graso. El método comprende expresar en una célula huésped un polinucleétido que se hibrida con un
complemento de una secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 27, 28, 29 6 30, o con un fragmento de las mismas, en
el que el polinucledtido codifica para un polipéptido que tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo,
el polipéptido puede catalizar la conversién de tioésteres en acidos grasos y/o derivados de acidos grasos tales
como ésteres grasos, usando uno o mas alcoholes como sustratos. Los sustratos de tioéster adecuados pueden
incluir acil-CoA, tales como, por ejemplo, acil graso-CoA y acil-ACP, tales como, por ejemplo, acil graso-ACP. Los
sustratos de alcohol adecuados incluyen, por ejemplo, alcoholes de cadena corta o larga, tales como metanol,
etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, octanol, heptanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol. El
polipéptido puede ser capaz de catalizar la conversion de un &cido graso libre en ésteres grasos.

El polinucleétido puede hibridarse en condiciones de baja rigurosidad, rigurosidad media, alta rigurosidad o muy alta
rigurosidad, con un complemento de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 27, 28, 29 6 30, o con un
fragmento de las mismas. El polinucleétido puede comprender una secuencia que tiene codones optimizados para la
expresion o sobreexpresiéon en una célula huésped seleccionada.

El método puede comprender ademas aislar el acido graso o derivado de &cido graso a partir de la célula huésped.
El 4cido graso o derivado de acido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El &cido graso o derivado
de &cido graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. El acido graso o derivado de &cido
graso puede secretarse de manera espontanea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El &cido
graso o derivado de &cido graso puede transportarse al entorno extracelular con o sin la ayuda de una o mas
proteinas de transporte. El acido graso o derivado de acido graso puede transportarse de manera pasiva al entorno
extracelular.

Una tioestereasa enddgena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. EI método puede
incluir modificar la expresion de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la
expresion de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir expresar un gen heterélogo que codifica para
una tioesterasa en la célula huésped y/o aumentar la expresion o actividad de una tioesterasa endogena en la célula
huésped. Modificar la expresion de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir atenuar la expresion de un
gen enddgeno que codifica para una tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente una tioesterasa
enddgena. La tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin secuencia lider, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatAl.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de &cidos grasos en relacidn con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradacién
de &cidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitaciéon, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3.
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103,
yhfL, pfl-4354, eav15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteina
ZP_01644857. La enzima de degradacion de acidos grasos mencionada anteriormente, tal como el gen de acil-CoA
sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no tiene una actividad acil-CoA
sintasa detectable.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, un
nivel atenuado de una enzima de degradacion de acidos grasos o ambos. Una tioesterasa, una enzima de
degradacion de acidos grasos o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no
tener actividad tioesterasa o actividad de enzima de degradacion de acidos grasos detectable. La célula huésped
puede ser capaz de producir acidos grasos y/o derivados de los mismos.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar, en relacion con una célula huésped
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen
que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la
transcripcion de la biosintesis de acidos grasos. Uno o mas de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para
un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de
proteina de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1,
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa puede ser fhuA
(también conocido como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos
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grasos puede ser fabR.

La éster sintasa puede derivarse a partir de una bacteria, una planta, un insecto, una levadura, un hongo o un
mamifero. El polinucleétido de éster sintasa puede ser de una célula de mamifero, una célula vegetal, una célula de
insecto, una célula de levadura, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una célula bacteriana o
una célula de cualquier otro organismo descrito en el presente documento. El polinucleétido puede ser de
Acidobacteria, Acidothermus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax, Alcaligenes, Alteromonas, Anaeromyxobacter,
Arabidopsis, Bradyrhizobium, Erythrobacter, Frankia, Fundibacter, Hahella chejuensis, Janibacter, Limnobacter,
Marinobacter, Methylibium, Microscilla, Moritella, Mus musculus, Mycobacterium, Myxococcus, Natronomonas,
Nocardia, Nocardioides, Photobacterium, Proteobacterium, Plesiocystis, Polaromonas, Pseudomonas,
Psychrobacter, Reinekea, Rhodoferax, Rhodococcus, Roseiflexus, Saccharopolyspora, Salinibacter, Simmodsia
Solibacter, Sphingopyxis, Stigmatella, Streptomyces, Tenacibaculum o Ustilago.

El polinucleétido de éster sintasa puede derivarse a partir de uno cualquiera de Acidobacteria bacterium,
Acidothermus cellulolyticus, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter baylyi, Acinetobacter sp., Aeromonas
hydrophila, Aeromonas salmonicida, Alcaligenes europhus, Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax jadensis,
Alteromonas macleodii, Anaeromyxobacter dehalogenans, Anaeromyxobacter sp., Arabidopsis thaliana,
Bradyrhizobium japonicum, Cryptococcus curvatus, Erythrobacter litoralis, Erythrobacter sp., Frankia sp., Fundibacter
jadensis, proteobacteria gamma, Hahella chejuensis, Homo sapiens, Janibacter sp., Limnobacter sp., proteobacteria
gamma marina, Marinobacter algicola, Marinobacter aquaeolei, Marinobacter hydrocarbinoclasticus, Marinobacter
sp., Methylibium petroleiphilum, Microscilla marina, Moritella sp., Mortierella alpina, Mus musculus, Mycobacterium
abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium gilvum, Mycobacterium leprae,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium sp., Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium vanbaalenii, Myxococcus xanthus, Natronomonas pharaonis, Nocardia
farcinica, Nocardioides sp., Photobacterium profundum, Plesiocystis pacifica, Polaromonas naphthalenivorans,
Polaromonas sp., Psudomonas aeruginosa, Psychrobacter arcticus, Psychrobacter cryohalolentis, Psychrobacter
sp., Reinekea sp., Rhodococcus opacus, Rhodoferax ferrireducens, Rhodococcus sp., Rhodoferax ferrireducens,
Roseiflexus sp., Roseiflexus castenholzii, Saccharomyces cerevisiae, Saccharopolyspora erythraea, Salinibacter
ruber, Simmodsia chinensis, Solibacter usitatus, Sphingopyxis alaskensis, Stigmatella aurantiaca, Streptomyces
avermitilis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces griseus, Tenacibaculum sp. y Ustilago maydis. Puede
sobreexpresarse el polinucleétido que codifica para la éster sintasa o una variante de la misma.

El método puede comprender ademas cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biolégico
para el polipéptido de éster sintasa. El método puede comprender cultivar la célula huésped en condiciones que son
suficientes para permitir la expresion o sobreexpresion de la éster sintasa en la célula huésped. El método puede
comprender ademas cultivar la célula huésped en condiciones que son suficientes para permitir la produccion de
acidos grasos y/o derivados de &cidos grasos. El método puede comprender cultivar la célula huésped en presencia
de un sustrato de tioéster tal como, por ejemplo, una acil graso-CoA o una acil graso-ACP. El método puede
comprender cultivar la célula huésped en presencia de un sustrato de alcohol. El método puede comprender cultivar
la célula huésped en presencia de un acido graso libre.

Se proporciona un método de produccién de un acido graso o un derivado de acido graso tal como, por ejemplo, un
éster graso. El método comprende expresar en una célula huésped un gen heter6logo que codifica para una éster
sintasa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, o una variante de la misma. Alternativamente, el
método comprende manipular un gen de éster sintasa enddgena de una célula huésped que codifica para una éster
sintasa de SEQ ID NO: 18, o una variante de la misma, usando alteracién gendémica. El método puede incluir
ademas aislar el acido graso y/o derivado de acido graso a partir de la célula huésped.

Se proporciona un método in vitro de produccién de acidos grasos y/o derivados de acidos grasos extracelularmente
a partir de un sustrato que usa una éster sintasa purificada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
18, o una variante de la misma. La célula huésped puede cultivarse en condiciones que permiten la expresién o
sobreexpresion de la éster sintasa o una variante de la misma. La célula huésped se recoge entonces y se lisa.
Opcionalmente, se purifica la mezcla resultante. Pueden afadirse sustratos adecuados tales como los descritos en
el presente documento a los extractos libres de células en condiciones que permiten la produccién de un acido graso
y/o un derivado de &cido graso.

La variante de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, con una 0 mas
sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacidos, en la que el polipéptido tiene actividad éster
sintasa y/o actividad aciltransferasa. En determinadas realizaciones, la variante de éster sintasa tiene actividad éster
sintasa y/o aciltransferasa aumentada. Por ejemplo, el polipéptido de éster sintasa puede, o tiene capacidad
mejorada de, catalizar la conversién de tioésteres en ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. Los
sustratos de tioéster incluyen, por ejemplo, tioésteres grasos tales como acil graso-CoA o acil graso-ACP. En
algunas realizaciones, la variante de éster sintasa puede, o tiene capacidad mejorada de, catalizar la conversion de
acidos grasos libres en ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. Los sustratos de alcohol incluyen, por
ejemplo, alcoholes de cadena larga o corta tales como metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol,
heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol.
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En algunas realizaciones, la variante de éster sintasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18,
con una o mas sustituciones de aminoacido no conservadas, en la que la variante conserva la actividad éster sintasa
ylo aciltransferasa. En algunas realizaciones, la variante de éster sintasa tiene actividad éster sintasa y/o
aciltransferasa mejorada. En una realizacién a modo de ejemplo, el residuo de glicina en la posicion 395 de SEQ ID
NO: 18 esta sustituido por un residuo de aminoacido basico, y la variante de éster sintasa resultante conserva o
tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. En algunas realizaciones, el residuo de glicina en la
posicion 395 de SEQ ID NO: 18 se sustituye por un residuo de arginina o lisina, y la variante de éster sintasa
resultante tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada.

La variante de éster sintasa puede comprender una 0 mas sustituciones de aminoacido conservadas. La variante de
éster sintasa puede tener aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas
sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacido. La variante de éster sintasa puede tener actividad
éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, el polipéptido puede ser capaz de catalizar la conversion de tioésteres
en acidos grasos y/o derivados de &cidos grasos tales como ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. El
polipéptido puede ser capaz de producir un éster graso a partir de un acido graso libre y un alcohol adecuados, tales
como, por ejemplo, alcoholes de cadena larga o corta, tales como metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol,
hexanol, heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol.

Una tioesterasa endogena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. El método puede
incluir modificar la expresion de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la
expresion de un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresion de un gen enddgeno que codifica para una
tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente un gen de este tipo. La tioesterasa puede codificarse
por tesA, tesA sin secuencia lider, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatAl.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de &cidos grasos en relacion con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradacién
de &cidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3.
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103,
yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteina
ZP_01644857. La enzima de degradacion de acidos grasos mencionada anteriormente, tal como el gen de acil-CoA
sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa una acil-CoA sintasa o0 no
tiene una actividad acil-CoA sintasa detectable.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, un
nivel atenuado de una enzima de degradacion de acidos grasos o ambos. Una tioesterasa, una enzima de
degradacion de acidos grasos o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no
tener nivel detectable de actividad tioesterasa o actividad acil-CoA sintasa. La célula huésped puede ser capaz de
producir &cidos grasos y/o derivados de los mismos.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar, en relacion con una célula huésped
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen
que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la
transcripcion de la biosintesis de &cidos grasos. Uno o mas de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para
un regulador de la transcripcién de la biosintesis de acidos grasos pueden delecionarse funcionalmente. El gen que
codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de proteina de
membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, fago T5 o fago
phi80. El gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa puede ser fhuA (también conocido
como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos puede ser
fabR.

El método puede incluir ademas cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biolégico para el
polipéptido de éster sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la
expresion o sobreexpresiéon de la éster sintasa en la célula huésped. EI método puede incluir cultivar la célula
huésped en condiciones que permiten la produccion de acidos grasos y/o derivados de acidos grasos deseables. El
método puede incluir cultivar la célula huésped en presencia de un sustrato de tioéster. EI método puede incluir
cultivar la célula huésped en presencia de un alcohol. EI método puede incluir cultivar la célula huésped en
presencia de un acido graso libre.

Se proporciona un método de produccion de un acido graso y/o un derivado de acido graso tal como, por ejemplo,
un éster graso. El método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de éster
sintasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente el 35% de identidad de
secuencia, por ejemplo, al menos aproximadamente el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 91%, el
92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18. La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para tener un nivel
atenuado de una tioesterasa, una enzima de degradacion de acidos grasos o ambas. Alternativamente, la
tioesterasa, la enzima de degradacion de acidos grasos o ambas, estan delecionadas funcionalmente. La célula
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huésped puede no tener actividad tioesterasa o actividad acil-CoA sintasa detectable. EI método puede incluir
ademas aislar un acido graso o derivado de acido graso asi producido a partir de la célula huésped.

Se proporciona un método in vitro de produccion de un acido graso y/o derivado de acido graso extracelularmente,
gue usa una éster sintasa purificada que tiene al menos aproximadamente el 35% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, a partir de un sustrato adecuado. La célula huésped puede cultivarse
en condiciones que permiten la expresion o sobreexpresion de la enzima éster sintasa o una variante de la misma.
La célula huésped se recoge entonces y se lisa. Opcionalmente, se purifica la mezcla resultante. Sustratos
adecuados tales como los descritos en el presente documento pueden afiadirse a los extractos libres de células en
condiciones que permiten la produccién de un acido graso y/o un derivado de acido graso.

La secuencia de aminoacidos de una éster sintasa o una variante adecuada puede tener al menos
aproximadamente el 35%, por ejemplo, al menos aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 45%, al
menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la éster sintasa es SEQ
ID NO: 18. Un polipéptido de éster sintasa a modo de ejemplo incluye una éster sintasa de Limnobacter sp.
MED105, con un n.° de registro de GenBank de ZP_01915978 (SEQ ID NO: 41), que tiene aproximadamente el 51%
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la éster sintasa de Marinobacter
hydrocarbonclasticus DSM 8798, SEQ ID NO: 18.

Una tioesterasa enddgena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. El método puede
incluir modificar la expresion de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la
expresion de un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresion de un gen enddgeno que codifica para una
tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente ese gen. La tioesterasa puede codificarse por tesA,
tesA sin secuencia lider, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatAl.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de &cidos grasos en relacidon con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradacién
de acidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 0 EC 6.2.1.3.
En realizaciones particulares, la célula huésped expresa un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por
fadD, fadK, BH3103, yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que
codifica para la proteina ZP_01644857. La enzima de degradacion de acidos grasos mencionada anteriormente, tal
como el gen de acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa
la acil-CoA sintasa o no tiene actividad acil-CoA sintasa detectable.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa,
una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o0 ambas. Una tioesterasa, una acil-CoA
sintasa 0 ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede ser capaz de producir acidos
grasos y/o derivados de los mismos.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar, en relacion con una célula huésped
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen
gue codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la
transcripcion de la biosintesis de éacidos grasos. Uno o mas de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para
un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de
proteina de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1,
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa es fthuA (también
conocido como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos es
fabR.

Se proporciona un método de produccion de un &cido graso o un derivado de acido graso tal como, por ejemplo, un
éster graso. El método incluye expresar en una célula huésped un polinucleétido que se hibrida en condiciones de
baja rigurosidad, rigurosidad media, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad, con un complemento de SEQ ID NO: 27,
0 con un fragmento de la misma, en el que el polinucledtido codifica para un polipéptido que tiene actividad éster
sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, el polipéptido tiene actividad éster sintasa y puede convertir tioésteres en
ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. Los sustratos de tioéster adecuados incluyen, por ejemplo,
tioésteres grasos tales como acil graso-CoA o acil graso-ACP. La célula huésped puede producir ésteres grasos a
partir de sustratos de acido graso libre y alcohol. Los sustratos de alcohol adecuados incluyen, por ejemplo,
alcoholes de cadena larga o corta tales como metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, heptanol,
octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol.
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Una tioesterasa enddgena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. El método puede
incluir modificar la expresion de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Moadificar la
expresion de un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresion de un gen endégeno que codifica para una
tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente ese gen. La tioesterasa puede codificarse por tesA,
tesA sin secuencia lider, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatAl.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de acidos grasos en relacidon con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradacién
de acidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 0 EC 6.2.1.3.
En realizaciones particulares, la célula huésped expresa un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por
fadD, fadK, BH3103, yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que
codifica para la proteina ZP_01644857. La enzima de degradacion de acidos grasos mencionada anteriormente, tal
como el gen de acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa
una acil-CoA sintasa o no tiene actividad acil-CoA sintasa detectable.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa,
una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o0 ambas. Una tioesterasa, una acil-CoA
sintasa o ambas, estan delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede ser capaz de producir &cidos grasos
y/o derivados de los mismos.

La célula huésped se modifica por ingenieria genética para expresar, en relacion con una célula huésped silvestre,
un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen que codifica
para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la transcripcion de la
biosintesis de &cidos grasos. Uno o mas de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen que
codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la
transcripcion de la biosintesis de 4cidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El gen que codifica para
una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de proteina de membrana
externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, fago T5 o fago phi80. El
gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa puede ser fhuA (también conocido como tonA).
El gen que codifica para un regulador de la transcripcion de la biosintesis de 4cidos grasos puede ser fabR.

El método puede incluir ademas cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato bioldgico de la éster
sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la expresién o
sobreexpresion de la enzima éster sintasa en la célula huésped. EI método puede incluir cultivar la célula huésped
en condiciones que permiten la produccion de acidos grasos y/o derivados de acidos grasos. EI método puede incluir
cultivar la célula huésped en presencia de un sustrato de tioéster. El método puede incluir cultivar la célula huésped
en presencia de un sustrato de alcohol. El método puede incluir cultivar la célula huésped en presencia de un acido
graso libre.

El método puede incluir ademas aislar un acido graso o derivado de acido graso asi producido a partir de la célula
huésped. El &cido graso o derivado de acido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El &cido graso o
derivado de acido graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. El acido graso o derivado de
acido graso puede secretarse de manera espontanea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El
acido graso o derivado de acido graso puede transportarse al entorno extracelular, con o sin la ayuda de una 0 mas
proteinas de transporte adecuadas. El acido graso o derivado de acido graso puede transportarse de manera pasiva
al entorno extracelular.

Se proporciona un método in vitro de produccion de un &cido graso y/o derivado de &cido graso extracelularmente,
gue usa una éster sintasa purificada codificada por un polinucle6tido que se hibrida con un complemento de SEQ ID
NO: 27, o con un fragmento de la misma, y un sustrato adecuado. Por ejemplo, la célula huésped puede cultivarse
en condiciones que permiten la expresién o sobreexpresion de la enzima éster sintasa o una variante de la misma, y
la célula se recoge entonces y se lisa. Opcionalmente, la mezcla resultante puede purificarse. Sustratos adecuados
tales como los descritos en el presente documento pueden afiadirse a los extractos libres de células en condiciones
que permiten la produccion de un &cido graso y/o un derivado de &acido graso.

Se proporciona un método de produccion de un &cido graso y/o un derivado de acido graso tal como, por ejemplo,
un éster graso. El método incluye expresar en una célula huésped un vector recombinante que comprende una
secuencia de polinucledtido de éster sintasa que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad de secuencia
con secuencia de polinucleétido en la figura 16. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos tiene al
menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de
secuencia con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 27, 28, 29 6 30. La secuencia de nucleétidos puede ser
SEQ ID NO: 27, 28, 29 6 30. En un ejemplo, un vector recombinante que comprende una secuencia de
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polinucleétido de éster sintasa de SEQ ID NO: 42 (con codones optimizado a partir de un polinucleétido que codifica
para un homoélogo de éster sintasa de Limnobacter sp. MED105), que tiene aproximadamente el 50% de identidad
de secuencia con SEQ ID NO: 27, puede expresarse en una célula huésped para producir un acido graso y/o
derivado del mismo. La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado
de una tioesterasa, una enzima de degradaciéon de acidos grasos o ambas. Una tioesterasa, una enzima de
degradacion de acidos grasos o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede ser
capaz de producir acidos grasos y/o derivados de los mismos.

El método incluye ademas aislar el acido graso o derivado de acido graso a partir de la célula huésped. El acido
graso o derivado de acido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El acido graso o derivado de acido
graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. El acido graso o derivado de acido graso puede
secretarse de manera espontanea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El acido graso o derivado
de &cido graso puede transportarse al entorno extracelular, con o sin la ayuda de una o mas proteinas de transporte
adecuadas. El acido graso o derivado de acido graso puede transportarse de manera pasiva al entorno extracelular.

Se proporciona un método in vitro de produccion de un acido graso y/o derivado de acido graso extracelularmente,
en el que una célula huésped que comprende un vector recombinante que comprende una secuencia de nucledtidos
de éster sintasa que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad de secuencia con respecto a una
secuencia de nucledtidos enumerada en la figura 16 se cultiva en condiciones que permiten la expresion o
sobreexpresion de una éster sintasa. La célula huésped se recoge entonces y se lisa. Opcionalmente, se purifica la
mezcla resultante. Entonces se afiade un sustrato adecuado al extracto libre de células en condiciones que permiten
la produccién de un acido graso y/o un derivado de &cido graso in vitro.

El vector recombinante puede comprender ademas un promotor operativamente unido a una secuencia de
nucleétidos que codifica para una éster sintasa 0 una variante adecuada. El promotor puede ser un promotor
regulado por el desarrollo, uno especifico de organulo, uno especifico de tejido, uno inducible, uno constitutivo o uno
especifico de célula.

El vector recombinante puede comprender al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en (a) una
secuencia reguladora acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos; (b) un marcador de seleccion
acoplado operativamente a la secuencia de nucledtidos; (c) una secuencia de marcador acoplada operativamente a
la secuencia de nucledtidos; (d) un resto de purificacién acoplado operativamente a la secuencia de nucleétidos; (e)
una secuencia de secrecion acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos; y (f) una secuencia de
direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia de nucleétidos.

El vector recombinante puede ser un plasmido.

La célula huésped puede expresar un polipéptido de éster sintasa que esta codificado por el vector recombinante. La
secuencia de nucledtidos puede incorporarse de manera estable dentro del ADN gendmico de la célula huésped, y
la expresion de la secuencia de nucledtidos esta bajo el control de una regién promotora regulada.

Una tioesterasa enddégena de la célula huésped, si estd presente, puede no estar modificada. EI método incluye
modificar la expresién de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la expresion de
un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresion de un gen enddgeno que codifica para una tioesterasa en la
célula huésped y/o delecionar funcionalmente ese gen. La tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin
secuencia lider, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatAl.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de acidos grasos en relacion con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradacion
de &cidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 0 EC 6.2.1.3.
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103,
yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteina
ZP_01644857. La enzima de degradacion de 4cidos grasos mencionada anteriormente, tal como el gen de acil-CoA
sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa una acil-CoA sintasa o0 no
tiene actividad acil-CoA sintasa.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar, en relacién con una célula huésped
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen
gue codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la
transcripcion de la biosintesis de éacidos grasos. Uno o mas de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para
un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de
proteina de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1,
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa puede ser fhuA
(también conocido como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos
grasos puede ser fabR.
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El método puede incluir ademas cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato bioldgico de la éster
sintasa. EI método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la expresion o
sobreexpresion de la éster sintasa en la célula huésped. El método puede incluir cultivar la célula huésped en
condiciones que permiten la produccion de &cidos grasos y/o derivados de &cidos grasos. El método puede incluir
cultivar la célula huésped en presencia de un sustrato de tioéster. El método puede incluir cultivar la célula huésped
en presencia de un sustrato de alcohol. El método puede incluir cultivar la célula huésped en presencia de un acido
graso libre.

Se proporciona un método de produccion de un acido graso y/o un derivado del mismo tal como, por ejemplo, un
éster graso. El método incluye expresar en una célula huésped un vector recombinante que comprende una
secuencia de nucleétidos de éster sintasa que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad de secuencia
con respecto a la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 27. La célula huésped puede modificarse por ingenieria
genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, una enzima de degradacion de acidos grasos tal como
una acil-CoA sintasa o ambas. Una tioesterasa endégena, una acil-CoA sintasa o ambas pueden estar delecionadas
funcionalmente. La célula huésped puede ser capaz de producir &cidos grasos y/o derivados de los mismos.

El método puede incluir ademas aislar el acido graso y/o derivado de &cido graso a partir de la célula huésped. El
acido graso o derivado de acido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El acido graso o derivado de
acido graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. El 4cido graso o derivado de acido graso
puede secretarse de manera espontanea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El &cido graso o
derivado de &cido graso puede transportarse al entorno extracelular, con o sin la ayuda de una o mas proteinas de
transporte adecuadas. El 4cido graso o derivado de &cido graso puede transportarse de manera pasiva al entorno
extracelular.

Se proporciona un método in vitro de produccion de un acido graso y/o derivado de acido graso extracelularmente,
en el que una célula huésped comprende un vector recombinante, que a su vez comprende una secuencia de
polinucledtido de éster sintasa que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad con SEQ ID NO: 27,y en
el que la célula huésped se cultiva en condiciones que permiten la expresion o sobreexpresion de la éster sintasa.
La célula huésped se recoge entonces y se lisa. Opcionalmente, se purifica la mezcla resultante. Un sustrato
adecuado, por ejemplo, uno seleccionado de los descritos en el presente documento, se afiade entonces al extracto
libre de células en condiciones que permiten la produccion de un &cido graso y/o un derivado de acido graso in vitro.

La secuencia de nucledtidos puede tener al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al
menos aproximadamente al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de
secuencia con respecto a la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 27. La secuencia de nucleétidos puede ser
SEQ ID NO: 27.

Una tioesterasa enddgena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. El método puede
incluir ademéas modificar la expresion de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la
expresion de un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresién de un gen enddgeno que codifica para una
tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente ese gen. La tioesterasa puede codificarse por tesA,
tesA sin secuencia lider, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatAl.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de acidos grasos en relacion con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradacion
de acidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 0 EC 6.2.1.3.
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103,
yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteina
ZP_01644857. La enzima de degradacion de 4cidos grasos mencionada anteriormente, tal como el gen de acil-CoA
sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa una acil-CoA sintasa o0 no
tiene actividad acil-CoA sintasa.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, un
nivel atenuado de una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o ambas. Una
tioesterasa, una acil-CoA sintasa o0 ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede ser
capaz de producir acidos grasos y/o derivados de los mismos.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar, en relacién con una célula huésped
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen
que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la
transcripcion de la biosintesis de acidos grasos. Uno o mas de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para
un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 536240 T3

gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa es fadE. El gen que codifica para un receptor de proteina de
membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, fago T5 o fago
phi80. El gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa puede ser fhuA (también conocido
como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos puede ser
fabR.

El vector recombinante puede comprender ademas un promotor operativamente unido a la secuencia de nucleétidos
que codifica para una éster sintasa o una variante de la misma. El promotor puede ser un promotor regulado por el
desarrollo, uno especifico de organulo, uno especifico de tejido, uno inducible, uno constitutivo o uno especifico de
célula.

El vector recombinante puede comprender al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en (a) una
secuencia reguladora acoplada operativamente a la secuencia de nucleétidos; (b) un marcador de seleccion
acoplado operativamente a la secuencia de nucleétidos; (c) una secuencia de marcador acoplada operativamente a
la secuencia de nucledtidos; (d) un resto de purificacién acoplado operativamente a la secuencia de nucleétidos; (e)
una secuencia de secrecion acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos; y (f) una secuencia de
direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos.

El vector recombinante puede ser un plasmido.

La célula huésped puede expresar una éster sintasa 0 una variante adecuada que esta codificado por el vector
recombinante. La secuencia de nucledtidos puede incorporarse de manera estable dentro del ADN gendmico de la
célula huésped, y la expresién de la secuencia de nucle6tidos esta bajo el control de una regidon promotora regulada.

El método puede incluir ademas cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato bioldgico de la éster
sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que son suficientes para permitir la
expresion o sobreexpresion de la éster sintasa en la célula huésped. EI método puede incluir cultivar la célula
huésped en condiciones que son suficientes para permitir la produccion de acidos grasos y/o derivados de &cidos
grasos.

Una tioesterasa enddgena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. La célula huésped
puede expresar un nivel atenuado de una tioesterasa. Una tioesterasa puede estar delecionada funcionalmente. La
célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una enzima de degradacion de acidos grasos, tal como una
acil-CoA sintasa. Una enzima de degradacion de &acidos grasos endédgena, tal como una acil-CoA sintasa, puede
estar delecionada funcionalmente. La célula huésped puede cultivarse en presencia de un tioéster. La célula
huésped puede cultivarse en presencia de un sustrato de alcohol adecuado. La célula huésped puede cultivarse en
presencia de un &cido graso libre.

La célula huésped puede seleccionarse del grupo que consiste en una célula de mamifero, una célula vegetal, una
célula de insecto, una célula de levadura, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una célula
cianobacteriana y una célula bacteriana.

La célula huésped puede ser una célula bacteriana Gram-positiva. En otras realizaciones, la célula huésped es una
célula bacteriana Gram-negativa.

La célula huésped puede seleccionarse del género Escherichia, Bacillus, Lactobacillus, Rhodococcus,
Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium, Humicola, Rhizomucor, Kluyveromyces, Pichia,
Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes, Chrysosporium, Saccharomyces,
Stenotrophamonas, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces.

La célula huésped puede ser una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una célula de Bacillus
stearothermophilus, una célula de Bacillus licheniformis, una célula de Bacillus alkalophilus, una célula de Bacillus
coagulans, una célula de Bacillus circulans, una célula de Bacillus pumilis, una célula de Bacillus thuringiensis, una
célula de Bacillus clausii, una célula de Bacillus megaterium, una célula de Bacillus subtilis o una célula de Bacillus
amyloliquefaciens.

La célula huésped puede ser una célula de Trichoderma koningii, una célula de Trichoderma viride, una célula de
Trichoderma reesei, una célula de Trichoderma longibrachiatum, una célula de Aspergillus awamori, una célula de
Aspergillus fumigates, una célula de Aspergillus foetidus, una célula de Aspergillus nidulans, una célula de
Aspergillus niger, una célula de Aspergillus oryzae, una célula de Humicola insolens, una célula de Humicola
lanuginose, una célula de Rhodococcus opacus, una célula de Rhizomucor miehei o una célula de Mucor michei.

La célula huésped puede ser una célula de Streptomyces lividans o una célula de Streptomyces murinus.

La célula huésped puede ser una célula de Actinomycetes, una célula de Saccharomyces cerevisiae, una célula de
Candida Lipolytica (o Yarrowia lipolytica), una célula de E. coli Arthrobacter AK19, una célula de Rhodotorula
glutinins, una célula de Acintobacter sp. cepa M-1 o una célula de otro microorganismo oleaginoso.
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La célula huésped puede ser una célula de una levadura oleaginosa, por ejemplo, Yarrowia, Candida, Rhodotorula,
Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon o Lipomyces. En determinadas realizaciones, la célula huésped es
una célula de Rhodosporidium toruloide, Lipomyces starkeyii, L. lipoferus, Candida revkaufi, C. pulcherrima, C.
Tropicalis, C. utilis, Trichosporon pullas, T. cutaneum, Rhodotorula glutinous, R. Garminis y Yarrowia lipolytica
(clasificada anteriormente como Candida lipolytica). En realizaciones particulares, la célula huésped es una célula de
Yarrowia lipolytica, cepa ATCC n.° 20362, ATCC n.° 8862, ATCC n.° 18944, ATCC n.° 76982 y/o LGAM S(7)1
(Papanikolaou S., y Aggelis G., Bioresour. Technol., 82(1):43-9, 2002).

Tal como se usa en el presente documento, el término “oleaginoso” se refiere a aquellos organismos que tienden a
almacenar su fuente de energia en forma de lipido (o aceite) (Weete, Fungal Lipid Biochemistry, 22 ed., Plenum,
1980). Y para el fin en el presente documento, los organismos oleaginosos pueden ser bacterias, algas, musgo,
levaduras, hongos o plantas que tienen la capacidad de producir aceites.

El término “levadura oleaginosa” se refiere a aquellos microorganismos clasificados como levaduras que pueden
elaborar aceite. Generalmente, el contenido de aceite o triacilglicerol celular de los microorganismos oleaginosos
sigue una curva sigmoidea, en la que la concentracién de lipido aumenta hasta que alcanza un maximo en la fase de
crecimiento logaritmica tardia o estacionaria temprana y entonces disminuye gradualmente durante las fases
estacionaria tardia y de muerte (Yongmaitchai & Ward, Appl. Environ. Microbiol. 57:419-25 (1991)). No es
infrecuente que los microorganismos oleaginosos acumulen en exceso de aproximadamente el 25% de su peso
celular seco como aceite. Los ejemplos de levaduras oleaginosas incluyen, pero no se limitan a, los siguientes
géneros: Yarrowia, Candida, Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon y Lipomyces.

La célula huésped puede ser una célula de una planta eucariota, algas, cianobacterias, bacterias verdes del azufre
(incluyendo, por ejemplo, Chlorobium, Clathrochloris, Prosthecochloris), bacterias verdes no del azufre (incluyendo,
por ejemplo, Chloroflexus, Chloronema, Oscillochloris, Heliothrix, Herpetosiphon, Roseiflexus y Termomicrobium),
bacterias purpuras del azufre (incluyendo, por ejemplo, Allochromatium, Chromatium, Halochromatium,
Isochromatium, Marichromatium, Rhodovulum, Thermochromatium, Thiocapsa, Thiorhodococcus y Thiocystis),
bacterias purpuras no del azufre (incluyendo, por ejemplo, Phaeospirillum, Rhodobac, Rhodobacter,
Rhodomicrobium, Rhodopila, Rhodopseudomonas, Rhodothalassium, Rhodovibrio, Roseospira), extremdfilos,
levaduras, hongos, organismos modificados por ingenieria genética de los mismos, o un organismo sintético.

La célula huésped puede ser dependiente de la luz o fija carbono por medio de una de las rutas conocidas
incluyendo, por ejemplo, la ruta del ciclo de Calvin, la ruta de acetil CoA y la ruta de TCA reductora. Véase, por
ejemplo, Fuchs, G, Alternative pathways of autotrophic CO2 fixation, pags. 365-382 (1989), AUTOTROPHIC
BACTERIA, Springer-Verlag, Berlin, Alemania (H. G. Schlegel & B. Bowien ed.). La célula huésped puede tener
actividad autotrofa. La célula huésped puede tener actividad fotoauto6trofa, tal como en presencia de luz. En algunas
realizaciones, la célula huésped es heterdtrofa o mixétrofa en ausencia de luz. La célula huésped puede ser una
célula de un extreméfilo, que se sabe que resisten diversos parametros ambientales extremos tales como
temperatura, radiacion, presion, gravedad, vacio, desecacion, salinidad, pH, presion de oxigeno y productos
guimicos. Pueden ser adecuadas células huésped de diversos extremdfilos conocidos. Por ejemplo, la célula
huésped puede ser de un hipertermdfilo tal como Pyrolobus fumarii, que crece a o por encima de 80°C. En otro
ejemplo, la célula huésped puede ser de termdfilos tales como Synechococcus lividis, que crecen entre 60-80°C. En
un ejemplo adicional, la célula huésped puede ser de mesdfilos, que crecen entre 15-60°C. Aln en un ejemplo
adicional, la célula huésped puede ser de un psicréfilo tal como una psicrobacteria o determinados insectos, que
crecen a o por debajo de 15°C. Ademas, la célula huésped puede ser de un organismo tolerante a la radiacion tal
como Deinococcus radiodurans. La célula huésped puede ser de un organismo tolerante a la presion, tal como un
piezoéfilo, que tolera una presion de 130 MPa. Alternativamente, la célula huésped puede ser de organismos
tolerantes al peso tales como bardfilos. La célula huésped puede ser un organismo tolerante a la hipergravedad (por
ejemplo, >1 g) o a la hipogravedad (por ejemplo, <1 g). La célula huésped puede ser de un organismo tolerante al
vacio tal como un tardigrado, un insecto, un microbio y una semilla. La célula huésped puede ser de un organismo
tolerante a la desecacion y anhidrobidtico tal como un xeroéfilo Artemia salina, un nematodo, un determinado
microbio, un determinado hongo y un liquen. La célula huésped puede ser de un organismo tolerante a la sal tal
como un haldfilo (por ejemplo, NaCl 2-5 M) Halobacteriacea y Dunaliella salina. La célula huésped también puede
ser de un organismo tolerante al pH tal como alcaldfilos Natronobacterium, Bacillus firmus OF4, Spirulina spp. (por
ejemplo, pH > 9) o aciddfilos tales como a Cyanidium caldarium, Ferroplasma sp. (por ejemplo, pH bajo).
Alternativamente la célula huésped puede ser de anaerobios, que no pueden tolerar O, tales como Metanococcus
jannaschii, o microaérofilos, que toleran cierto O, tales como Clostridium, y aerobios, que requieren O,. Ademas, la
célula huésped puede ser de un organismo tolerante a gas, que tolera CO; puro, incluyendo, por ejemplo, Cyanidium
caldarium. La célula huésped puede ser de un organismo tolerante a metal, incluyendo, por ejemplo
metalotolerantes tales como Ferroplasma acidarmanus (por ejemplo, Cu, As, Cd, Zn), Ralstonia sp. CH34 (por
ejemplo, Zn, Co, Cd, Hg, Pb). Véanse, por ejemplo, Gross, Michael. Life on the Edge: Amazing Creatures Thriving in
Extreme Environments. Nueva York: Plenum (1998); Seckbach, J. “Search for Life in the Universe with Terrestrial
Microbes Which Thrive Under Extreme Conditions”. En Cristiano Batalli Cosmovici, Stuart Bowyer, and Dan
Wertheimer, eds., Astronomical and Biochemical Origins and the Search of Life in the Universe, pag. 511. Milan:
Editrice Compositori (1997).

La célula huésped puede ser de plantas, incluyendo, sin limitacion, plantas de los géneros: Arabidopsis, Beta,
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Glycina, Jatropha, Miscanthus, Panicum, Phalaris, Populus, Saccharum, Salix, Simmondsia y Zea. Por ejemplo, la
célula huésped puede ser de Arabidopsis thaliana, Panicum virgatum, Miscanthus giganteus o Zea mays. La célula
huésped puede ser de algas y cianobacterias, incluyendo, sin limitacion, los géneros: Acanthoceras, Acanthococcus,
Acaryochloris, Achnanthes, Achnanthidium, Actinastrum, Actinochloris, Actinocyclus, Actinotaenium, Amphichrysis,
Amphidinium, Amphikrikos, Amphipleura, Amphiprora, Amphithrix, Amphora, Anabaena, Anabaenopsis,
Aneumastus, Ankistrodesmus, Ankyra, Anomoeoneis, Apatococcus, Aphanizomenon, Aphanocapsa, Aphanochaete,
Aphanothece, Apiocystis, Apistonema, Arthrodesmus, Artherospira, Ascochloris, Asterionella, Asterococcus,
Audouinella, Aulacoseira, Bacillaria, Balbiania, Bambusina, Bangia, Basichlamys, Batrachospermum, Binuclearia,
Bitrichia, Blidingia, Botrdiopsis, Botrydium, Botryococcus, Botryosphaerella, Brachiomonas, Brachysira, Brachytrichia,
Brebissonia, Bulbochaete, Bumilleria, Bumilleriopsis, Caloneis, Calothrix, Campylodiscus, Capsosiphon, Carteria,
Catena, Cavinula, Centritractus, Centronella, Cerutium, Chaetoceros, Chaetochloris, Chaetomorpha, Chaetonella,
Chaetonema, Chaetopeltis, Chaetophora, Chaetosphaeridium, Chamaesiphon, Chara, Characiochloris,
Characiopsis, Characium, Charales, Chilomonas, Chlainomonas, Chlamydoblepharis, Chlamydocapsa,
Chlamydomonas, Chlamydomonopsis, Chlamydomyxa, Chlamydonephris, Clorangiella, Clorangiopsis, Chlorella,
Chlorobotrys, Chlorobrachis, Chlorochytrium, Chlorococcum, Chlorogloea, Chlorogloeopsis, Chlorogonium,
Chlorolobion, Chloromonas, Chlorophysema, Chlorophyta, Chlorosaccus, Chlorosarcina, Choricystis, Chromophyton,
Chromulina, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Chroodactilon, Chroomonas, Chroothece, Chrysamoeba, Chrysapsis,
Chrysidiastrum, Chrysocapsa, Chrysocapsella, Chrysochaete, Chrysochromulina, Chrysococcus, Chrysocrinus,
Chrysolepidomonas, Chrysolykos, Chrysonebula, Chrysophyta, Chrysopyxis, Chrysosaccus, Chrysophaerella,
Chrysostephanosphaera, Clodophora, Clastidium, Closteriopsis, Closterium, Coccomyxa, Cocconeis, Coelastrella,
Coelastrum, Coelosphaerium, Coenochloris, Coenococcus, Coenocystis, Colacium, Coleochaete, Collodictyon,
Compsogonopsis, Compsopogon, Conjugatophyta, Conochaete, Coronastrum, Cosmarium, Cosmioneis,
Cosmocladium, Crateriportula, Craticula, Crinalium, Crucigenia, Crucigeniella, Cryptoaulax, Cryptomonas,
Cryptophyta, Ctenophora, Cyanodictyon, Cyanonephron, Cyanophora, Cyanophyta, Cyanothece, Cyanothomonas,
Cyclonexis, Cyclostephanos, Cyclotella, Cylindrocapsa, Cylindrocystis, Cylindrospermum, Cylindrotheca,
Cymatopleura, Cymbella, Cymbellonitzschia, Cystodinium Dactylococcopsis, Debarya, Denticula, Dermatochrysis,
Dermocarpa, Dermocarpella, Desmatractum, Desmidium, Desmococcus, Desmonema, Desmosiphon, Diacanthos,
Diacronema, Diadesmis, Diatoma, Diatomella, Dicellula, Dichothrix, Dichotomococcus, Dicranochaete, Dictyochloris,
Dictyococcus, Dictyosphaerium, Didymocystis, Didymogenes, Didymosphenia, Dilabiflum, Dimorphococcus,
Dinobryon, Dinococcus, Diplochloris, Diploneis, Diplostauron, Distrionella, Docidium, Draparnaldia, Dunaliella,
Dysmorphococcus, Ecballocystis, Elakatothrix, Ellerbeckia, Encyonema, Enteromorpha, Entocladia, Entomoneis,
Entophysalis, Epichrysis, Epipyxis, Epithemia, Eremosphaera, Euastropsis, Euastrum, Eucapsis, Eucocconeis,
Eudorina, Euglena, Euglenophyta, Eunotia, Eustigmatophyta, Eutreptia, Fallacia, Fischerella, Fragilaria,
Fragilariforma, Franceia, Frustulia, Curcilla, Geminella, Genicularia, Glaucocystis, Glaucophyta, Glenodiniopsis,
Glenodinium, Gloeocapsa, Gloeochaete, Gloeochrysis, Gloeococcus, Gloeocystis, Gloeodendron, Gloeomonas,
Gloeoplax, Gloeothece, Gloeotila, Gloeotrichia, Gloiodictyon, Golenkinia, Golenkiniopsis, Gomontia,
Gomphocymbella, Gomphonema, Gomfosfaeria, Gonatozygon, Gongrosia, Gongrosira, Goniochloris, Gonium,
Gonyostomum, Granulochloris, Granulocystopsis, Groenbladia, Grymnodinium, Gymnozyga, Gyrosigma,
Haematococcus, Hafniomonas, Hallassia, Hammatoidea, Hannaea, Hantzschia, Hapalosiphon, Haplotaenium,
Haptophyta, Haslea, Hemidinium, Hemitonia, Heribaudiella, Heteromastix, Heterothrix, Hibberdia, Hildenbrandia,
Hillea, Holopedium, Homoeothrix, Hormanthonema, Hormotila, Hyalobrachion, Hyalocardium, Hyalodiscus,
Hyalogonium, Hyalotheca, Hydrianum, Hydrococcus, Hydrocoleum, Hydrocoryne, Hydrodictyon, Hydrosera,
Hydrurus, Hyella, Hymenomonas, Isthmochloron, Johannesbaptistia, Juranyiella, Karayevia, Kathablepharis,
Katodinium, Kephyrion, Keratococcus, Kirchneriella, Klebsormidium, Kolbesia, Koliella, Komarekia, Korshikoviella,
Kraskella, Lagerheimia, Lagynion, Lamprothamnium, Lemanea, Lepocinclis, Leptosira, Lobococcus, Lobocystis,
Lobomonas, Luticola, Lyngbya, Malleochloris, Mallomonas, Mantoniella, Marssoniella, Martyana, Mastigocoleus,
Gastogloia, Melosira, Merismopedia, Mesostigma, Mesotaenium, Micractinium, Micrasterias, Microchaete,
Microcoleus, Microcystis, Microglena, Micromonas, Microspora, Microthamnion, Mischococcus, Monochrysis,
Monodus, Monomastix, Monoraphidium, Monostroma, Mougeotia, Mougeotiopsis, Myochloris, Myromecia,
Myxosarcina, Naegeliella, Nannochloris, Nautococcus, Navicula, Neglectella, Neidium, Nephroclamys, Nephrocytium,
Nephrodiella, Nephroselmis, Netrium, Nitella, Nitellopsis, Nitzschia, Nodularia, Nostoc, Ochromonas, Oedogonium,
Oligochaetophora, Onychonema, Oocardium, Oocystis, Opephora, Ophiocytium, Orthoseira, Oscillatoria, Oxyneis,
Pachycladella, Palmella, Palmodictyon, Pnadorina, Pannus, Paralia, Pascherina, Paulschulzia, Pediastrum,
Pedinella, Pedinomonas, Pedinopera, Pelagodictyon, Penium, Peranema, Peridiniopsis, Peridinium, Peronia,
Petroneis, Phacotus, Phacus, Phaeaster, Phaeodermatium, Phaeophyta, Phaeosphaera, Phaeothamnion,
Phormidium, Phycopeltis, Phyllariochloris, Phyllocardium, Phyllomitas, Pinnularia, Pitophora, Placoneis,
Planctonema, Planklosphaeria, Planothidium, Plectonema, Pleodorina, Pleurastrum, Pleurocapsa, Pleurocladia,
Pleurodiscus, Pleurosigma, Pleurosira, Pleurotaenium, Pocillomonas, Podohedra, Polyblepharides, Polychaetophora,
Polyedriella, Polyedriopsis, Polygoniochloris, Polyepidomonas, Polytaenia, Polytoma, Polytomella, Porphyridium,
Posteriochromonas, Prasinochloris, Prasinocladus, Prasinophyta, Prasiola, Proclorphyta, Prochlorothrix, Protoderma,
Protosiphon, Provasoliella, Prymnesium, Psammodictyon, Psammothidium, Pseudanabaena, Pseudenoclonium,
Psuedocarteria, Pseudochate, Pseudocharacium, Pseudococcomyxa, Pseudodictyosphaerium, Pseudokephyrion,
Pseudoncobyrsa, Pseudoquadrigula, Pseudosphaerocystis, Pseudostaurastrum, Pseudostaurosira,
Pseudotetrastrum, Pteromonas, Punctastruata, Pyramichlamys, Pyramimonas, Pyrrophyta, Quadrichloris,
Quadricoccus, Quadrigula, Radiococcus, RadioBlum, Raphidiopsis, Raphidocelis, Raphidonema, Raphidophyta,
Peimeria, Rhabdoderma, Rhabdomonas, Rhizoclonium, Rhodomonas, Rhodophyta, Rhoicosfenia, Rhopalodia,
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Rivularia, Rosenvingiella, Rossithidium, Roya, Scenedesmus, Scherffelia, Schizochlamydella, Schizochlamys,
Schizomeris, Schizothrix, Schroederia, Scolioneis, Scotiella, Scotiellopsis, Scourfieldia, Scytonema, Selenastrum,
Selenochloris, Sellaphora, Semiorbis, Siderocelis, Diderocystopsis, Dimonsenia, Siphononema, Sirocladium,
Sirogonium, Skeletonema, Sorastrum, Spermatozopsis, Sphaerellocistis, Sphaerellopsis, Sphaerodinium,
Sphaeroplea, Sphaerozosma, Spiniferomonas, Spirogyra, Spirotaenia, Spirulina, Spondylomorum, Spondylosium,
Sporotetras, Spumella, Staurastrum, Stauerodesmus, Stauroneis, Staurosira, Staurosirella, Stenopterobia,
Stephanocostis, Stephanodiscus, Stephanoporos, Stephanosphaera, Stichococcus, Stichogloea, Stigeoclonium,
Stigonema, Stipitococcus, Stokesiella, Strombomonas, Stylochrysalis, Stylodinium, Styloyxis, Stylosphaeridium,
Surirella, Sykidion, Symploca, Synechococcus, Synechocystis, Synedra, Synochromonas, Synura, Tabellaria,
Tabularia, Teilingia, Temnogametum, Tetmemorus, Tetrachlorella, Tetracyclus, Tetradesmus, Tetraedriella,
Tetraedron, Tetraselmis, Tetraspora, Tetrastrum, Thalassiosira, Thamniochaete, Thorakochloris, Thorea, Tolypella,
Tolypothrix, Trachelomonas, Trachydiscus, Trebouxia, Trentepholia, Treubaria, Tribonema, Trichodesmium,
Tnchodiscus, Trochiscia, Tryblionella, Ulothrix, Uroglena, Uronema, Urosolenia, Urospora, Uva, Vacuolaria,
Vaucheria, Volvox, Yolvulina, Westella, Woloszynskia, Xanthidium, Xanthophyta, Xenococcus, Zygnema,
Zygnemopsis y Zygonium.

Microorganismos a modo de ejemplo de los que puede derivarse la célula huésped incluyen, sin limitacion,
Arabidopsis thaliana, Botryococcus braunii, Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliela salina, Synechococcus Sp. PCC
7002, Synechococcus Sp. PCC 7942, Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongatus BP-1,
Chlorobium tepidum, Chloroflexus auranticus, Chromatium vinosum, Chromatium tepidum, Rhodospirillum rubrum,
Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas palusris, Clostridium ljungdahlii, Clostridiuthermocellum, Panicum
virgatum, Penicillium chrysogenum, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica,
Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonas fluorescens, Miscanthus giganteus, Zea mays o Zymomonas mobilis.

AuUn otros organismos adecuados de los que puede ser la célula huésped incluyen células sintéticas o células
producidas mediante genomas sintéticos tal como se describe en la publicacion de la patente estadounidense
2007/0264688 6 2007/0269862.

La célula huésped puede ser una célula CHO, una célula COS, una célula VERO, una célula BHK, una célula Hela,
una célula Cvl, una célula MDCK, una célula 293, una célula 3T3 o una célula PC12.

La célula huésped puede ser una célula de E. coli. La célula de E. coli puede ser una célula de E. coli de cepa B,
cepa C, cepa K o cepaW.

La célula huésped puede ser una célula huésped cianobacteriana.

Una célula huésped modificada por ingenieria genética descrita en el presente documento puede producir acidos
grasos y/o derivados de &cidos grasos a un titulo de aproximadamente 50 mg/l o més, aproximadamente 100 mg/l o
mas, aproximadamente 150 mg/l o més, aproximadamente 200 mg/l o mas, aproximadamente 500 mg/l 0 mas o
aproximadamente 1000 mg/l o0 més.

La célula huésped puede sobreexpresar una secuencia de acido nucleico que codifica para una éster sintasa o una
variante descrita en el presente documento. Pueden aplicarse técnicas de alteracion gendémica para cambiar las
caracteristicas de una o mas enzimas éster sintasa enddégenas de manera que se sobreexpresen. El método puede
incluir ademas transformar la célula huésped para sobreexpresar una secuencia de acido nucleico que codifica para
una éster sintasa heteréloga descrita en el presente documento.

Una tioesterasa enddgena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. La célula huésped
puede expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una
acil-CoA sintasa o ambas. En un ejemplo, una tioesterasa, una acil-CoA sintasa o ambas, estan delecionadas
funcionalmente.

La célula huésped puede sobreproducir un sustrato descrito en el presente documento. Por ejemplo, la célula
huésped puede modificarse por ingenieria genética para sobreproducir un sustrato de alcohol o un sustrato de
tioéster. La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para producir o sobreproducir un acido graso
libre, que puede convertirse en ésteres grasos usando los métodos descritos en el presente documento. EI método
puede incluir ademas modificar una 0 mas enzimas éster sintasa endégenas de manera que la célula huésped
sobreexpresa esas enzimas éster sintasa. El método puede incluir transformar la célula huésped con una secuencia
de acido nucleico que codifica para una éster sintasa, y la célula huésped produce un &cido graso y/o un derivado de
acido graso descrito en el presente documento.

El método puede incluir ademas cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato en el presente
documento, que se expresa o sobreexpresa por la misma célula huésped. El sustrato puede ser un tioéster graso tal
como, por ejemplo, una acil graso-ACP o una acil graso-CoA. El sustrato puede ser un alcohol o un &cido graso
libre, tal como se describe en el presente documento.

El sustrato puede ser un alcohol. El sustrato de alcohol puede ser un alcohol exdgeno que se introduce en la célula
huésped. El sustrato de alcohol puede producirse por la célula huésped modificada por ingenieria genética. Por
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ejemplo, el sustrato de alcohol, tal como un sustrato de alcohol graso, puede producirse de manera adecuada por la
célula huésped, que coexpresa o sobreexpresa uno o mas genes de biosintesis de aldehido graso y/o uno o mas
genes de biosintesis de alcohol graso. El sustrato de alcohol tal como un sustrato de alcohol graso puede producirse
por una célula huésped, que coexpresa o sobreexpresa uno o mas genes de acil-ACP reductasa y/o uno o mas
genes de biosintesis de alcohol graso. Métodos de produccion de alcoholes grasos en una célula o microorganismo
huésped recombinante se han descrito en, por ejemplo, la publicacion de patente internacional n.° WO/2010/042664.

El sustrato puede ser un acido graso libre. El acido graso libre puede ser un producto secundario no deseado, que
puede convertirse por la célula huésped en un éster graso deseable usando los métodos descritos en el presente
documento.

Se proporciona un método de produccion de un acido graso o un derivado de acido graso tal como, por ejemplo, un
éster graso. El método incluye poner en contacto un sustrato con (i) una éster sintasa que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26, o una variante de la misma, o (ii) un polipéptido de éster sintasa
codificado por una secuencia de polinucleétido que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad con la
secuencia de polinucleétido de SEQ ID NO: 27, 28, 29 o 30, o una variante de la misma. El método puede incluir
ademas aislar y/o purificar el acido graso y/o derivado de &cido graso.

El polipéptido de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ¢ 26, con
una 0 mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoéacido, en la que el polipéptido tiene actividad
éster sintasa y/o aciltransferasa. En determinadas realizaciones, el polipéptido de éster sintasa esta modificado, en
el que el polipéptido tiene una actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada.

El polipéptido de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ¢ 26, con
una o0 mas sustituciones de aminoacido no conservadas, en la que el polipéptido tiene actividad éster sintasa y/o
aciltransferasa. El polipéptido puede comprender una o mas sustituciones de aminoacido conservadas. El
polipéptido puede tener aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 0 mas
sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacidos. El polipéptido puede tener actividad éster sintasa
y/o aciltransferasa mejorada. Por ejemplo, el polipéptido puede, o tiene capacidad mejorada de, catalizar la
conversion de tioésteres o acidos grasos libres en ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos.

El polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente el 50%, al menos
aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con respecto a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26. El polipéptido puede tener la secuencia de aminoéacidos
de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétido tiene al menos aproximadamente el 50%, al menos
aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con respecto a la
secuencia de polinucledtido de SEQ ID NO: 27, 28, 29 ¢ 30. La secuencia de polinucleétido puede ser SEQ ID NO:
27, 28, 29 6 30.

Se proporciona un acido graso libre producido mediante un método en el presente documento. El acido graso libre
puede comprender uno 0 mas puntos de ramificacién, uno o mas puntos de insaturacién y/o uno o mas restos
ciclicos.

Se proporciona un derivado de acido graso producido mediante un método en el presente documento. El derivado
de acido graso puede seleccionarse de un derivado de metilo de &cido graso, un derivado de etilo de acido graso,
otros derivados de acidos grasos y una combinacion de los mismos. La cadena de carbono del derivado de acido
graso puede comprender uno o mas puntos de ramificacion, uno o mas puntos de insaturacion y/o uno o mas restos
ciclicos.

Se proporciona un éster graso producido mediante un método en el presente documento. El éster graso puede
comprender un lado A (es decir, la cadena de carbono unida al oxigeno del carboxilato) y un lado B (es decir, la
cadena de carbono que comprende el carboxilato original). El lado B del éster graso puede incluir una cadena lineal.
El lado B del éster graso puede incluir una cadena ramificada. Las cadenas ramificadas pueden tener uno o mas
puntos de ramificacion. El lado B del éster graso puede comprender al menos un resto ciclico.

El éster de acido graso puede ser un éster etilico de acido graso o un éster metilico de acido graso. El éster de acido
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graso puede tener al menos aproximadamente 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18 6 20 carbonos de longitud. Las cadenas de
carbono que comprenden el lado A o el lado B pueden ser de cualquier longitud adecuada. El lado A del éster puede
tener al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16 6 18 carbonos de longitud. El lado B del éster
tiene al menos aproximadamente 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 6 20 carbonos de longitud. En algunas realizaciones, el
éster graso esta saturado. El éster graso puede estar insaturado. El éster graso puede estar monoinsaturado. Si esta
insaturado, el lado A y/o el lado B pueden tener uno 0 mas puntos de insaturacion.

El lado B puede tener un doble enlace en uno 0 mas puntos en la cadena de carbono. El lado B puede tener un
doble enlace en la posicion 7 de la cadena de carbono, numerando desde el extremo reducido de la cadena de
carbono. Un experto habitual en la técnica reconocera que, en un éster metilico graso, un extremo del lado B tendra
un grupo metilo, y el otro extremo del lado B tendra un grupo carboxilo (C(=0)O-). El extremo del lado B que es un
grupo metilo es el extremo reducido de la cadena de carbono que comprende el lado B, por tanto, el doble enlace
esta en el carbono 7 contando desde el extremo terminal del grupo metilo del grupo B (por ejemplo, entre los
carbonos 7 y 8 del grupo B). El doble enlace puede tener cualquier geometria, por tanto, el doble enlace en el B
grupo puede ser cis o trans. Por consiguiente, el éster graso comprende un doble enlace en la posicién 7 en la
cadena de carbono (entre C; y Cg) desde el extremo reducido del éster graso.

El éster graso puede comprender uno o méas puntos de ramificacion. El éster graso puede ser lineal y no comprende
ninguna cadena ramificada.

Se proporciona un microorganismo modificado por ingenieria genética que comprende una secuencia de control
exogena incorporada de manera estable dentro del ADN gendmico del microorganismo en el sentido de 5’ de un
polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos aproximadamente el 50% de
identidad con la secuencia de nucleotidos de SEQ ID NO: 27, 28, 29 6 30, en el que el microorganismo produce un
nivel aumentado de un acido graso o derivado de &cido graso en relacién con un microorganismo silvestre. El
polinucleétido puede ser endégeno para el microorganismo. La secuencia de polinucleétido puede tener al menos
aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos
aproximadamente 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98% o al menos aproximadamente el 99% de identidad de
secuencia con respecto a la secuencia de polinucledtido de SEQ ID NO: 27, 28, 29 6 30. La secuencia de
polinucledtido puede ser SEQ ID NO: 27, 28, 29 6 30.

El microorganismo puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel modificado de un gen que
codifica para una éster sintasa. El microorganismo puede expresar un gen heterélogo que codifica para una éster
sintasa o expresa un nivel aumentado de una éster sintasa enddgena. Una tioesterasa endogena del
microorganismo, si esta presente, puede no estar modificada. EI microorganismo puede expresar un nivel atenuado
de un gen enddgeno que codifica para una tioesterasa. Alternativamente, una tioesterasa enddégena esta
delecionada funcionalmente. La tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin secuencia lider, tesB, fatB, fatB2,
fatB3, fatA o fatAl.

El microorganismo puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de acidos grasos con respecto a su nivel en un microorganismo silvestre. Las enzimas de degradacion
de &cidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitaciéon, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o0 EC 6.2.1.3.
El microorganismo puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una acil-CoA
sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22,
faa3p o el gen que codifica para la proteina ZP_01644857. La enzima de degradacion de acidos grasos mencionada
anteriormente, tal como el gen de acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que el
microorganismo no comprende una actividad o funcionalidad acil-CoA sintasa.

El microorganismo puede modificarse por ingenieria genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa,
una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa 0 ambas. Una tioesterasa enddgena,
una enzima de degradacion de acidos grasos, o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. El
microorganismo puede no tener actividad tioesterasa o acil-CoA sintasa detectable. El microorganismo puede poder
producir acidos grasos y/o derivados de los mismos.

El microorganismo puede modificarse por ingenieria genética para expresar, en relacion con un microorganismo
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen
que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la
transcripcion de la biosintesis de acidos grasos. Uno o mas de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa y un gen que codifica para
un regulador de la transcripcion de la biosintesis de acidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de
proteina de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1,
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de proteina de membrana externa puede ser fhuA
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(también conocido como tonA). Aln en otras realizaciones, el gen que codifica para un regulador de la transcripcién
de la biosintesis de acidos grasos puede ser fabR.

El microorganismo puede ser una bacteria. La bacteria puede ser una bacteria Gram-negativa o una Gram-positiva.

El microorganismo puede ser una micobacteria seleccionada del grupo consiste en Mycobacterium smegmatis,
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium marinum y Mycobacterium ulcerans. En otras realizaciones, la bacteria es
Nocardia sp. NRRL 5646, Nocardia farcinica, Streptomyces griseus, Salinispora arenicola o Clavibacter
michiganenesis.

El microorganismo puede seleccionarse del grupo que consiste en Acinetobacter Alcanivorax, Alcaligenes,
Arabidopsis, Fundibacter, Marinobacter, Mus musculus, Pseudomonas o Simmodsia.

El microorganismo puede seleccionarse del grupo que consiste en algas, cianobacterias, bacterias verdes del azufre
(incluyendo, por ejemplo, Chlorobium, Clathrochloris, Prosthecochloris), bacterias verdes no del azufre (incluyendo,
por ejemplo, Chloroflexus, Chloronema, Oscillochloris, Heliothrix, Herpetosiphon, Roseiflexus y Termomicrobium),
bacterias purpuras del azufre (incluyendo, por ejemplo, Allochromatium, Chromatium, Halochromatium,
Isochromatium, Marichromatium, Rhodovulum, Thermochromatium, Thiocapsa, Thiorhodococcus y Thiocystis),
bacterias purpuras no del azufre (incluyendo, por ejemplo, Phaeospirillum, Rhodobac, Rhodobacter,
Rhodomicrobium, Rhodopila, Rhodopseudomonas, Rhodothalassium, Rhodovibrio, Roseospira) o extremdfilos.

El microorganismo puede seleccionarse del grupo que consiste en: Arabidopsis thaliana, Botryococcus braunii,
Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliela salina, Synechococcus Sp. PCC 7002, Synechococcus Sp. PCC 7942,
Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongatus BP-1, Chlorobium tepidum, Chloroflexus auranticus,
Chromatium vinosum, Chromatium tepidum, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas
palusris, Clostridium ljungdabhlii, Clostridium thermocellum, Panicum virgatum, Penicillium chrysogenum, Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonas fluorescens,
Miscanthus giganteus, Zea mays o Zymomonas mobilis.

El microorganismo puede ser una levadura oleaginosa, por ejemplo, una Yarrowia, Candida, Rhodotorula,
Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon o Lipomyces. El microorganismo puede ser un Rhodosporidium
toruloide, Lipomyces starkeyii, L. Lipoferus, Candida revkaufi, C. pulcherrima, C. Tropicalis, C. utilis, Trichosporon
pullas, T. cutaneum, Rhodotorula glutinous, R. Garminis y Yarrowia lipolytica (clasificada anteriormente como
Candida lipolytica). El microorganismo puede ser Yarrowia lipolytica cepa ATCC n.° 20362, ATCC n.° 8862, ATCC
n.° 18944, ATCC n.° 76982 y/o LGAM S(7)1 (Papanikolaou S., y Aggelis G., Bioresour. Technol., 82(1):43-9, 2002).

Se proporciona un acido graso o derivado de acido graso producido mediante cualquiera de los métodos o
cualquiera de los microorganismos descritos en el presente documento, 0 una composicién que comprende un acido
graso o derivado del mismo producido mediante cualquiera de los métodos o cualquiera de los microorganismos
descritos en el presente documento.

El &cido graso o derivado de &cido graso puede tener un 5°C de aproximadamente -15,4 o mayor. El acido graso o
derivado de &cido graso puede tener un §°C de aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10,9, o de
aproximadamente -13,92 a aproximadamente -13,84.

El acido graso o derivado de acido graso puede tener una fu C de al menos aproximadamente 1,003. El &cido
graso o derivado de acido graso puede tener una fu C de al menos aproximadamente 1,01 o al menos
aproximadamente 1,5. El 4cido graso o derivado de acido graso puede tener una fu “C de aproximadamente 1,111
a aproximadamente 1,124,

Se proporciona una composicion de biocombustible que comprende los acidos grasos o derivados de acidos grasos
producidos mediante cualquiera de los métodos o mediante cualquiera de los microorganismos descritos en el
presente documento.

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, se produce un acido graso o derivado de acido
graso en una célula huésped o un microorganismo descrito en el presente documento a partir de una fuente de
carbono, incluyendo, por ejemplo, un alcohol, un acido graso libre o un tioéster.

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, los sustratos de fuentes de carbono pueden ser,
por ejemplo, sustratos de alcohol, sustratos de tioéster y acidos grasos libres. Los sustratos de alcohol adecuados
incluyen alcoholes de cadena corta tales como metanol, etanol, propanol (isopropanol), butanol, pentanol, hexanol,
heptanol, y similares, asi como diversos alcoholes de cadena larga tales como alcoholes grasos, por ejemplo,
octanol, tetradecanol, hexadecanol, hexadecenol, octadecenol, y otros. Ademas, la invencion se refiere a convertir
metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, heptanol, y/u otros sustratos de alcohol en derivados de
acidos grasos, tales como, por ejemplo, ésteres grasos, usando el huésped de produccién modificado por ingenieria
genética. Puede convertirse etanol mediante un huésped de produccién modificado por ingenieria genética
adecuadamente. Preferiblemente, se producen uno o mas ésteres etilicos de acidos grasos y/o acidos grasos libres.
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Puede convertirse metanol mediante un huésped de produccién modificado por ingenieria genética adecuadamente.
Preferiblemente, se producen uno o mas ésteres metilicos de acidos grasos y/o acidos grasos libres. Puede
convertirse butanol mediante un huésped de produccién modificado por ingenieria genética adecuadamente. Puede
convertirse una mezcla de etanol, metanol y/u otros sustratos de alcohol adecuados en una mezcla de &cidos grasos
ylo derivados de &cidos grasos cultivando uno o mas de los huéspedes de produccion modificados por ingenieria
genética segln los métodos en el presente documento en condiciones que permiten la produccion de tales acidos
grasos libres y/o derivados de acidos grasos. Por ejemplo, se producen uno o mas acidos grasos libres, uno o mas
ésteres etilicos de acidos grasos y/o uno o mas ésteres metilicos de acidos grasos.

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, sustratos de fuente de carbono adecuados
pueden ser acidos grasos libres y tioésteres. Por ejemplo, el acido graso libre puede comprender una cadena de
carbono ramificada. Alternativamente, el acido graso libre puede comprender una cadena de carbono lineal. El acido
graso libre puede comprender un grupo ciclico, 0 uno o mas puntos de insaturacién. El sustrato de tioéster es una
acil graso-CoA o acil graso-ACP. Aln en otro aspecto, la invencion presenta un método de produccion de ésteres
grasos a partir de los acidos grasos libres en la corriente de desechos de un procedimiento de produccién de ésteres
grasos convencional.

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, el polipéptido de éster sintasa puede tener de
aproximadamente 200 aminoacidos a aproximadamente 2.000 aminoacidos de longitud, por ejemplo, desde
aproximadamente 250 hasta aproximadamente 1.500 residuos de aminoacido de longitud, desde aproximadamente
300 hasta aproximadamente 1.200 residuos de aminoacido de longitud, desde aproximadamente 350 hasta
aproximadamente 1.000 residuos de aminoacido de longitud, desde aproximadamente 400 hasta aproximadamente
800 residuos de aminoacido de longitud o desde aproximadamente 450 hasta aproximadamente 600 residuos de
aminoacido de longitud. El polipéptido de éster sintasa puede tener aproximadamente 300 residuos de aminoacido
de longitud o méas, por ejemplo, aproximadamente 400 residuos de amino4cido de longitud o mas, o
aproximadamente 450 residuos de aminoacido de longitud o mas. El polipéptido de éster sintasa tiene
aproximadamente 1.000 residuos de aminoacido de longitud o menos, por ejemplo, aproximadamente 800 residuos
de aminoéacido de longitud o menos, aproximadamente 700 residuos de aminoacido de longitud o menos o
aproximadamente 600 residuos de aminoacido de longitud o menos. Una éster sintasa a modo de ejemplo tiene
aproximadamente 500 residuos de aminoécido de longitud.

Los dibujos y ejemplos proporcionados en el presente documento Unicamente pretenden ilustrar las caracteristicas
de la presente invencién. No pretenden ser limitativos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A es un diagrama que ilustra una ruta de biosintesis tipica conocida en la técnica (véase, por ejemplo, el
documento W02007/136762, cuya divulgacion se incorpora como referencia en el presente documento), que
produce &cido graso y/o derivados de acidos grasos dependiendo de los sustratos proporcionados. La figura 1B es
un diagrama que ejemplifica una ruta alternativa y mas eficaz de la presente invencion.

La figura 2 representa la secuencia del promotor del operon de la proteina ribosémica spc de E. coli, Pspc (SEQ ID
NO: 13).

La figura 3 representa un plasmido de expresion plasmido bacteriano, pDS33.ES9 (SEQ ID NO: 22), en el que la
expresion de un gen de éster sintasa de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.° de registro de GenBank
ABO21021) estéa bajo el control del promotor del operén de la proteina ribosdmica spc de E. coli, Pspc (SEQ ID NO:
13).

La figura 4 representa un plasmido de expresion bacteriano, pDS57 (SEQ ID NO: 23), en el que la expresiéon de un
gen de éster sintasa esta bajo el control de un promotor Trc.

La figura 5 representa la cantidad de acido graso libre (FFA) y éter etilico de acilo graso (FAEE) producidos por cada
cultivo segun el ejemplo 6, sin coexpresion de una acil-CoA sintasa o0 una tioesterasa, en presencia y ausencia de
etanol en placas de micropocillos. ES9 gener6 casi 200 mg/l de FAEE en presencia de etanol, pero s6lo una
pequefia cantidad (<20%) de FFA. Las otras éster sintasas, incluyendo ES8, atfAl y atfA2, produjeron cantidades
sustancialmente inferiores de FAEE en presencia de etanol, acompafadas por una proporcién superior de FFA. El
‘tesA de E. coli en cultivo produjo titulos globales superiores de FFA y FAEE en presencia de etanol, pero la cantidad
de FFA fue significativamente mayor que la cantidad de FAEE generada.

La figura 6 representa la produccion de FFA y/o FAEE segun el ejemplo 7, sin coexpresion de acil-CoA sintasa o una
tioesterasa, pero en presencia de etanol en frascos de agitacion. Las éster sintasas ES9, ES8, atfAl y atfA2 podian
producir todas FAEE in vivo en las condiciones prescritas. ES9 gener6 un alto nivel de FAEE en presencia de etanol,
pero sélo se produjo poco FFA. En comparacion con ES9, se produjeron cantidades notablemente mas pequefas de
FAEE por atfAl, atfA2 y ES8. De manera consecuente con los resultados del ejemplo 6 y la figura 5, la expresion de
‘tesA de E. coli solo produjo titulos globales altos de FFA y FAEE, pero con una proporcién significativamente
superior de FFA.
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La figura 7 representa la produccién de FFA y/o FAME segun el ejemplo 8, sin coexpresion de acil-CoA sintasa o
una tioesterasa, pero en presencia de metanol en frascos de agitacion. La cantidad de FFA producida estuvo por
debajo del limite de deteccidon. También se observaron niveles inferiores de titulos globales, en comparacion con los
obtenidos en presencia de etanol, en cultivos que expresaban atfAl, atfA2, ES8 y ES9. Sin embargo, ES9 produjo
una cantidad sustancial de FAME.

La figura 8 representa un transcurso de tiempo tras la induccién de la produccion de ésteres grasos por E. coli
MG1655 DV2 AfadD que expresa ES9, sin coexpresion de una acil-CoA sintasa o una tioesterasa.

La figura 9 representa las puntuaciones z de la produccion de acidos grasos/ésteres grasos por las cepas de la
biblioteca de mutagénesis de la posicion 395 de ES9, tal como se describe en el ejemplo 11.

La figura 10A representa la produccion in vivo de acidos grasos libres y/o ésteres grasos por la E. coli DV2 A fadD
que expresa ES9, y los mutantes de ES9 G395R, G395K, G395S, G395D y G395E. La figura 10B representa la
DO600 obtenida a partir de las cepas durante la fermentacion.

La figura 11 representa los titulos de produccion de éster metilico de &cidos grasos por ES1, ES2, ES3 y ES4, los
homélogos de ES9, segun los ejemplos 12-13, que convertian acil-ACP y metanol en ésteres metilicos.

La figura 12 representa los titulos de produccion de éster etilico de acidos grasos por ES1, ES2, ES3 y ES4, los
homélogos de ES9, segun los ejemplos 12-13, que convertian acil-ACP y etanol en ésteres etilicos.

La figura 13 es un perfil de CG/EM tras la produccién de éster a partir de la cepa F. jadensis T9 alimentada con
palmitato de sodio y alcoholes de cadena corta. El panel superior es un control sin alimentacién con alcohol. El panel
del medio representa los productos preparados como resultado de la alimentacion con etanol. El panel inferior
representa los productos preparados como resultado de la alimentacion con isopropanol.

La figura 14 compara los perfiles de crecimiento celular de los procesos de produccion de ésteres grasos que
implican cepas huésped recombinantes con o sin un fadE atenuado/delecionado, tal como se describe en el ejemplo
18. En este ejemplo, se usaron acil-ACP y etanol como sustratos.

La figura 15 compara la produccién de ésteres grasos totales usando cepas huésped recombinantes con o sin un
fadE atenuado/delecionado, tal como se describe en el ejemplo 18. En este ejemplo, se usaron acil-ACP y etanol
como sustratos.

La figura 16 representa diversas secuencias de aminoacidos y polinucledtido de éster sintasa y homologas. Esta
lista también incluye diversas secuencias de polinucledtido con codones optimizados que codifican para los cuatro
homologos ES1, ES2, ES3 y ESA4.

La figura 17 representa otras secuencias de enzimas que pueden usarse en relacion con la presente invencion.

La figura 18 representa las caracteristicas de un vector pFBAIN-MOD-1, que es util para llevar a cabo los métodos
descritos en el ejemplo 20.

Descripcion detallada de lainvencién

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Aunque pueden usare métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la
practica o las pruebas de la presente invencién, a continuacion se describen métodos y materiales adecuados. En
caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales,
métodos y ejemplos sélo son ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, y a
partir de las reivindicaciones.

Definiciones

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o méas de un
elemento.

Tal como se usa en el presente documento, un “gen de biosintesis de aldehidos” o un “polinucleétido de biosintesis
de aldehidos” es un acido nucleico que codifica para un polipéptido de biosintesis de aldehidos.

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido de biosintesis de aldehidos” es un polipéptido que forma
parte de la ruta de biosintesis de un aldehido. Tales polipéptidos pueden actuar sobre un sustrato biolégico para
producir un aldehido. En algunos casos, el polipéptido de biosintesis de aldehidos tiene actividad reductasa.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “atenuar” significa debilitar, reducir o disminuir. Por ejemplo,
un polipéptido puede atenuarse modificando el polipéptido para reducir su actividad (por ejemplo, modificando una
secuencia de nucledtidos que codifica para el polipéptido).

Tal como se usa en el presente documento, el término “biocrudo” se refiere a un producto derivado de biomasa,
derivados de biomasa u otras fuentes bioldgicas que, como el crudo de petréleo, pueden convertirse en otros
combustibles. Por ejemplo, el biocrudo puede convertirse en gasolina, diésel, combustible para motores a reaccion o
gaslleo de calefaccion. Ademas, el biocrudo, como el crudo de petréleo, puede convertirse en otros productos
quimicos Utiles industrialmente para su uso, por ejemplo, en productos farmacéuticos, cosméticos, bienes de
consumo, procesos industriales, y similares.

El biocrudo puede incluir, por ejemplo, hidrocarburos, productos de hidrocarburos, ésteres de acidos grasos y/o
cetonas alifaticas. En una realizacién preferida, el biocrudo estd compuesto por hidrocarburos, por ejemplo
hidrocarburos alifaticos (por ejemplo, alcanos, alquenos, alquinos) o hidrocarburos aromaticos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “biodiésel” significa un biocombustible que puede ser un
sustituto de diésel, que se deriva de petréleo. Pude usarse biodiésel en motores diésel de combustion interna o bien
en forma pura, que se denomina biodiésel “no mezclado”, o bien como mezcla en cualquier concentracion con diésel
a base de petr6leo. En una realizacién, biodiésel puede incluir ésteres o hidrocarburos, tales como aldehidos y
alcanos o alquenos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “biocombustible” se refiere a cualquier combustible derivado a
partir de biomasa, derivados de biomasa u otras fuentes bioldgicas. Los combustibles a base de petréleo pueden
sustituirse por biocombustibles. Por ejemplo, los biocombustibles incluyen combustibles de transporte (por ejemplo,
gasolina, diésel, combustible para motores a reaccion, etc.), combustibles para calefaccién y combustibles para la
generacion de electricidad. Los biocombustibles son una fuente de energia renovable.

Tal como se usa en el presente documento, el término “biomasa” se refiere a una fuente de carbono derivada de
material biolégico. La biomasa puede convertirse en un biocombustible. Una fuente de biomasa a modo de ejemplo
es materia vegetal. Por ejemplo puede usarse maiz, cafia de azlcar o césped como biomasa. Otro ejemplo no
limitativo de biomasa es materia animal, por ejemplo estiércol de vaca. La biomasa también incluye productos de
desecho procedentes de la industria, agricultura, silvicultura y desechos domésticos. Ejemplos de tales productos de
desecho que pueden usarse como biomasa son desechos de fermentacién, paja, madera, aguas residuales, basura
y restos de comida. La biomasa también incluye fuentes de carbono, tales como hidratos de carbono (por ejemplo,
monosacéridos, disacaridos o polisacaridos).

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “fuente de carbono” se refiere a un sustrato o compuesto
adecuado para usarse como fuente de carbono para el crecimiento de células procariotas o eucariotas simples. Las
fuentes de carbono pueden estar en diversas formas, incluyendo, pero sin limitarse a polimeros, hidratos de
carbono, acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, aminoacidos, péptidos y gases (por ejemplo, CO y CO,). Estas
incluyen, por ejemplo, diversos monosacaridos, tales como glucosa, fructosa, manosa y galactosa; oligosacaridos,
tales como fructo-oligosacéarido y galacto-oligosacérido; polisacaridos tales como xilosa y arabinosa; disacéaridos,
tales como sacarosa, maltosa y turanosa; material celulésico, tal como metilcelulosa y carboximetilcelulosa de sodio;
ésteres de &cidos grasos saturados o insaturados, tales como succinato, lactato y acetato; alcoholes, tales como
metanol, etanol, propanol o mezclas de los mismos. La fuente de carbono también puede ser un producto de
fotosintesis, incluyendo, pero sin limitarse a, glucosa. Una fuente de carbono preferida es biomasa. Otra fuente de
carbono preferida es glucosa.

Tal como se usa en el presente documento, un “aditivo que reduce el punto de turbidez” es un aditivo afiadido a una
composicion para disminuir o reducir el punto de turbidez de una disolucion.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “punto de turbidez de un fluido” significa la temperatura a la
que los sdlidos disueltos ya no son completamente solubles. Por debajo de esta temperatura, los sélidos empiezan a
precipitar como una segunda fase dando al fluido una apariencia turbia. En la industria petrolera, el punto de turbidez
se refiere a la temperatura por debajo de la cual un material solidificado u otro hidrocarburo pesado cristaliza para
dar un aceite crudo, aceite refinado o combustible para formar una apariencia turbia. La presencia de materiales
solidificados influye en el comportamiento de flujo del fluido, la tendencia del fluido a obstruir los filtros de
combustible, inyectores, etc., la acumulacion de materiales solidificados sobre superficies frias (por ejemplo,
incrustacion de una tuberia o un intercambiador de calor) y las caracteristicas de emulsion del fluido con agua.

Una secuencia de nucleétidos es “complementaria” a otra secuencia de nucleoétidos si cada una de las bases de las
dos secuencias se aparea (es decir, puede formar pares de bases de Watson Crick). El término “hebra
complementaria” se usa en el presente documento de manera intercambiable con el término “complemento”. El
complemento de una hebra de acido nucleico puede ser el complemento de una hebra codificante o el complemento
de una hebra no codificante.

Los términos “que comprende”, “que tiene”, “que incluye” y “que contiene” deben interpretarse como términos
abiertos (por ejemplo, que significan “incluyendo, pero sin limitarse a”,) a menos que se indique lo contrario.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “condiciones suficientes para permitir la expresion” significa
cualquier condicién que permite a una célula huésped o huésped de produccion producir un producto deseado, tal
como un polipéptido, acil-CoA, derivado de éacido graso (por ejemplo, acidos grasos, hidrocarburos, alcoholes
grasos, ésteres grasos, etc.) u otro producto descrito en el presente documento. Las condiciones adecuadas
incluyen, por ejemplo, condiciones de fermentacién. Las condiciones de fermentacion pueden comprender muchos
parametros, tales como intervalos de temperatura, niveles de aireacién y composicion de medios. Cada una de estas
condiciones, individualmente y en combinacién, permite que la célula huésped crezca.

Los medios de cultivo a modo de ejemplo incluyen caldos o geles. Generalmente, el medio incluye una fuente de
carbono, tal como glucosa, fructosa, celulosa, o similares, que pueden metabolizarse por una célula huésped
directamente. Ademas, pueden usare enzimas en el medio para facilitar la movilizacién (por ejemplo, la
despolimerizacion de almidén o celulosa para dar azUcares fermentables) y el posterior metabolismo de la fuente de
carbono.

Para determinar si las condiciones son suficientes para permitir la expresion, puede cultivarse una célula huésped,
por ejemplo, durante aproximadamente 4, 8, 12, 24, 36 6 48 horas. Durante y/o tras el cultivo, pueden obtenerse
muestras y analizarse para determinar si las condiciones permiten la expresién. Por ejemplo, las células huésped en
la muestra o el medio en el que se hacen crecer las células huésped pueden someterse a prueba para determinar la
presencia de un producto deseado. Cuando se someten a prueba para determinar la presencia de un producto,
pueden usarse ensayos tales como, pero sin limitarse a, CCF, HPLC, CG/FID, CG/EM, CL/EM, EM.

Tal como se usa en el presente documento, “condiciones que permiten la producciéon de producto” se refiere a
cualquier condicion de fermentacion que permite a un huésped de produccién producir un producto deseado, tal
como acil-CoA o derivados de acidos grasos (por ejemplo, &cidos grasos, hidrocarburos, alcoholes grasos, ceras o
ésteres grasos). Las condiciones de fermentacién comprenden habitualmente muchos pardmetros. Las condiciones
a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, intervalos de temperatura, niveles de aireacion y composicién de
medios. Cada una de estas condiciones, individualmente y/o en combinacion, permite que el huésped de produccién
crezca.

Los medios a modo de ejemplo incluyen caldos y/o geles. Generalmente, un medio adecuado incluye una fuente de
carbono (por ejemplo, glucosa, fructosa, celulosa, etc.) que puede metabolizarse por el microorganismo
directamente. Ademds, pueden usarse enzimas en el medio para facilitar la movilizacion (por ejemplo, la
despolimerizacién de almidén o celulosa para dar azlcares fermentables) y el posterior metabolismo de la fuente de
carbono.

Para determinar si las condiciones de fermentacion permiten la produccién de producto, el huésped de produccion
puede cultivarse durante aproximadamente 4, 8, 12, 24, 36 6 48 horas. Durante el cultivo o tras el cultivo, pueden
obtenerse muestras y analizarse para determinar si las condiciones de fermentacion han permitido la produccion de
producto. Por ejemplo, pueden someterse a prueba los huéspedes de produccion en la muestra o el medio en el que
se hacen crecer los huéspedes de produccion para detectar la presencia del producto deseado. Pueden usarse
ensayos a modo de ejemplo, tales como CCF, HPLC, CG/FID, CG/EM, CL/EM, EM, asi como los proporcionados en
el presente documento, para identificar y cuantificar la presencia de un producto.

Tal como se usa en el presente documento, “sustitucion de aminoacido conservativa” significa que un residuo de
aminoéacido se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han
definido las familias de residuos de aminoacido que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen
aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por
ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en beta (por ejemplo, treonina,
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

Se entiende que los polipéptidos descritos en el presente documento pueden tener sustituciones de aminoacidos
conservativas o no esenciales adicionales, que no tienen un efecto sustancial sobre las funciones del polipéptido.
Puede determinarse si se tolerard o no una sustitucion particular (por ejemplo, no afectara de manera adversa a las
propiedades biolégicas deseadas, tales como actividad descarboxilasa) tal como se describe en Bowie et al.,
Science 247:1306 1310 (1990).

Tal como se usa en el presente documento, “elemento de control” significa un elemento de control de la
transcripcion. Los elementos de control incluyen promotores y potenciadores. El término “elemento promotor”,
“promotor” o “secuencia promotora” se refiere a una secuencia de ADN que funciona como interruptor que activa la
expresion de un gen. Si se activa el gen, se dice que se transcribe o que participa en la transcripcién. La
transcripcion implica la sintesis de ARNm a partir del gen. Por tanto, un promotor sirve como elemento regulador de
la transcripcidon y también proporciona un sitio para el inicio de la transcripcion del gen para dar ARNm. Los
elementos de control interaccionan especificamente con proteinas celulares implicadas en la transcripcion (Maniatis
et al, Science 236:1237, 1987).
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Tal como se usa en el presente documento, el término “delecién funcional” o “desactivacion” significa modificar o
inactivar una secuencia de polinucleétido que codifica para una proteina diana con el fin de reducir o eliminar la
funcién de la proteina diana. Puede realizarse una deleciéon de polinucleétido mediante métodos bien conocidos en
la técnica (véanse, por ejemplo Datsenko et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 97:6640-45 (2000) o las solicitudes de
patente internacional n.°* PCT/US2007/011923 y PCT/US2008/058788).

Tal como se usa en el presente documento, el término “endégeno” significa un polinucleétido que esta en la célula y
no se introdujo en la célula usando técnicas de modificacién por ingenieria genética recombinantes. Por ejemplo, un
gen que estaba presente en la célula cuando la célula se aisl6 originalmente de la naturaleza. Un polinucleétido se
considera todavia enddgeno si las secuencias de control, tales como un promotor 0 secuencias potenciadoras que
activan la transcripcion o traduccion, se han alterado a través de técnicas recombinantes.

Tal como se usa en el presente documento, el término “éster sintasa” significa un péptido que puede producir
ésteres grasos. Mas especificamente, una éster sintasa es un péptido que convierte un tioéster en un éster graso.
La éster sintasa puede convertir un tioéster (por ejemplo, acil-CoA) en un éster graso.

Una éster sintasa puede usar un tioéster y un alcohol como sustratos para producir un éster graso. Las éster
sintasas pueden usar tioésteres de cadena corta y larga como sustratos. Ademas, las éster sintasas pueden usar
alcoholes de cadena corta y larga como sustratos.

Ejemplos no limitativos de éster sintasas son cera sintasas, éster de cera sintasas, acil CoA:alcohol transacilasas,
aciltransferasas y acil graso-coenzima A:alcohol graso aciltransferasas. Ester sintasas a modo de ejemplo se
clasifican en el niUmero de clasificacion de enzimas EC 2.3.1.75. Varias de estas enzimas, asi como otras enzimas
Utiles para preparar los productos descritos en el presente documento, se han dado a conocer, por ejemplo, en las
solicitudes de patente internacional n.”® PCT/US2007/011923 y PCT/US2008/058788.

Tal como se usa en el presente documento, el término “exdgeno” significa un polinucledtido que no se origina a partir
de una célula particular tal como se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, “polinucledtido exdgeno” podria
referirse a un polinucledtido que se insertd dentro de la secuencia de polinucleétido genédmica de un microorganismo
0 a un polinucledtido extracromosémico que se introdujo en el microorganismo. Por tanto, se considera que un
polinucledtido que no se produce de manera natural es exdégeno para una célula una vez que se introduce en la
célula. Un polinucledtido que se produce de manera natural también puede ser exégeno para una célula particular.
Por ejemplo, un polinucledtido completo aislado de una primera célula puede ser un polinucledtido exégeno con
respecto a una segunda célula si se introduce ese polinucle6tido a partir de la primera célula en la segunda célula.

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido graso” significa un acido carboxilico que tiene la
férmula RCOOH. R representa un grupo alifatico, preferiblemente un grupo alquilo. R puede comprender entre
aproximadamente 4 y aproximadamente 22 atomos de carbono. Los &cidos grasos pueden estar saturados,
monoinsaturados o poliinsaturados. El &cido graso puede prepararse a partir de una ruta de biosintesis de acidos
grasos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ruta de biosintesis de acidos grasos” significa una ruta de
biosintesis que produce acidos grasos. La ruta de biosintesis de acidos grasos incluye enzimas de &cido graso que
pueden modificarse por ingenieria genética, tal como se describe en el presente documento, para producir acidos
grasos, y pueden expresarse con enzimas adicionales para producir acidos grasos que tienen caracteristicas de la
cadena de carbono deseadas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzima de degradacién de acidos grasos” significa una
enzima implicada en la descomposicion o conversion de un acido graso o derivado de acido graso en otro producto.
Un ejemplo no limitativo de una enzima de degradacion de acidos grasos es una acil-CoA sintasa. Varias de estas
enzimas, asi como otras enzimas Utiles para preparar los productos descritos en el presente documento, se han
dado a conocer, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional n.” PCT/US2007/011923 vy
PCT/US2008/058788. En el presente documento se describen ejemplos adicionales de enzimas de degradacién de

acidos grasos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “derivado de acido graso” significa productos preparados en
parte a partir de la ruta de biosintesis de acidos grasos del microorganismo huésped de produccion. “Derivado de
acido graso” también incluye productos preparados en parte a partir de acil-ACP o derivados de acil-ACP. La ruta de
biosintesis de acidos grasos incluye enzimas acido graso sintasa que pueden maodificarse por ingenieria genética tal
como se describe en el presente documento para producir derivados de acidos grasos, y en algunos ejemplos
pueden expresarse con enzimas adicionales para producir derivados de acidos grasos que tienen caracteristicas de
cadena de carbono deseadas. Los derivados de acidos grasos a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, acidos
grasos, acil-CoA, aldehidos grasos, alcoholes de cadena corta y larga, hidrocarburos, alcoholes grasos, cetonas y
ésteres (por ejemplo, ceras, ésteres de acidos grasos o ésteres grasos).

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzimas de derivado de acido graso” significa todas las
enzimas que pueden expresarse 0 sobreexpresarse en la produccion de derivados de acidos grasos. Estas enzimas
se denominan colectivamente en el presente documento enzimas de derivado de acido graso. Estas enzimas
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pueden ser parte de la ruta de biosintesis de acidos grasos. Los ejemplos no limitativos de enzimas de derivado de
acido graso incluyen acido graso sintasas, tioesterasas, acil-CoA sintasas, acil-CoA reductasas, alcohol
deshidrogenasas, alcohol aciltransferasas, acido carboxilico reductasas, acil-CoA reductasa que forma alcohol
graso, éster sintasas, polipéptidos de biosintesis de aldehidos y polipéptidos de biosintesis de alcanos. Las enzimas
de derivado de acido graso convierten un sustrato en un derivado de acido graso. En algunos ejemplos, el sustrato
puede ser un derivado de acido graso que la enzima de derivado de acido graso convierte en un derivado de acido
graso diferente. Varias de estas enzimas, asi como otras enzimas Utiles para preparar los productos descritos en el
presente documento, se han dado a conocer, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional n.°
PCT/US2007/011923 y PCT/US2008/058788.

Tal como se usa en el presente documento, “enzima de acido graso” significa cualquier enzima implicada en la
biosintesis de acidos grasos. Pueden expresarse o sobreexpresarse enzimas de acido graso en células huésped
para producir acidos grasos. Los ejemplos no limitativos de enzimas de acido graso incluyen acido graso sintasas y
tioesterasas. Varias de estas enzimas, asi como otras enzimas Utiles para preparar los productos descritos en el
presente documento, se han dado a conocer, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional n.’
PCT/US2007/011923 y PCT/US2008/058788.

Tal como se usa en el presente documento, el término “alcohol graso” significa un alcohol que tiene la férmula ROH.
En una realizacion preferida, el alcohol graso es cualquier alcohol preparado a partir de un acido graso o derivado de
acido graso.

El grupo R puede tener al menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 carbonos
de longitud. R puede ser de cadena lineal o ramificada. Las cadenas ramificadas pueden tener uno o méas puntos de
ramificacion. Ademas, las cadenas ramificadas pueden incluir ramificaciones ciclicas. Ademas, R puede estar
saturado o insaturado. Si esté insaturado, R puede tener uno 0 mas puntos de insaturacion.

El alcohol graso puede producirse de manera biosintética. Los alcoholes grasos tienen muchos usos. Por ejemplo,
pueden usarse alcoholes grasos para producir muchos productos quimicos especializados. Por ejemplo, se usan
alcoholes grasos como biocombustible; como disolventes para grasas, ceras, gomas y resinas; en pomadas,
emolientes y lociones farmacéuticas; como aditivos de aceite de lubricacion; en detergentes y emulsionantes; como
agentes de acabado y antiestaticos de materiales textiles; como plastificantes; como tensioactivos no iénicos; y en
cosméticos, por ejemplo como espesantes.

Tal como se usa en el presente documento, el término “éster graso” significa un éster. Un éster graso es cualquier
éster compuesto por un acido graso para producir, por ejemplo un éster de acido graso. Un éster graso puede
contener un lado A (es decir, la cadena de carbono unida al oxigeno del carboxilato) y un lado B (es decir, la cadena
de carbono que comprende el carboxilato original). Cuando el éster graso se deriva de la ruta de biosintesis de
acidos grasos, al lado A puede contribuir un alcohol, y al lado B contribuye un acido graso. Puede usarse cualquier
alcohol para formar el lado A de los ésteres grasos. Por ejemplo, el alcohol puede derivarse de la ruta de biosintesis
de acidos grasos. Alternativamente, el alcohol puede producirse a través de rutas de biosintesis que no son de
acidos grasos. Ademas, el alcohol puede proporcionarse de manera exdgena. Por ejemplo, el alcohol puede
suministrarse en el caldo de fermentacion en casos en los que el éster graso se produce por un microorganismo que
también produce el acido graso. Alternativamente, puede suministrarse de manera exdégena un acido carboxilico, tal
como un &cido graso o acido acético, en casos en los que el éster graso se produce por un microorganismo que
también puede producir alcohol.

Las cadenas de carbono que comprenden el lado A o el lado B pueden ser de cualquier longitud. En una realizacion,
el lado A del éster tiene al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16 6 18 carbonos de longitud. El
lado B del éster tiene al menos aproximadamente 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 6 26 carbonos de longitud. El
lado A y/o el lado B pueden ser de cadena lineal o ramificada. Las cadenas ramificadas pueden tener uno o0 mas
puntos de ramificacion. Ademas, las cadenas ramificadas pueden incluir ramificaciones ciclicas. Ademas, el lado A
y/o el lado B puede estar saturado o insaturado. Si esta insaturado, el lado A y/o el lado B puede tener uno o0 méas
puntos de insaturacion.

El éster graso puede producirse de manera biosintética. En primer lugar el acido graso se “activa”. Ejemplos no
limitativos de &cidos grasos “activados” son acil-CoA, acil-ACP y fosfato de acilo. Acil-CoA puede ser un producto
directo de la biosintesis o degradacion de acidos grasos. Ademas, acil-CoA puede sintetizarse a partir de un acido
graso libre, una CoA o un trifosfato de nucleétido de adenosina (ATP). Un ejemplo de una enzima que produce acil-
CoA es acil-CoA sintasa.

Tras activarse el acido graso, puede transferirse facilmente a un nucledfilo receptor. Nucleéfilos a modo de ejemplo
son alcoholes, tioles o fosfatos.

El éster graso puede ser una cera. La cera puede derivarse de un alcohol de cadena larga y un acido graso de
cadena larga. El éster graso puede derivarse de un tioéster de acilo graso y un alcohol. El éster graso puede ser un
tioéster de acido graso, por ejemplo acil graso-coenzima A (CoA). El éster graso puede ser un pantotenato de acilo
graso, una proteina portadora de acilo (ACP) o un éster de fosfato graso. Los ésteres grasos tienen muchos usos.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 536240 T3

Por ejemplo, pueden usarse ésteres grasos como biocombustibles, tensioactivos o formularse para dar aditivos que
proporcionan lubricacién y otros beneficios a combustibles y productos quimicos industriales.

Tal como se usa en el presente documento, “fraccion de carbono moderno” o “fyy” tiene el mismo significado que el
definido por el National Institute of Standards and Technology (NIST), Standard Reference Materials (SRM) 4990B y
4990C, conocido como patrones de acidos oxdlicos HOxI y HOxII, respectivamente. La definicion fundamental se
refiere a 0,95 veces la razon de isétopos 1c/”C de HOxI (en referencia a 1950 DC). Esto es aproximadamente
equivalente a madera anterior a la revolucion industrial corregida para la descomposicién. Para la biosfera viva
actual (material vegetal), fu es de aproximadamente 1,1.

Pueden realizarse calculos de “homologia” entre dos secuencias tal como sigue. Las secuencias se alinean con
fines de comparacién 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en uno o ambos de una primera y una
segunda secuencia de aminoacidos o acido nucleico para la alineacion éptima y puede no tenerse en cuenta las
secuencias no homologas con fines de comparacion). La longitud de una secuencia de referencia que se alinea con
fines de comparacion puede ser de al menos aproximadamente el 30%, preferiblemente al menos aproximadamente
del 40%, méas preferiblemente al menos aproximadamente del 50%, incluso mas preferiblemente al menos
aproximadamente del 60%, e incluso méas preferiblemente al menos aproximadamente del 70%, al menos
aproximadamente del 80%, al menos aproximadamente del 90% o aproximadamente del 100% de la longitud de la
secuencia de referencia. Entonces se comparan los residuos de aminoacido o nucleétidos en las posiciones de
aminoacido o posiciones de nucleétido correspondientes. Cuando una posicion en la primera secuencia esta
ocupada por el mismo residuo de aminoéacido o nucleétido que la posicion correspondiente en la segunda secuencia,
entonces las moléculas son idénticas en esa posicion (tal como se usa en el presente documento, “identidad” de
aminoacido o acido nucleico es equivalente a “homologia” de aminoacido o acido nucleico). El porcentaje de
identidad entre las dos secuencias es una funcidon del niumero de posiciones idénticas que comparten las
secuencias, teniendo en cuenta el numero de huecos y la longitud de cada hueco, que es necesario introducir para
el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias.

La comparacion de secuencias y la determinacion del porcentaje de homologia entre dos secuencias pueden
lograrse usando un algoritmo matematico. El porcentaje de homologia entre dos secuencias de aminoacidos puede
determinarse usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970), J. Mol. Biol. 48:444 453, que se ha incorporado
en el programa GAP en el paquete de software GCG, usando o bien una matriz Blossum 62 o bien una matriz
PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. El porcentaje de
homologia entre dos secuencias de nucledtidos puede determinarse usando el programa GAP en el paquete de
software GCG, usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de
longitud de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 6 6. Un conjunto particularmente preferido de parametros (y el que deberia
usarse si el técnico no esta seguro de qué pardmetros deben aplicarse para determinar si una molécula esta dentro
de una limitacion de homologia de las reivindicaciones) son una matriz de puntuacién Blossum 62 con una
penalizacién de hueco de 12, una penalizacién de extension de hueco de 4 y una penalizacion de hueco de
desplazamiento de marco de 5.

En la técnica se conocen otros métodos para alinear secuencias para comparacién. Se describen diversos
programas y algoritmos de alineacion, por ejemplo, en Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981); Pearson &
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988); Higgins & Sharp, Gene 73:237 244 (1988); Higgins & Sharp,
CABIOS 5:151-153 (1989); Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881-10890 (1988); Huang et al., CABIOS
8:155-165 (1992); y Pearson et al., Methods in Molecular Biology 24:307-331 (1994) y Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403-410 (1990).

Tal como se usa en el presente documento, una “célula huésped” es una célula usada para producir un producto
descrito en el presente documento (por ejemplo, un aldehido o alcano). Una célula huésped puede modificarse para
expresar o sobreexpresar genes seleccionados o para tener una expresion atenuada de genes seleccionados. Los
ejemplos no limitativos de células huésped incluyen células vegetales, animales, humanas, de bacterias,
cianobacterias, levaduras u hongos filamentosos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “se hibrida en condiciones de baja rigurosidad, rigurosidad
media, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad” describe condiciones para la hibridaciéon y el lavado. Puede
encontrarse orientacion para realizar reacciones de hibridacion, por ejemplo en Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1 — 6.3.6. En esta referencia se describen métodos acuosos y no
acuosos y puede usarse cualquiera de los métodos. Condiciones de hibridacion especificas a las que se hace
referencia en el presente documento son tal como siguen: 1) condiciones de hibridacién de baja rigurosidad en 6X
cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C, seguido por dos lavados en 0,2X SSC, SDS al
0,1% al menos a 50°C (la temperatura de los lavados puede aumentarse hasta 55°C para las condiciones de baja
rigurosidad); 2) condiciones de hibridacién de rigurosidad media en 6X SSC a aproximadamente 45°C, seguido por
uno o mas lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 60°C; 3) condiciones de hibridacién de alta rigurosidad en 6X SSC
a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65°C; y preferiblemente 4)
condiciones de hibridacién de muy alta rigurosidad son fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7% a 65°C, seguido por uno o
mas lavados a 0,2X SSC, SDS al 1% a 65°C. Las condiciones de muy alta rigurosidad (4) son las condiciones
preferidas a menos que se especifique lo contrario.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 536240 T3

El término “aislado” tal como se usa en el presente documento con respecto a acidos nucleicos, tales como ADN o
ARN, se refiere a moléculas separadas de otros ADN o ARN, respectivamente, que estan presentes en la fuente
natural del acido nucleico. Ademas, un “acido nucleico aislado” incluye fragmentos de acido nucleico, tales como
fragmentos que no se producen de manera natural. El término “aislado” también se usa en el presente documento
para referirse a polipéptidos, que se aislan de otras proteinas celulares y abarca tanto polipéptidos purificados
endogenos como polipéptidos recombinantes. El término “aislado” tal como se usa en el presente documento
también se refiere a un acido nucleico o polipéptido que esta sustancialmente libre de material celular, material viral
0 medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante. El término “aislado” tal como se usa
en el presente documento también se refiere a un acido nucleico o polipéptido que esta sustancialmente libre de
precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Tal como se usa en el presente documento, el “nivel de expresion de un gen en una célula” se refiere al nivel de
ARNmMm, transcripto(s) incipiente(s) pre-ARNm, productos intermedios de procesamiento de transcriptos, ARNm
maduro(s) y productos de degradacion codificados por el gen en la célula.

Tal como se usa en el presente documento, el término “microorganismo” significa especies microbianas procariotas
y eucariotas de los dominios Archaea, Bacteria y Eucarya, incluyendo este ultimo levaduras y hongos filamentosos,
protozoos, algas o protistas superiores. El término “célula microbiana”, tal como se usa en el presente documento,
significa una célula de un microorganismo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico” se refiere a un polinucleétido, tal como acido
desoxirribonucleico (ADN) y, cuando sea apropiado, &cido ribonucleico (ARN). El término también incluye analogos
de cualquiera de ARN o ADN preparados a partir de analogos de nucleétidos, y tal como puede aplicarse a la
realizacién que esta describiéndose, polinucle6tidos mono (sentido o antisentido) y bicatenarios, EST, cromosomas,
ADNc, ARNm y ARNr. El término “acido nucleico” puede usarse de manera intercambiable con “polinucleétido”,

“ADN”, “molécula de acido nucleico”, “secuencia de nucledtidos” y/o “gen” a menos que se indique lo contrario en el
presente documento o se contradiga claramente de otra forma por el contexto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “operativamente unido” significa que una secuencia de
nucleétidos seleccionada (por ejemplo, que codifica para un polipéptido descrito en el presente documento) esta en
proximidad con un promotor para permitir que el promotor regule la expresion de la secuencia de nucleétidos
seleccionada. Ademas, el promotor se localiza en el sentido de 5’ de la secuencia de nucledtidos seleccionada en
cuanto al sentido de transcripcidn y traduccién. Por “operativamente unido” quiere decirse que una secuencia de
nucleétidos y una(s) secuencia(s) reguladora(s) estan conectadas de tal manera como para permitir la expresion
génica cuando las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas activadoras de la transcripcion) se unen a la(s)
secuencia(s) reguladora(s).

“ "

El término “0” se usa en el presente documento para significar, y se usa de manera intercambiable con, el término
“y/o”, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Tal como se usa en el presente documento, “sobreexpresar” significa expresar o provocar que se exprese 0 se
produzca un acido nucleico, polipéptido o hidrocarburo en una célula a una concentracion superior a la que se
expresa normalmente en una célula silvestre correspondiente. Por ejemplo, un polipéptido puede “sobreexpresarse”
en una célula huésped recombinante cuando el polipéptido est& presente en una concentracion superior en la célula
huésped recombinante en comparacion con su concentracién en una célula huésped no recombinante de la misma
especie.

Tal como se usa en el presente documento, “coeficiente de reparto” o “P”, se define como la concentracién en
equilibrio de un compuesto en una fase organica dividida entre la concentracion en equilibrio en una fase acuosa
(por ejemplo, caldo de fermentacion). En una realizacién de un sistema bifasico descrita en el presente documento,
la fase organica se forma mediante el aldehido o alcano durante el procedimiento de produccién. Sin embargo, en
algunos ejemplos, puede proporcionarse una fase orgénica, tal como proporcionando una fase de octano, para
facilitar la separacion del producto. Cuando se describe un sistema de dos fases, las caracteristicas de reparto de un
compuesto pueden describirse como logP. Por ejemplo, un compuesto con un logP de 1 se repartird 10:1 en la fase
organica. Un compuesto con un logP de -1 se repartird 1:10 en la fase organica. Eligiendo un caldo de fermentacion
y una fase orgéanica apropiados, un derivado de acido graso o producto con un valor de logP alto puede separarse
en la fase organica incluso a concentraciones muy bajas en el recipiente de fermentacion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido” puede usarse de manera intercambiable con
“proteina”, “péptido” y/o “enzima” a menos que se indique lo contrario en el presente documento o se contradiga
claramente de otra forma por el contexto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “huésped de produccion” significa una célula usada para
producir los productos dados a conocer en el presente documento. El huésped de produccién se modifica para
expresar, sobreexpresar, atenuar o delecionar la expresion de polinucleétidos seleccionados. Los ejemplos no
limitativos de huéspedes de produccién incluyen células vegetales, de algas, animales, humanas, de bacterias,
levaduras y hongos filamentosos.
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» oo«

Tal como se usa en el presente documento, el término “purificar”, “purificado” o “purificacion” significa la retirada o el
aislamiento de una molécula de su entorno mediante, por ejemplo, aislamiento o separaciéon. Las moléculas
“sustancialmente purificadas” estan libres al menos aproximadamente al 60%, preferiblemente libres al menos
aproximadamente al 75% y mas preferiblemente libres al menos aproximadamente al 90% de otros componentes
con los que estan asociadas. Tal como se usa en el presente documento, estos términos también se refieren a la
eliminacion de contaminantes de una muestra. Por ejemplo, la eliminacién de contaminantes puede dar como
resultado un aumento en el porcentaje de derivado de acido graso o producto en una muestra. Por ejemplo, cuando
se producen derivados de acidos grasos o productos en una célula huésped, los derivados de acidos grasos o
productos pueden purificarse mediante la eliminacion de proteinas de la célula huésped. Tras la purificacion,
aumenta el porcentaje de derivados de acidos grasos o productos en la muestra.

» o«

Los términos “purificar”, “purificado” y “purificacion” no requieren pureza absoluta. Son términos relativos. Por tanto,
por ejemplo, cuando se producen derivados de acidos grasos o productos en células huésped, un derivado de acido
graso o producto purificado es uno que esta sustancialmente separado de otros componentes celulares (por
ejemplo, acidos nucleicos, polipéptidos, lipidos, hidratos de carbono u otros hidrocarburos). En otro ejemplo, una
preparacion de derivado de acido graso purificado o producto purificado es una en la que el derivado de acido graso
0 producto esta sustancialmente libre de contaminantes, tales como los que pueden estar presentes tras la
fermentacion. Un derivado de acido graso o producto puede estar purificado cuando al menos aproximadamente el
50% en peso de una muestra estd compuesto por el derivado de acido graso o producto. En otras realizaciones, un
derivado de acido graso o producto esté purificado cuando al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el
85%, el 90%, el 92%, el 95%, el 98% o0 el 99% o mas en peso de una muestra estd compuesto por el derivado de
acido graso o producto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido recombinante” se refiere a un polipéptido que se
produce mediante técnicas de ADN recombinante, en las que de manera general se inserta ADN que codifica para la
el ARN o polipéptido expresado en un vector de expresion adecuado y que a su vez se usa para transformar una
célula huésped para producir el polipéptido o ARN.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustancialmente idéntico” (o “sustancialmente homaélogo”) se
usa para referirse a una primera secuencia de aminoacidos o de nucledtidos que contiene un nimero suficiente de
residuos de amino&cido idénticos o equivalentes (por ejemplo, con una cadena lateral similar) (por ejemplo,
sustituciones de aminoacido conservadas) o nucleétidos a una segunda secuencia de aminoacidos o de nucleétidos
de manera que la primera y la segunda secuencia de aminoacidos o de nucleétidos tienen actividades similares.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sintasa” significa una enzima que cataliza un proceso de
sintesis. Tal como se usa en el presente documento, el término sintasa incluye sintasas, sintetasas y ligasas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “transfeccion” significa la introduccién de un acido nucleico
(por ejemplo, mediante un vector de expresion) en una célula receptora mediante transferencia de genes mediada
por &cido nucleico.

Tal como se usa en el presente documento, el término “transformacion” se refiere a un proceso en el que se cambia
el genotipo de una célula como resultado de la captacion celular de acido nucleico exdgeno. Esto puede dar como
resultado que la célula transformada exprese una forma recombinante de un ARN o polipéptido. En el caso de
expresion antisentido a partir del gen transferido, se altera la expresion de una forma que se produce de manera
natural del polipéptido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina de transporte” significa un polipéptido que facilita el
movimiento de uno o mas compuestos al interior y/o al exterior de un organulo celular y/o una célula. Varias de estas
proteinas, asi como otras proteinas Utiles para preparar los productos descritos en el presente documento, se han
dado a conocer, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional n.” PCT/US2007/011923 vy
PCT/US2008/058788.

Tal como se usa en el presente documento, una “variante” de polipéptido X se refiere a un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de polipéptido X en la que uno o mas residuos de aminoacido estan alterados. La
variante puede tener cambios conservativos o cambios no conservativos. Puede encontrarse orientacion en la
determinacion de qué residuos de aminoacido pueden sustituirse, insertarse o delecionarse sin afectar a la actividad
biolégica usando programas informaticos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, el software LASERGENE
(DNASTAR).

El término “variante”, cuando se usa en el contexto de una secuencia de polinucleétido, puede abarcar una
secuencia de polinucledtido relacionada con la de un gen o la secuencia codificante del mismo. Esta definicion
también puede incluir, por ejemplo, variantes “alélicas”, “de corte y empalme”, “de especies” o “polimdrficas”. Una
variante de corte y empalme puede tener identidad significativa con respecto a un polinucleétido de referencia, pero
generalmente tendra un niimero mayor o menor de polinucleétidos debido al corte y empalme alternativo de exones
durante el procesamiento de ARNm. El polipéptido correspondiente puede presentar dominios funcionales
adicionales o una ausencia de dominios. Las variantes de especies son secuencias de polinucleétido que varian de
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una especie a otra. Los polipéptidos resultantes tendran identidad de aminoacido significativa unos con respecto a
otros. Una variante polimérfica es una variacion en la secuencia de polinucle6tido de un gen particular entre
individuos de una especie dada.

Tal como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico que
puede transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector Util es un episoma (es decir, un acido
nucleico que puede realizar replicacion fuera de los cromosomas). Los vectores Utiles son los que pueden realizar
replicacién y/o expresion auténoma de acidos nucleicos a los que estan unidos. Los vectores que pueden dirigir la
expresion de genes a los que estan operativamente unidos se denominan en el presente documento “vectores de
expresion”. En general, vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a menudo en
forma de “plasmidos”, que se refieren generalmente a bucles de ADN bicatenario circular que, en su forma de vector,
no estan unidos al cromosoma. En la presente memoria descriptiva, “plasmido” y “vector” se usan de manera
intercambiable, ya que el plasmido es la forma de vector mas cominmente usada. Sin embargo, también se incluyen
otras formas de vectores de expresién que sirven para funciones equivalentes y que lleguen a conocerse en la
técnica posteriormente a esto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cera” significa una composicién compuesta por ésteres
grasos. En una realizacion preferida, el éster graso en la cera estd compuesto por cadenas de carbono de medias a
largas. Ademas de ésteres grasos, una cera puede comprender otros componentes (por ejemplo, hidrocarburos,
ésteres de esterol, aldehidos alifaticos, alcoholes, cetonas, beta-dicetonas, triacilgliceroles, etc.).

A lo largo de toda la memoria descriptiva, puede hacerse una referencia usando un nombre de polipéptido o nombre
de gen abreviado, pero se entiende que un nombre de polipéptido o gen abreviado de este tipo representa el género
de genes o polipéptidos. Tales nombres de genes incluyen todos los genes que codifican para el mismo polipéptido
y polipéptidos homdlogos que tienen la misma funcion fisiolégica. Los nombres de polipéptido incluyen todos los
polipéptidos que tienen la misma actividad (por ejemplo, que catalizan la misma reaccion quimica fundamental).

Los numeros de registro a los que se hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) mantenida por el National Institute of Health, EE.UU. A menos
gue se indique lo contrario, los nimeros de registro son tal como se proporcionan en la base de datos en abril de
2009.

Los numeros EC se establecen por el Nomenclature Committee de la International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (NC-ITUBMB) (disponible en http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Los nimeros EC a los
gue se hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos KEGG Ligand, mantenida por la
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomics, subvencionada en parte por la Universidad de Tokio. A menos que se
indique lo contrario, los nimeros EC son tal como se proporcionan en la base de datos en abril de 2009.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en
la practica o las pruebas de la presente invencién, a continuacion se describen métodos y materiales adecuados.
Todos los métodos descritos en el presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos
que se indique lo contrario en el presente documento o se contradiga claramente de otra forma por el contexto.

A menos que se mencione lo contrario, todas las cantidades indicadas en porcentaje (%) son en porcentaje en peso,
basandose en el peso total de la composicién.

En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los
materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

La mencidn de intervalos de valores en el presente documento simplemente pretende servir como método abreviado
de hacer referencia individual a cada valor separado que se encuentra dentro del intervalo, a menos que se indique
lo contrario en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria descriptiva como si se
mencionase individualmente en el presente documento.

El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o expresiones a modo de ejemplo (por ejemplo, “tal como”)
proporcionados en el presente documento, simplemente pretende ilustrar mejor la invencion y no representa una
limitacion en el alcance de la invencion a menos que se reivindique lo contrario. Ninguna expresion en la memoria
descriptiva debe interpretarse como que indica que cualquier elemento no reivindicado es esencial para la puesta en
practica de la invencion.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada y a
partir de las reivindicaciones.

La invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que pueden producirse acidos grasos y/o
derivados de acidos grasos tales como ésteres grasos cultivando células huésped modificadas por ingenieria
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genética que comprenden una éster sintasa expresada o sobreexpresada, o una variante adecuada de la misma,
pero un nivel atenuado o una ausencia de cualquiera o ambas de una enzima de degradacion de acidos grasos tal
como una acil-CoA sintasa y una tioesterasa, en comparacion con el nivel que se produce de manera natural de
tales enzimas. En comparacién con los métodos de produccion de acidos grasos y/o derivados de acidos grasos a
través de procedimientos de fermentacion microbianos dados a conocer anteriormente, que implican normalmente,
ademas de una éster sintasa, al menos una de una tioesterasa y una enzima de degradacion de acidos grasos tal
como una acil-CoA sintasa, que requieren preferiblemente la presencia de actividades o niveles aumentados de
estas enzimas, el presente método es mas eficaz y favorable desde el punto de vista energético. Por ejemplo, el
método descrito en el presente documento permite la conversion directa de un tioéster, tal como una acil-ACP y/o
una acil-CoA, en un acido graso y/o un derivado de acido graso, evitando el requisito de hidrolizar en primer lugar
una ACP para preparar un acido graso y luego reactivar el acido graso para producir una acil-CoA.

Genes de éster sintasa y variantes

Pueden producirse ésteres grasos cultivando células huésped modificadas por ingenieria genética que comprenden
enzimas éster sintasa, acidos nucleicos que codifican para estas enzimas, vectores que comprenden acidos
nucleicos que codifican para estas enzimas, o cultivando células huésped recombinantes transformadas con los
vectores, y células huésped recombinantes que comprenden polinucleétidos que codifican para estas enzimas éster
sintasa, que se integran de manera cromosOmica en las mismas. Especificamente, el método incluye expresar en
una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa, seleccionado, por ejemplo, de las enzimas
clasificadas como EC 2.3.1.75, que catalizan la transferencia enzimatica de residuos de acilo saturados o
insaturados, por ejemplo, aquéllos de longitud de cadena de Cis a Cy, a alcoholes. La éster sintasa puede ser una
seleccionada del grupo que consiste en un éster de cera sintasa, una acil-CoA:alcohol transacilasa, una
aciltransferasa y una acil graso-CoA:alcohol graso aciltransferasa. Por ejemplo, el gen de éster sintasa puede ser
uno que codifica para ws/dgat, una éster sintasa/acil-CoA/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa bifuncional de
Simmondsia chinensis, Acinetobacter sp., Acinetobacter sp. ADP1, alcanivorax borkumensis, Pseudomonas
aeruginosa, Fundibacter jadensis, Arabidopsis thaliana o Alkaligenes eutrophus. Se proporciona un método de
preparacion de un acido graso o un derivado de &cido graso tal como, por ejemplo, un éster graso, en el que el
método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa seleccionada del grupo
que consiste en AtfAL1 (YP694462, SEQ ID NO: 25), AtfA2 (YP693524, SEQ ID NO: 26), ES9 (ABO21021, SEQ ID
NO: 18) y ES8 (ABO21020, SEQ ID NO: 24), o una variante de la misma.

Se proporciona un método de preparacion de un acido graso o un derivado de acido graso tal como, por ejemplo un
éster graso, en el que el método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de
éster sintasa que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26, o una variante de la
misma. El polipéptido o la variante puede tener actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. El polipéptido o la variante
puede catalizar la conversion de un tioéster en un acido graso y/o un derivado de acido graso, usando un alcohol
como sustrato. En un ejemplo, el polipéptido o la variante cataliza la conversion de una acil-CoA en un &cido graso
y/o un derivado de acido graso, usando un alcohol como sustrato. En otro ejemplo, el polipéptido o la variante
cataliza la conversion de una acil-ACP en un &cido graso y/o un derivado de &acido graso, usando un alcohol como
sustrato. Aln en otro ejemplo, el polipéptido o la variante también convierte un &cido graso libre en un éster graso
usando un alcohol como sustrato. Los sustratos de alcohol pueden ser alcoholes de cadena corta o larga. El sustrato
de alcohol puede ser un metanol, y por consiguiente, la célula huésped que expresa la éster sintasa o variante
produce un acido graso y/o un derivado de metilo de &cido graso, tal como un éster metilico. El sustrato de alcohol
puede ser un etanol, y por consiguiente, la célula huésped que expresa la éster sintasa o variante produce un acido
graso y/o un derivado de etilo de acido graso, tal como un éster etilico.

Una tioesterasa enddégena de la célula huésped, si esta presente, puede no estar modificada. La célula huésped
puede expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, en comparacién con el nivel que se produce de manera
natural de esa tioesterasa. Una tioesterasa puede estar delecionada funcionalmente. Puede no haber actividad
tioesterasa detectable en la célula huésped. La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una enzima de
degradacion de éacidos grasos, tal como una acil-CoA sintasa, en comparaciéon con el nivel que se produce de
manera natural de esa enzima. Una acil-CoA sintasa puede estar delecionada funcionalmente. La célula huésped
puede no tener actividad acil-CoA sintasa detectable. La célula huésped puede expresar niveles atenuados de una
tioesterasa y una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa. Una tioesterasa y una
acil-CoA sintasa pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad detectable
de una tioesterasa o una acil-CoA sintasa.

El método puede comprender expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de éster
sintasa que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26, o una variante de la misma, en
el que una tioesterasa, una acil-CoA sintasa, 0 ambas, estan delecionadas o desactivadas funcionalmente de la
célula huésped. La célula huésped puede no tener actividad tioesterasa o actividad acil-CoA sintasa detectable.

Las variantes pueden producirse de manera natural o crearse in vitro. En particular, las variantes pueden crearse
usando técnicas de ingenieria genética, tales como mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis quimica al azar,
procedimientos de deleciéon con exonucleasa lll y técnicas de clonacién convencionales. Alternativamente, tales
variantes, fragmentos, analogos o derivados pueden crearse usando procedimientos de sintesis quimica o
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modificacion.

En la técnica se conocen bien métodos de preparacién de variantes. Estos incluyen procedimientos en los que se
modifican secuencias de acido nucleico obtenidas a partir de aislados naturales para generar acidos nucleicos que
codifican para polipéptidos que tienen caracteristicas que potencian su valor en aplicaciones industriales o de
laboratorio. En tales procedimientos, se generan y caracterizan un gran numero de secuencias de variantes que
tienen una o mas diferencias de nucleétido con respecto a la secuencia obtenida a partir del aislado natural.
Normalmente, estas diferencias de nucleétido dan como resultado cambios de aminoacido con respecto a los
polipéptidos codificados por los acidos nucleicos a partir de aislados naturales.

Por ejemplo, pueden crearse variantes usando PCR propensa a errores (véase, por ejemplo, Leung et al., Technique
1:11-15, (1989); y Caldwell et al., PCR Methods Applic. 2:28-33, (1992)). En PCR propensa a errores, se realiza
PCR en condiciones en las que la fidelidad de copiado de la ADN polimerasa es baja, de manera que se obtiene una
alta tasa de mutaciones puntuales a lo largo de toda la longitud del producto de PCR. En resumen, en tales
procedimientos, se mezclan acidos nucleicos que van a mutarse (por ejemplo, una secuencia de éster sintasa), con
cebadores de PCR, tampon de reaccion, MgCl,, MnCl,, Taq polimerasa y una concentracién apropiada de dNTP
para lograr una alta tasa de mutacion puntual a lo largo de toda la longitud del producto de PCR. Por ejemplo, puede
realizarse la reaccion usando 20 fmoles de acido nucleico que va a mutarse (por ejemplo, una secuencia de
polinucleétido de éster sintasa), 30 pmoles de cada cebador de PCR, un tampén de reaccién que comprende KCI
50 mM, Tris HCI 10 mM (pH 8,3) y gelatina al 0,01%, MgCl, 7 mM, MnCl; 0,5 mM, 5 unidades de Taq polimerasa,
dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dCTP 1 mM y dTTP 1 mM. Puede realizarse la PCR durante 30 ciclos de 94°C durante
1 min, 45°C durante 1 min y 72°C durante 1 min. Sin embargo, se apreciar4 que estos parametros pueden variarse
segun sea apropiado. Entonces se clonan los acidos nucleicos mutados en un vector apropiado y se evalGan las
actividades de los polipéptidos codificados por los &cidos nucleicos mutados.

También pueden crearse variantes usando mutagénesis dirigida a oligonucleétidos para generar mutaciones
especificas de sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis de oligonucleétidos se describe, por
ejemplo, en Reidhaar-Olson et al, Science 241:53-57, (1988). En resumen, en tales procedimientos se sintetizan una
pluralidad de oligonucleodtidos bicatenarios que portan una 0 mas mutaciones que van a introducirse en el ADN
clonado y se insertan en el ADN clonado que va a mutarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleétido de éster
sintasa). Se recuperan clones que contienen el ADN mutado, y se evallan las actividades de los polipéptidos para
los que codifican.

Otro método para generar variantes es PCR de ensamblaje. La PCR de ensamblaje implica el ensamblaje de un
producto de PCR a partir de una mezcla de fragmentos de ADN pequefios. Un gran niumero de diferentes reacciones
de PCR se producen en paralelo en el mismo vial, cebando los productos de una reaccién a los productos de otra
reaccion. La PCR de ensamblaje se describe, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 5.965.408.

Todavia otro método de generacion de variantes es mutagénesis mediante PCR sexual. En la mutagénesis
mediante PCR sexual, se produce la recombinacion homologa forzada entre moléculas de ADN de secuencias de
ADN diferentes, pero altamente relacionadas, in vitro como resultado de fragmentacién al azar de la molécula de
ADN basandose en la homologia de secuencia. Esto va seguido por la fijacién del cruzamiento mediante extension
del cebador en una reaccion de PCR. La mutagénesis mediante PCR sexual se describe, por ejemplo, en Stemmer,
PNAS, USA 91:10747-10751, (1994).

También pueden crearse variantes mediante mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones, se generan mutaciones
al azar en una secuencia de acido nucleico propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como una cepa de
E. coli, que porta mutaciones en una o més de la rutas de reparacion de ADN. Tales cepas “mutadoras” tienen una
mayor tasa de mutacion al azar que la de una cepa silvestre. La propagacion de una secuencia de ADN (por
ejemplo, una secuencia de polinucleétido de éster sintasa) en una de estas cepas generara finalmente mutaciones al
azar dentro del ADN. Las cepas mutadoras adecuadas para su uso para la mutagénesis in vivo se describen, por
ejemplo, en la publicacion PCT n. ° WO 91/16427.

También pueden generarse variantes usando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, se reemplaza
una region pequefa de un molécula de ADN bicatenario por un “casete” de oligonucleoétido sintético que difiere de la
secuencia nativa. El oligonucle6tido a menudo contiene una secuencia nativa completa y/o parcialmente al azar.

También puede usarse mutagénesis de conjunto recursivo para generar variantes. La mutagénesis de conjunto
recursivo es un algoritmo para el disefio por ingenieria genética de proteinas (es decir, mutagénesis de proteinas)
desarrollado para producir diversas poblaciones de mutantes relacionados fenotipicamente cuyos miembros difieren
en la secuencia de aminoacidos. Este método usa un mecanismo de retroalimentacion para controlar las tandas
sucesivas de mutagénesis de casete combinatoria. La mutagénesis de conjunto recursivo se describe, por ejemplo,
en Arkin et al., PNAS, USA 89:7811-7815, (1992).

Pueden crearse variantes usando mutagénesis de conjunto exponencial. La mutagénesis de conjunto exponencial

es un procedimiento para generar bibliotecas combinatorias con un alto porcentaje de mutantes Unicos y
funcionales, en los que se aleatorizan pequefios grupos de residuos en paralelo para identificar, en cada posicion
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alterada, aminoacidos que conducen a proteinas funcionales. La mutagénesis de conjunto exponencial se describe,
por ejemplo, en Delegrave et al, Biotech. Res. 11: 1548-1552, (1993). La mutagénesis dirigida al sitio y al azar se
describen, por ejemplo, en Arnold, Curr. Opin. Biotech. 4:450-455, (1993).

Pueden crearse variantes usando procedimientos de intercambio en los que se fusionan entre si porciones de una
pluralidad de acidos nucleicos que codifican para distintos polipéptidos para crear secuencias de acido nucleico
guiméricas que codifican para polipéptidos quiméricos tal como se describe, por ejemplo, en las patentes
estadounidenses n.”® 5.965.408 y 5.939.250.

Las variantes de polinucleétido también incluyen andlogos de acido nucleico. Los analogos de acido nucleico
pueden modificarse en el resto basico, resto azlcar o estructura principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, la
estabilidad, hibridacién o solubilidad del acido nucleico. Las modificaciones en el resto basico incluyen desoxiuridina
para desoxitimidina y 5-metil-2’-desoxicitidina o 5-bromo-2’-doxicitidina para desoxicitidina. Las modificaciones del
resto azucar incluyen modificacion del 2’-hidroxilo del azucar ribosa para formar azicares 2’-O-metilo, 2’-halo o 2’-O-
alilo. La estructura principal de fosfato de desoxirribosa puede modificarse para producir 4cidos morfolino-nucleicos,
en los que cada resto basico esta unido a un anillo morfolino de seis miembros, o &cidos nucleicos peptidicos, en los
que la estructura principal de desoxifosfato se reemplaza por una estructura principal de pseudopéptido y se
mantienen las cuatro bases. (Véase, por ejemplo, Summerton et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. (1997) 7:187-
195; e Hyrup et al, Bioorgan. Med. Chem. (1996) 4:5-23). Ademas, la estructura principal de desoxifosfato puede
reemplazarse por, por ejemplo, una estructura principal de fosforotioato o fosforoditioato, una fosforoamidita o una
estructura principal de fosfotriéster de alquilo.

El polipéptido de éster sintasa puede ser una variante que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
18, 24, 25 6 26, con una 0 mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoé&cido, y el polipéptido
tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, la variante de éster sintasa cataliza la conversién de
tioésteres en &cidos grasos y/o derivados de &cidos grasos, usando alcoholes como sustratos. La variante de éster
sintasa también puede catalizar la conversion de acidos grasos libres en ésteres grasos.

En algunos casos, los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para producir 4cidos grasos o
derivados de &cidos grasos usando un polipéptido de éster sintasa que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 18, 24, 25 6 26, asi como variantes de polipéptido del mismo. Variante de polipéptido de éster sintasa puede
ser variantes en las que uno o mas residuos de aminoacido se sustituyen por residuos de aminoacido conservados o
no conservados. Tales residuos de aminoacido sustituidos pueden ser o no los codificados por el cédigo genético.

El polipéptido de éster sintasa puede ser una variante que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
18, 24, 25 6 26, con una 0 mas sustituciones de aminoacido no conservadas, en el que la variante de polipéptido
tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. En algunas realizaciones, el residuo de glicina en la posicion 395 de
SEQ ID NO: 18 esta sustituido por un residuo de aminoacido basico, en las que la variante de éster sintasa
resultante conserva o tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada.

El polipéptido de éster sintasa puede ser una variante que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
18, 24, 25 6 26, con una 0 mas sustituciones de aminoacido conservadas. Sustituciones conservadas son las que
sustituyen un residuo de aminoacido dado en un polipéptido por otro aminoacido de caracteristicas similares. Las
sustituciones conservadas tipicas incluyen los siguientes reemplazos: reemplazo de un aminoéacido alifatico, tal
como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro aminoacido alifatico; reemplazo de una serina por una treonina;
reemplazo de una treonina por una serina; reemplazo de un residuo acido, tal como &cido aspartico y acido
glutdmico, pro otro residuo acido; reemplazo de residuo que porta un grupo amida; intercambio de un residuo basico,
tal como lisina y arginina, por otro residuo basico; y reemplazo de un residuo aromatico, tal como fenilalanina y
tirosina, por otro residuo aromatico. La variante de polipéptido de éster sintasa puede tener actividad éster sintasa
y/o aciltransferasa. Por ejemplo, la variante de polipéptido de éster sintasa cataliza la conversion de un tioéster en
un &cido graso y/o un derivado de acido graso. En otro ejemplo, el polipéptido de éster sintasa cataliza la conversién
de un &cido graso libre en un éster graso.

Otras variantes de polipéptido incluyen aquellas en las que uno o mas residuos de aminoacido incluyen un grupo
sustituyente. Todavia otras variantes de polipéptido incluyen aquellas en las que el polipéptido esta asociado con
otro compuesto, tal como un compuesto para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol).

Variantes de polipéptido adicionales son aquellas en las que se fusionan residuos de aminoéacido adicionales con el
polipéptido, tal como una secuencia lider, una secuencia secretora, una secuencia de proproteina, o una secuencia
que facilita la purificacion, el enriquecimiento o la estabilizacion del polipéptido.

En determinados casos, las variantes de polipéptido conservan la misma funcién biolégica que un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos, por ejemplo, de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26 y tienen secuencias de
aminoacidos sustancialmente idénticas a las mismas. En casos particulares, las variantes de polipéptido conservan
la actividad éster sintasa y/o aciltransferasa, por ejemplo, de un polipéptido de la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 18.

En otros casos, las variantes de polipéptido tienen al menos aproximadamente el 35%, al menos aproximadamente
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el 40%, al menos aproximadamente el 45%, al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el
55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente el 70%, al
menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos
aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos
aproximadamente el 99% de homologia con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26. En otro
caso, las variantes de polipéptido incluyen un fragmento que comprende al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200 residuos de aminoacido consecutivos de las mismas.

Las variantes de polipéptido o fragmentos de las mismas pueden obtenerse aislando acidos nucleicos que codifican
para las mismas usando técnicas descritas en el presente documento o expresando acidos nucleicos sintéticos que
codifican para las mismas. Alternativamente, pueden obtenerse variantes de polipéptido o fragmentos de las mismas
a través de procedimientos de enriquecimiento o purificacion bioquimicos. La secuencia de variantes de polipéptido
o fragmentos puede determinarse mediante digestion proteolitica, electroforesis en gel y/o microsecuenciacion. Por
ejemplo, la secuencia de las variantes de polipéptido o fragmentos puede compararse entonces con una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 6 26 usando cualquiera de los programas descritos en el presente
documento.

Las variantes de polipéptido y fragmentos de las mismas pueden someterse a ensayo para determinar la actividad
éster sintasa y/o actividad aciltransferasa usando métodos de rutina. Por ejemplo, las variantes de polipéptido o
fragmentos pueden ponerse en contacto con un sustrato (por ejemplo, una acil-CoA, una acil-ACP, un &cido graso
libre o un alcohol) en condiciones que permiten que el polipéptido funcione. Puede medirse una disminucién en el
nivel del sustrato o un aumento en el nivel de un acido graso y/o un producto de derivado de acido graso para
determinar la actividad éster sintasa/aciltransferasa.

La variante de polipéptido de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 24,
25 6 26, con una 0 mas sustituciones de aminoacido no conservadas pero sigue teniendo actividad éster sintasa y/o
aciltransferasa. El residuo de glicina en la posicién 395 puede sustituirse por un residuo de aminoacido basico, en el
gue la variante de éster sintasa resultante conserva o tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada, en
relacion con la de una éster sintasa nativa o silvestre. En un caso particular, el residuo de glicina en la posicién 395
de SEQ ID NO: 18 se sustituye por una arginina o una lisina, en el que la variante de éster sintasa resultante tiene
actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada, en relacién con la actividad de la éster sintasa silvestre de SEQ
ID NO: 18.

El polipéptido puede comprender una 0 mas sustituciones de aminoacido conservadas. El polipéptido puede tener
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas sustituciones, adiciones,
inserciones o deleciones de aminoacidos. El polipéptido que comprende la una o mas sustituciones, adiciones,
inserciones o deleciones de aminoacidos puede conservar la misma actividad biolégica que un polipéptido de SEQ
ID NO: 18, 24, 25 6 26. Tal como se usa en el presente documento, “que conserva una actividad biologica” se refiere
a la conservacion de un nivel detectable de esa actividad biolégica, en vez de la conservacion del mismo nivel de
una actividad. Por ejemplo, el polipéptido que comprende una o mas sustituciones, adiciones, inserciones o
deleciones de aminoéacidos tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, el polipéptido puede
catalizar la conversién de tioésteres en acidos grasos y/o derivados de acidos grasos tales como ésteres grasos,
usando alcoholes como sustratos. Los sustratos de tioéster adecuados incluyen, por ejemplo, tioésteres grasos tales
como acil graso-CoA o acil graso-ACP. En otro ejemplo, el polipéptido puede catalizar la conversién de un acido
graso libre en un éster graso usando un alcohol como sustrato. Los sustratos de alcohol adecuados incluyen, por
ejemplo, alcoholes de cadena larga o corta tales como metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol,
heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol.

En determinadas realizaciones, la invencién se refiere a métodos de produccion de un acido graso o un derivado de
acido graso tal como, por ejemplo, un éster graso, en el que el método incluye expresar en una célula huésped un
gen o polinucleétido que codifica para una variante de éster sintasa, ES9 (n.° de registro de GenBank ABO21021,
SEQ ID NO: 18), en el que la célula huésped expresa un nivel atenuado de una tioesterasa, o en el que la
tioesterasa esta delecionada funcionalmente. Se proporcionan métodos de produccion de un &cido graso o un
derivado de acido graso tal como, por ejemplo, un éster graso, en el que método incluye expresar en una célula
huésped un gen que codifica para una variante de ES9 (SEQ ID NO: 18), en el que la célula huésped expresa un
nivel atenuado de una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa, o en el que la acil-
CoA sintasa esta delecionada funcionalmente. Se proporcionan métodos de produccién de un &cido graso o0 un
derivado del mismo, en el que el método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para una
variante de ES9 (SEQ ID NO: 18), en el que la célula huésped expresa niveles atenuados de una tioesterasa, una
enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o ambas, o en el que la tioesterasa, la acil-
CoA sintasa 0 ambas estan delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad tioesterasa o
actividad acil-CoA sintasa detectable.

La variante de éster sintasa puede comprender una sustitucién en el residuo de aminoacido correspondiente a la
posicion 395 de SEQ ID NO: 18. La variante comprende un residuo de aminoéacido basico en la posiciéon 395, que
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reemplaza al residuo de glicina en esa posicién de SEQ ID NO: 18. Por ejemplo, el residuo de aminoacido basico
puede ser un residuo de lisina o uno de arginina. La variante puede tener una actividad éster sintasa y/o
aciltransferasa igual o mejorada, en relacién con la del el polipéptido de SEQ ID NO: 18.

Se proporcionan métodos de produccién de un &cido graso o un derivado de &acido graso en los que el método
incluye expresar en una célula huésped un polinucledtido que codifica para una variante de éster sintasa ES9, en los
que la célula huésped expresa ademas un nivel atenuado de tioesterasa, una acil-CoA sintasa o ambas, o en los
que la tioesterasa, la acil-CoA sintasa o ambas, estan delecionadas funcionalmente. La variante de éster sintasa
puede comprender una sustitucion en el residuo de aminoacido correspondiente a la posicion 395 de SEQ ID NO: 18
y una o0 mas de otras sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoécidos, y la variante tiene actividad
éster sintasa y/o aciltransferasa. La variante puede catalizar la conversién de sustratos de tioéster y/o sustrato de
alcohol en &cidos grasos y/o derivados de acidos grasos. La variante puede catalizar la conversién de acidos grasos
libres en ésteres grasos.

El polipéptido de éster sintasa o una variante del mismo puede tener de aproximadamente 200 aminoacidos a
aproximadamente 2.000 aminoacidos de longitud, por ejemplo, desde aproximadamente 250 hasta
aproximadamente 1500 residuos de aminoacido de longitud, desde aproximadamente 300 hasta aproximadamente
1200 residuos de aminoacido de longitud, desde aproximadamente 350 hasta aproximadamente 1000 residuos de
aminoacido de longitud, desde aproximadamente 400 hasta aproximadamente 800 residuos de aminoacido de
longitud o desde aproximadamente 450 hasta aproximadamente 600 residuos de aminoacido de longitud. El
polipéptido de éster sintasa que se produce de manera natural puede tener aproximadamente 300 residuos de
aminoéacido de longitud o més, por ejemplo, aproximadamente 400 residuos de aminoacido de longitud o mas o
aproximadamente 450 residuos de aminoacido de longitud o més. El polipéptido de éster sintasa o la variante del
mismo tiene aproximadamente 1000 residuos de aminoacido de longitud o menos, por ejemplo, aproximadamente
800 residuos de aminoacido de longitud o menos, aproximadamente 700 residuos de amino&cido de longitud o
menos o aproximadamente 600 residuos de aminoéacido de longitud o menos. Una éster sintasa a modo de ejemplo
tiene aproximadamente 500 residuos de aminoéacido de longitud.

Se describen éster sintasas adicionales que pueden usarse en la solicitud de patente PCT titulada “Production of
Fatty Acid Derivatives”, presentada simultaneamente con el presente documento, con el nimero de expediente del
apoderado 2001235.150W01.

Anticuerpos frente a polipéptidos de éster sintasa

Los polipéptidos de éster sintasa descritos en el presente documento pueden usarse para producir anticuerpos
dirigidos frente a polipéptidos de éster sintasa. Pueden usarse tales anticuerpos, por ejemplo, para detectar la
expresion de un polipéptido de éster sintasa usando métodos conocidos en la técnica. El anticuerpo puede ser, por
ejemplo, un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del mismo; un
anticuerpo modificado tal como un anticuerpo quimérico, anticuerpo reconformado, anticuerpo humanizado, o
fragmento de los mismos (por ejemplo, Fab’, Fab, F(ab’)z); o un anticuerpo biosintético, por ejemplo, un anticuerpo
de cadena sencilla, anticuerpo de un solo domino (DAB), Fv, Fv de cadena sencilla (scFv), o similares.

Se describen métodos de preparacién y uso de anticuerpos policlonales y monoclonales, por ejemplo, en Harlow et
al., Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol I. Cold Spring Harbor Laboratory (1 de diciembre de
1998). En la técnica se conocen métodos para preparar anticuerpos modificados y fragmentos de anticuerpo (por
ejemplo, anticuerpos quiméricos, anticuerpos reconformados, anticuerpos humanizados, o fragmentos de los
mismos, por ejemplo, fragmentos Fab’, Fab, F(ab’);); o anticuerpos biosintéticos (por ejemplo, anticuerpos de
cadena sencilla, anticuerpos de un solo dominio (DAB), Fv, Fv de cadena sencilla (scFv), y similares), y pueden
encontrarse, por ejemplo, en Zola, Monoclonal Antiobodies: Preparation and Use of Monoclonal Antibodies and
Engineered Antibody Derivatives, Springer Verlag (15 de diciembre del 2000; 12 edicién).

Sustratos

Las composiciones y los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para producir acidos grasos
y/o derivados de acidos grasos, por ejemplo, a partir de tioésteres y alcoholes, o a partir de acidos grasos libres y
alcoholes, que pueden producirse a su vez a partir de sustratos apropiados en la misma célula huésped. Sin querer
restringirse a ninguna teoria, se cree que el huésped de produccion modificado de manera recombinante puede
modificarse para aumentar la produccion de sustratos de tioéster tales como, por ejemplo, acil-CoA o acil-ACP, de
acidos grasos libres o de sustratos de alcohol adecuados tales como, por ejemplo, alcoholes grasos. Ademas, el
huésped de produccién modificado de manera recombinante puede modificarse para reducir el catabolismo de
acidos grasos o derivados de acidos grasos y/o productos intermedios en las rutas de biosintesis de acidos grasos,
0 para reducir la inhibicién por retroalimentacién en puntos especificos en la misma ruta. Ademas de modificar los
genes descritos en el presente documento, pueden desviarse recursos celulares adicionales a la sobreproduccién de
acidos grasos y/o derivados de acidos grasos. Por ejemplo, pueden atenuarse las rutas de lactato, succinato y/o
acetato, y pueden sobreexpresarse acetil-CoA carboxilasas (codificadas por genes acc). Las modificaciones en el
huésped de produccién pueden lograrse, por ejemplo, a través de alteraciones gendémicas, adicion de sistemas de
expresién recombinante o combinaciones de los mismos.
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En la figura 1A se representa una ruta representativa de biosintesis de acidos grasos y/o derivados de acidos
grasos. Las siguientes secciones describen las etapas en estas rutas. Se catalizan diferentes etapas en la ruta
mediante una variedad de enzimas. Cada etapa dentro de una ruta que conduce a la produccién de un &cido graso
y/o un sustrato de derivado de &cido graso puede modificarse para producir o sobreproducir el sustrato de interés.
Por ejemplo, pueden expresarse, sobreexpresarse o atenuarse genes conocidos implicados en la ruta de biosintesis
de acidos grasos en una célula huésped para producir el sustrato deseado (véase, por ejemplo, el enfoque descrito
en el documento PCT/US08/05877). Los genes a modo de ejemplo que pueden server como puntos de cambio
incluyen, sin limitacion, accA (EC 6.4.1.2), accB (EC 6.4.1.2), accC (EC 6.4.1.2, EC 6.3.4.14), accD (EC 6.4.1.2),
aceE (EC 1.2.4.1), aceF (EC 2.3.1.12), fabD (EC 2.3.1.39), fabG (EC 1.1.1.100), fabH (EC 2.3.1.180), panD (EC
4.1.1.11), pank (EC 2.7.1.33), pdh (EC 1.2.4.1), udhA (EC 1.6.1.1).

Acido graso sintasa (FAS) es un grupo de polipéptidos que catalizan el inicio y la elongacion de cadenas de acilo
(Marrakchi et al., Biochemical Society, 30:1050-1055 (2002)). La proteina portadora de acilo (ACP) junto con las
enzimas en la ruta de FAS controlan la longitud, el grado de saturacion y la ramificacion de los acidos grasos
producidos. Las etapas en esta ruta se catalizan por enzimas de las familias de genes de biosintesis de &cidos
grasos (fab) y acetil-CoA carboxilasa (acc) (véase, por ejemplo, Heath et al., Prog. Lipid Res. 40(6):467-97 (2001)).
Dependiendo del producto deseado, pueden atenuarse o sobreexpresarse uno o mas de estos genes.

Pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para expresar sustratos de derivado de acido graso
expresando o sobreexpresando de manera recombinante uno o mas genes de acido graso sintasa, tales como
genes de acetil-CoA y/o malonil-CoA sintasa. Por ejemplo, para aumentar la produccion de acetil-CoA, pueden
expresarse o sobreexpresarse uno o mas de los siguientes genes en una célula huésped: pdh, panK, aceEF (que
codifica para el componente de deshidrogenasa E1lp y el componente de dihidrolipoamida aciltransferasa E2p de los
complejos de piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa), fabH, fabD, fabG, acpP, y fabF. Los nimeros de registro de
GenBank a modo de ejemplo para estos genes se enumeran entre paréntesis tras los nombres de los genes: pdh
(BAB34380, AAC73227, AACT73226), panK (también conocido como coaA, AAC96952), aceEF (AAC73227,
AAC73226), fabH (AAC74175), fabD (AAC74176), fabG (AAC74177), acpP (AAC74178), fabF (AAC74179).

Adicionalmente, los niveles de expresion de fadE, gpsA, IdhA, pflb, adhE, pta, poxB, ackA y/o ackB pueden reducirse
o delecionarse funcionalmente en el microorganismo modificado por ingenieria genética mediante transformacion
con plasmidos condicionalmente replicativos 0 no replicativos que contienen mutaciones nulas o por delecién de los
genes correspondientes o sustituyendo secuencias de promotor o potenciador. Los nimeros de registro de GenBank
a modo de ejemplo para estos genes se enumeran entre paréntesis: fadE (AAC73325), gspA (AAC76632), IdhA
(AAC74462), pflb (AAC73989), adhE (AAC74323), pta (AAC75357), poxB (AAC73958), ackA (AAC75356) y ackB
(BAB81430). En una realizacién a modo de ejemplo, la expresion de fadE se atenltia o se deleciona funcionalmente
en una célula huésped de produccion de la presente invencion. Los huéspedes de produccion modificados por
ingenieria genética resultantes pueden producir niveles aumentados de acetil-CoA cuando se cultivan en un entorno
apropiado.

De manera similar, puede efectuarse la sobreproduccion de malonil-CoA modificando por ingenieria genética el
huésped de produccion tal como se describié con accABCD (por ejemplo, n.° de registro de GenBank AAC73296,
clasificada como EC 6.4.1.2) incluido en el plasmido sintetizado de novo. Puede lograrse la sobreproduccién de
4cidos grasos incluyendo ademas una secuencia de ADN que codifica para lipasas (por ejemplo, n.°® de registro de
GenBank: CAA89087, CAA98876), en el plasmido sintetizado de novo.

Las células huésped resultantes, en algunas realizaciones, sobreexpresan acetil-CoA de manera que su
concentracion intracelular aumenta en mas de aproximadamente 2 veces, por ejemplo, en mas de aproximadamente
5 veces 0 mas de aproximadamente 10 veces, en relacion con los niveles de expresion nativos de acetil-CoA.

Puede verificarse la sobreproduccién de acetil-CoA y malonil-CoA usando métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, usando precursores radiactivos, HPLC y CG-EM tras la lisis celular.

Adicionalmente, el mutante D311E de PIsB (por ejemplo, n. ° de registro de GenBank AAC77011) puede usarse para
aumentar la cantidad de acil-CoA disponible.

Ademas, puede efectuarse la sobreexpresion de un gen sfa (supresor de FabA, por ejemplo, n. ° de registro de
GenBank AAN79592) en un huésped de produccién para aumentar la produccion de acidos grasos monoinsaturados
(Rock et al., J. Bacteriology 178:5382-5387 (1996)).

En un modelo de procedimiento microbiano tipico para la sintesis de acidos grasos y derivados de acidos grasos, se
convierten acetil-CoA y malonil-CoA a través de una serie de etapas para formar las cadenas de acil-ACP. Entonces
se convierte acil-ACP por medio de una serie de etapas enzimaticas alternativas en diversos productos finales,
incluyendo derivados de acidos grasos. Por ejemplo, normalmente se convierte acil-ACP en ésteres grasos
mediante las reacciones consecutivas combinadas de una tioesterasa, una acil-CoA ligasa/sintetasa y una éster
sintasa. Una limitacién al uso comercial de estas enzimas en una ruta metabdlica es el requisito de hidrolisis de ACP
para producir acidos grasos que posteriormente se reactivan para producir los sustratos de acil graso-CoA, lo que
requiere al menos dos etapas enzimaticas y el gasto de energia metabdlica a partir de enlaces de fosfoanhidrido. Se
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ha descubierto que los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos tales como, por ejemplo, ésteres grasos,
pueden producirse en presencia de una éster sintasa, evitando las participaciones de una tioesterasa, y/o evitando la
participacion de una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa. Este enfoque mas
econémico y eficaz mitiga la pérdida de ATP provocada por una ruta por lo demas de mudltiples etapas.
Especificamente, se ha descubierto que una éster sintasa adecuada, en ausencia de una tioesterasa coexpresada,
y/lo una enzima de degradacion de acidos grasos coexpresada tal como una acil-CoA sintasa, puede utilizar
eficazmente tioésteres tales como acil-ACP o acil-CoA, acidos grasos libres y/o alcoholes tales como alcoholes de
cadena corta o larga, como sustratos para producir acidos grasos y/o derivados de acidos grasos deseables en
condiciones apropiadas.

Un experto habitual en la técnica puede determinar la idoneidad de usar una enzima éster sintasa particular para
producir directamente acidos grasos y/o derivados de acidos grasos a partir de sustratos de tioéster. El ejemplo 14
describe ensayos representativos que pueden usarse, entre otros métodos adecuados, para determinar si se
produce un acido graso y/o derivados de acidos grasos y/o la cantidad que se produce en un sistema de produccion
dado.

Pueden utilizarse diversas éster sintasas para producir directamente acidos grasos y/o derivados de acidos grasos,
en presencia o0 en ausencia de una tioesterasa, y/o en presencia o en ausencia de una enzima de degradacion de
acidos grasos tal como, por ejemplo, una acil-CoA sintasa. Por ejemplo, la expresion o sobreexpresién de una éster
sintasa que puede catalizar la produccion directa de acidos grasos y/o derivados de &cidos grasos en una cepa
huésped recombinante. Esto puede usarse para complementar la produccién de derivados de &cidos grasos cuando
la cepa también expresa una tioesterasa y/o una enzima de degradacion de &cidos grasos. Por ejemplo, en
ocasiones en las que los acidos grasos libres son productos no deseados de un procedimiento de produccién de
ésteres grasos, los acidos grasos libres pueden convertirse en ésteres grasos usando las éster sintasas, las
variantes, las células huésped y los microorganismos y los métodos en el presente documento. Adicionalmente, la
expresion de una éster sintasa que puede catalizar la produccion directa de acidos grasos y/o derivados de acidos
grasos tales como ésteres grasos en una célula huésped recombinante puede usarse cuando no hay expresion de
tioesterasa o es baja.

El término “tioesterasa” se refiere a una enzima que tiene actividad tioesterasa. Las tioesterasas incluyen tioéster
hidrolasas, que se identifican como miembros de la clasificacion de enzimas E.C. 3.1.2 y pueden obtenerse a partir
de una variedad de fuentes. Se describen tioesterasas vegetales, por ejemplo, en Voelker & Davies, J. Bact., 176
(23): 7320-27 (1994), las patentes estadounidenses n.”® 5.667.997 y 5.455.167. También pueden obtenerse
tioestarasas a partir de fuentes microbianas, tales como las descritas en Akoh et al., Prog. Lipid Res., 43(6):534-52
(2004); Diczfalusy & Alexson, Arch. Biochem. Biophys., 334(1):104-12 (1996); Larson & Kolattukudy, Arch. Biochem.
Biophys., 237(1):27-37(1985); Lawson et al., Biochemistry 33(32):9382-88 (1994); Lee et al., Eur. J. Biochem., 184
(1):21-28 (1989); Naggert et al., J. Biol. Chem., 266(17):11044-50 (1991); Nie et al., Biochemistry, 47 (29):7744-51
(2008); Seay & Lueking, Biochemistry 25(9): 2480-85 (1986); Spencer et al., J. Biol. Chem., 253(17):5922-26 (1978);
y Zhuang et al., Biochemistry 47(9):2789-96 (2008). También pueden obtenerse tioesterasas a partir, por ejemplo, de
fuentes de cianobacterianas, algas, mamiferos, insectos y flngicas. Una tioesterasa puede tener actividad distinta
de actividad tioesterasa, por ejemplo actividad proteolitica o actividad de hidrélisis de éster de oxigeno. Una
tioesterasa particularmente util es la enzima ‘TesA (también denominada “tioesterasa I” o “tioesterasa sin secuencia
lider”) de E. coli, que es una version truncada de la enzima serina tioesterasa TesA de longitud completa que se
describe en Cho & Cronan, J. Biol. Chem., 268(13): 9238-45 (1992). Un polipéptido de ‘TesA de E. coli comprende
182 aminoécidos, y es el producto de una reaccion de escision en la que se elimina la secuencia lider de 26
aminoacidos de TesA de E. coli.

El término “actividad tioesterasa” se refiere a la capacidad para catalizar una reaccion de escision de tioéster, que
implica habitualmente la hidrélisis de un tioéster en un grupo tiol para dar un acido y un tiol, pero también puede
incluir una etapa de transesterificacion en la que se escinde un enlace tioéster y se forma un nuevo enlace éster. En
general, una acil-ACP tioesterasa puede catalizar la escision hidrolitica de tioésteres de acil graso-proteina
portadora de acilo y/o tioésteres de acil graso-CoA. Los ejemplos de enzimas que tienen actividad tioesterasa
incluyen acetil-CoA hidrolasa, palmitoil-CoA hidrolasa, succinil-CoA hidrolasa, formil-CoA hidrolasa, acil-CoA
hidrolasa, palmitoil-proteina tioesterasa y ubiquitin tiolesterasa. La actividad tioesterasa puede establecerse
mediante cualquiera de los siguientes ensayos:

Ensayo de hidrélisis de acil-CoA:

Se usan un tampon Tris-HCI, 0,1 M, pH 8,0; palmitoil-CoA, 5 uM; DTNB, 0,01 M en tamp6n fosfato de potasio 0,1 M,
pH 7,0 para preparar una mezcla de ensayo completa. La mezcla de ensayo contiene por tanto una concentracion
final de 10 pmol de tampon Tris-HCI, pH 8,0, 0,05 pumol de DTNB y 0,01 umol de palmitoil-CoA. Entonces se mezcla
la mezcla de ensayo completa con la tioesterasa, en un volumen final de 2,0 ml. Se mide la tasa de escision del
sustrato acil-CoA monitorizando el cambio en absorbancia a 412 nm, usando un coeficiente de extincion molar de
13.600 M™'cm™.

Ensayo in vivo:
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Tras la expresién de la proteina de interés, se acidifica el cultivo, que tiene posiblemente actividad tioesterasa, con
HCI 1 N hasta un pH final de aproximadamente 2,5 y luego se extrae con un volumen igual de acetato de butilo. Se
derivatizan los acidos grasos libres en la fase organica con BSTFA (N,O-bis(trimetil(silil)trifluoroacetamida) y TMCS
al 1% (trimetilclorosilano) para generar los respectivos ésteres de TMS (trimetilsililo), que entonces se analizan en un
cromatégrafo de gases equipado con un detector de ionizacién de llama.

Ensayo de 4-MU-6S-Palm-BGilc:

En primer lugar se prepara una disolucién de sustrato de 20 pl. La disolucion de sustrato contiene MU-6S-Palm-f-
Glc 0,64 mM, ditiotreitol 15 mM, Triton X-100 al 0,375% (p/v) y 0,1 U de B-glucosidasa de almendras en tampon
fosfato/citrato de Mcllvain, pH 4,0. Entonces se mezcla una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad
tioesterasa con la disolucion de sustrato. Se incuba la mezcla de reaccion durante 1 hora a 37°C. Se afiade j-
glucosidasa de almendras exdgena para hidrolizar el producto intermedio de reaccion, MU-6-tio-B-glucdsido,
cuantitativamente. Se termina la reaccion de hidrélisis mediante la adicion de 200 pl de carbonato de sodio 0,5 M,
pH 10,7, que contiene Triton X-100 al 0,025%, y se mide la fluorescencia de la 4-metilumbeliferona (MU) liberada en
un fluorémetro (hex = 372, Aem = 445 nm).

Ensayo de lisofosfolipasa:

Se prepara una mezcla de reaccion que contiene 10 ul de una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad
tioesterasa mezclada con 10 ul de 1-oleoil-fosfatidiletanolamina 3 mM, 25 pl de Tris-HCI 100 mM (pH 7,0) y 5 pl de
EDTA 5 mM. Se termina la reaccion con la adicion de 1,5 ml de CHCI3:CH3OH (1:2), seguido por la adicién de agua
para llevar el volumen acuoso total hasta 0,9 ml. Entonces se analiza la fase organica mediante cromatografia en
capa fina junto con patrones adecuados, usando placas preparadas a partir de 40 g de gel de silice H suspendido en
95 ml de tetraborato de sodio 1 mM. El sistema de disolventes consiste en CHCl3:CH3OH:H,0 (95:35:5).

Ensayo de sustrato de proteasa:

Se prepara una mezcla de reaccion que contiene 10 ul de una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad
tioesterasa mezclada con 800 pl de Tris-HCI 12,5 mM (pH 8,0) que contiene Triton X-100 al 0,25% y 10 ul de Cbz-
Phe-ONp disuelto en DMSO. Se mide el p-nitrofenol liberado por medio de escisién del sustrato monitorizando la
absorbancia a 405 nm.

Ensayo de hidrolisis de acil graso-PNP:

Se prepara en primer lugar una disolucién de reactivo que contiene Triton X-100 al 2% en fosfato de sodio 50 mM,
pH 7,0 y Ci2-p-nitrofenol 10 mM (acil-PNP) en acetona. Entonces se prepara una disolucion de trabajo de C12-PNP
mezclando 600 pl de C1>-PNP 10 mM en 9,4 ml de tampén fosfato. Se realiza el ensayo afiadiendo 40 pl de la
disolucidn de trabajo de acil-PNP a cada pocillo de una placa de 96 pocillos, seguido por la adicién rapida de 40 ml
de la mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad tioesterasa. Se mezcla la disolucién durante 15 segundos, y
se lee el cambio de absorbancia a 405 nm en un lector de placas de microtitulacion a 25°C.

Formacion de éster a partir de tioéster:

Se prepara una mezcla de reaccién que contiene una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad
tioesterasa, miristoil-CoA 100 uM, metanol al 10% (v/v) y fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0. Se incuba la mezcla de
reaccion durante 1 hora a 20°C y se termina con la adicién de HCI 1 N para disminuir el pH hasta aproximadamente
2,5. Se extrae la mezcla con un volumen igual de acetato de etilo y se determina la cantidad de éster graso
producido por medio de CG-EM u otros métodos convencionales tales como CG-FID, CL-EM o cromatografia en
capa fina.

Formacion de éster a partir de éster:

Se prepara una mezcla de reaccion que contiene una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad
tioesterasa, lauroil-CoA 300 uM, metanol al 10% (v/v) y fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0. Se incuba la mezcla de
reaccion durante 1 hora a 20°C y se termina con la adicién de HCI 1 N para disminuir el pH hasta aproximadamente
2,5. Se extrae la mezcla con un volumen igual de acetato de etilo y se determina la cantidad de éster laurilico
producido por medio de CG-EM u otros métodos convencionales tales como CG-FID, CL-EM o cromatografia en
capa fina.

Por tanto, puede atenuarse y/o delecionarse funcionalmente una tioesterasa endégena de las células huésped de la
presente invencidon. En determinadas realizaciones la tioesterasa se selecciona del grupo que consiste en tesA,
‘tesA, fatB1, fatB2, fatB3, fatAl, fatA y atfata. En la tabla 1 se enumeran ejemplos no limitativos de tioesterasas y
células huésped.
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Tabla 1: Tioesterasas

Numero de reqistro Organismo fuente Gen
AAC73596 E. coli tesA sin secuencia lider
AAC73555 E. coli tesB

041635, AAA34215 Umbellularia california fatB
AAC49269 Cuphea hookeriana fatB2
0Q39513; AAC72881 Cuphea hookeriana fatB3
039473, AAC49151 Cinnamonum camphorum fatB
CAA85388 Arabidopsis thaliana fatB [M141T]*
NP 189147; NP 193041 Arabidopsis thaliana fatA
CAC39106 Bradyrhiizobium japonicum fatA
AAC72883 Cuphea hookeriana fatA
AAL79361 Helianthus annus fatAl

* Mayer et al., BMC Plant Biology 7:1-11 (2007)

En otros casos, se producen acidos grasos y/o derivados de acidos grasos en una célula huésped que contiene una
0 mas mutaciones que se producen de manera natural que dan como resultado un nivel aumentado de &cidos
grasos y/o derivados de acidos grasos en la célula huésped. En algunos casos, la célula huésped se modifica por
ingenieria genética para aumentar el nivel de &cidos grasos y/o derivados de acidos grasos en la célula huésped en
relacion con una célula huésped silvestre correspondiente. Por ejemplo, la célula huésped puede modificarse por
ingenieria genética para expresar un nivel reducido de una enzima de degradacién de &cidos grasos tal como una
acil-CoA sintasa en relacion con una célula huésped silvestre correspondiente. En una realizacion, el nivel de
expresion de uno o mas genes (por ejemplo, un gen de acil-CoA sintasa) se atenta o se deleciona funcionalmente
modificando por ingenieria genética una célula huésped “deficiente”.

Puede reducirse o delecionarse funcionalmente cualquier gen conocido de acil-CoA sintasa en una célula huésped.
Los ejemplos no limitativos de genes de acil-CoA sintasa incluyen fadD, fadK, BH3103, yhfL, Pfl-4354, EAV15023,
fadD1, fadD2, RPC_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o0 el gen que codifica para la proteina ZP_01644857. Los
ejemplos especificos de genes de acil-CoA sintasa incluyen fadDD35 de M. tuberculosis H37Rv [NP_217021],
fadDD22 de M. tuberculosis H37Rv [NP_217464], fadD de E. coli [NP_416319], fadK de E. coli [YP_416216], fadD
de Acinetobacter sp. ADP1 [YP_045024], fadD de Haemophilus influenza RdkwW20 [NP_438551], fadD de
Rhodopseudomonas palustris Bis B18 [YP_533919], BH3101 de Bacillus halodurans C-125 [NP_243969], Pfl-4354
de Pseudomonas fluorescens Pfo-1 [YP_350082], EAV15023 de Comamonas testosterone KF-1 [ZP_01520072],
yhfL de B. subtilis [NP_388908], fadD1 de P. aeruginosa PAO1 [NP_251989], fadD1 de Ralstonia solanacearum
GM1 1000 [NP_520978], fadD2 de P. aeruginosa PAO1l [NP_251990], el gen que codifica para la proteina
ZP_01644857 de Stenotrophomonas maltophilia R551-3, faa3p de Saccharomyces cerevisiae [NP_012257], fallp de
Saccharomyces cerevisiae [NP_014962], IcfA de Bacillus subtilis [CAA99571], o los descritos en Shockey et al.,
Plant. Physiol. 129:1710-1722 (2002); Caviglia et al., J. Biol. Chem. 279:1163-1169 (2004); Knoll et al., J. Biol.
Chem. 269(23):16348-56 (1994); Johnson et al., J. Biol. Chem. 269: 18037-18046 (1994); y Black et al., J. Biol
Chem. 267: 25513-25520 (1992).

Los sustratos de alcohol pueden suministrarse a las células huésped. En realizaciones alternativas, cuando se usan
alcoholes grasos como sustratos, los sustratos de alcohol graso pueden prepararse por la célula huésped
coexpresando uno o mas genes de biosintesis de aldehidos grasos y/o uno o mas genes de biosintesis de alcoholes
grasos. Pueden introducirse genes de biosintesis de aldehidos grasos heterélogos en la célula huésped, o pueden
modificarse genes de biosintesis de aldehidos grasos enddgenos de manera que se sobreexpresan en la célula
huésped. Los genes de biosintesis de aldehidos grasos adecuados incluyen, sin limitacién, los que codifican para
acido carboxilico reductasas y variantes, por ejemplo, de una cualquiera de SEQ ID NO: 54-97. También pueden
introducirse genes de biosintesis de alcoholes grasos heterélogos en la célula huésped, o pueden modificarse genes
de biosintesis de alcoholes grasos enddgenos de manera que se sobreexpresan en la célula huésped. Los genes de
biosintesis de alcoholes grasos adecuados incluyen, sin limitacién, los que codifican para alcohol deshidrogenasas y
variantes, por ejemplo, de una cualquiera de SEQ ID NO: 98-147. Pueden prepararse sustratos de alcohol graso por
la célula huésped coexpresando uno o mas genes de acil-ACP reductasa y/o uno o mas genes de biosintesis de
alcoholes grasos. Pueden introducirse genes de acil-ACP reductasa heterdlogos en la célula huésped, o pueden
modificarse genes de acil-ACP reductasa enddégenos de manera que se sobreexpresan en la célula huésped. Los
genes de acil-ACP reductasa adecuados incluyen, sin limitacion, los que codifican para acil-ACP reductasas y
variantes, por ejemplo, de una cualquiera de SEQ ID NO: 148-156. Métodos, células huésped y microorganismos de
produccién de alcoholes grasos se han descrito previamente, por ejemplo, en la publicacién de patente internacional
n. ° W0/2010/042664.

Los polipéptidos de éster sintasa y variantes pueden catalizar la conversién de un acido graso libre en un éster graso
en presencia de sustratos de alcohol adecuados. Por consiguiente, cuando un &cido graso libre no es un producto
deseado, los polipéptidos de éster sintasa y variantes de la invenciéon pueden usarse para reducir la cantidad de
acido graso libre generado durante la produccion de ésteres grasos convirtiéndolos en ésteres grasos.
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Formacién de acidos grasos ramificados y/o derivados de &cidos grasos

Pueden producirse acidos grasos y derivados de los mismos que contienen puntos de ramificacién usando tioéster
ramificado y/o alcohol ramificado como sustratos. Por ejemplo, aunque E. coli produce de manera natural acidos
grasos de cadena lineal (sFA), puede modificarse por ingenieria genética E. coli para producir acidos grasos de
cadena ramificada (brFA) y/o derivados de brFA introduciendo y expresando o sobreexpresando genes heter6logos
que proporcionan precursores ramificados en la E. coli (por ejemplo, familias de genes bkd, ilv, icm y fab).
Adicionalmente, puede modificarse por ingenieria genética una célula huésped para expresar o sobreexpresar genes
que codifican para proteinas para la elongacion de brFA (por ejemplo, ACP, FabF, etc.) o derivados, y/o para
delecionar o atenuar los genes correspondientes de la célula huésped que conducen normalmente a acidos grasos
ylo derivados de acidos grasos de cadena lineal.

La primera etapa en la formacion de brFA o derivados de brFA es la produccién de los a-cetoacidos
correspondientes mediante una aminoacido de cadena ramificada aminotransferasa. Las células huésped pueden
incluir de manera enddgena genes que codifican para tales enzimas o tales genes pueden introducirse de manera
recombinante o heterodloga. E. coli, por ejemplo, expresa de manera endégena una enzima de este tipo, IIVE (EC
2.6.1.42; numero de registro de GenBank YP_026247). En algunas células huésped, puede no expresarse una
aminoacido de cadena ramificada aminotransferasa heteréloga. Sin embargo, IIVE de E. coli o cualquier otra
aminoé&cido de cadena ramificada aminotransferasa (por ejemplo, IIVE de Lactococcus lactis (registro de GenBank
AAF34406), IIvE de Pseudomonas putida (nimero de registro de GenBank NP_745648) o IlVE de Streptomyces
coelicolor (nimero de registro de GenBank NP_629657)), si no es enddgena, puede introducirse.

La produccion de a-cetoacidos puede lograrse usando los métodos descritos en Atsumi et al., Nature 451:86-89
(2008). Por ejemplo, puede producirse 2-cetoisovalerato sobreexpresando los genes que codifican para livl, IIvH,
IlvC o IlvD. En otro ejemplo, puede producirse 2-ceto-3-metil-valerato sobreexpresando los genes que codifican para
IlvA y livl, llvH (o AlsS de Bacillus subtilis), lIvC, llvD o sus homdlogos correspondientes. Puede producirse 2-ceto-4-
metil-pentanoato sobreexpresando los genes que codifican para Ilvl, llvH, IlvC, IlvD y LeuA, LeuB, LeuC, LeuD, o
sus homologos correspondientes.

La segunda etapa es la descarboxilacion oxidativa de los a-cetoacidos para dar la correspondiente acil-CoA de
cadena ramificada. Esta reaccion puede catalizarse por un complejo de o-cetoacido de cadena ramificada
deshidrogenasa (bkd; EC 1.2.4.4.) (Denoya et al., J. Bacteriol. 177:3504, (1995), que consiste en las subunidades
Ela/B (descarboxilasa), E2 (dihidrolipoil transacilasa) y E3 (dihidrolipoil deshidrogenasa). Estos complejos de a-
cetoacido de cadena ramificada deshidrogenasa son similares a complejos de piruvato y a-cetoglutarato
deshidrogenasa. Puede usarse cualquier microorganismo que comprenda brFA y/o componentes celulares de brFA
y/o pueda crecer sobre aminoacidos de cadena ramificada como fuente para aislar genes bkd para su expresion en
células huésped, por ejemplo, E. coli. Ademas, E. coli tiene el componente E3 como parte de su complejo de
piruvato deshidrogenasa (Ipd, EC 1.8.1.4, niumero de registro de GenBank NP_414658). Por tanto, puede ser
suficiente expresar solo los genes E1 o/f y E2 bkd. La tabla 2 enumera ejemplos no limitativos de genes bkd de
varios microorganismos que pueden introducirse y expresarse de manera heteréloga o recombinante en una célula
huésped para proporcionar precursores de acil-CoA de cadena ramificada.

Tabla 2: Genes Bkd de microorganismos seleccionados

Organismo Gen N.° de registro de GenBank
Streptomyces coelicolor bkdAl (Ela) NP_628006
bkdB1 (E1B) NP_628005
bkdC1 (E2) NP_638004
Streptomyces coelicolor bkdA2 (Ela) NP_733618
bkdB2 (E1B) NP_628019
bkdC2 (E2) NP_628018
Streptomyces avermitilis bkdA (Ela) BAC72074
bkdB (E1b) BAC72075
bkdC (E2) BAC72076
Streptomyces avermitilis bkdF (Ela) BAC72088
bkdG (E1p) BAC72089
bkdH (E2) BAC72090
Bacillus subtilis bkdAA (Ela) NP_390288
bkdAB (E1p) NP_390288
bkdB (E2) NP_390288
Pseudomonas putida bkdAl (Ela) AAAG5614
bkdA2 (E1p) AAAB5615
bkdC (E2) AAAG5617

En otro ejemplo, puede prepararse isobutiril-CoA en una célula huésped, por ejemplo en E. coli, a través de la
coexpresion de una crotonil-CoA reductasa (Ccr, EC 1.6.5.5, 1.1.1.1) e isobutiril-CoA mutasa (subunidad grande
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IcmA, EC 5.4.99.2; subunidad pequefia IcmB, EC 5.4.99.2) (Han y Reynolds, J. Bacteriol. 179:5157 (1997)). Crotonil-
CoA es un producto intermedio en la biosintesis de acidos grasos en E. coli y otros microorganismos. En la tabla 3
se enumeran ejemplos no limitativos de genes ccr e icm de microorganismos seleccionados.

Tabla 3: Genes ccr e icm de microorganismos seleccionados

Organismo Gen N.° de reqgistro de GenBank
Streptomyces coelicolor ccr NP_630556

icmA NP_629554

icmB NP_630904
Streptomyces cinnamonensis ccr AAD53915

icmA AAC08713

icmB AJ246005

Ademas de la expresion de los genes bkd, el inicio de la biosintesis de brFA usa proteina portadora de B-cetoacil-
acilo sintasa lll (FabH, EC 2.3.1.41) con especificidad por acil-CoA de cadena ramificada (Li et al., J. Bacteriol.
187:3795-3799, 2005). En la tabla 4 se enumeran ejemplos no limitativos de enzimas FabH. Pueden expresarse en
una célula huésped genes fabH que estdn implicados en la biosintesis de acidos grasos de cualquier
microorganismo u organismo que contiene brFA. Las enzimas Bkd y FabH de células huésped que no preparan de
manera natural brFA no pueden respaldar la produccién de brFA. Por tanto, bkd y fabH pueden expresarse de
manera recombinante o heter6loga. Pueden insertarse vectores que contienen los genes bkd y/o fabH en una célula
huésped de este tipo. De manera similar, el nivel endégeno de la produccién de Bkd y FabH puede no ser suficiente
para producir brFA. En este caso, pueden sobreexpresarse el bkd y/o fabH enddgenos. O el bkd y/o fabH
enddgenos pueden delecionarse funcionalmente y reemplazarse por un bkd y/o fabH heter6logos. Preferiblemente,
el bkd y/o fabH heterdlogos que se introducen en una célula huésped codifican para enzimas BKD y/o FabH més
eficaces que las codificadas por el bkd y/o fabH endégenos. Adicionalmente, pueden expresarse o sobreexpresarse
otros componentes de la ruta de biosintesis de &cidos grasos, tales como proteinas portadoras de acilo (ACP) y
proteina portadora de B-cetoacil-acilo sintasa Il (fabF, EC 2.3.1.41) (en la tabla 4 se enumeran ejemplos no
limitativos). Ademas de expresar estos genes, algunos genes en la ruta de biosintesis de acidos grasos enddgena
pueden atenuarse en la célula huésped (por ejemplo, los genes de E. coli fabH (n.° de registro de GenBank
NP_415609) y/o fabF (n.° de registro de GenBank NP_415613)).

Tabla 4: Genes fabH, ACP y fabF de microorganismos seleccionados con brFA

Organismo Gen N.° de registro de GenBank
Streptomyces coelicolor fabH1 NP_626634
acp NP_626635
fabF NP 626636
Streptomyces avermitilis fabH3 NP_823466
fabC3 (acp) NP_823467
fabF NP 823468
Bacillus subtilis fabH_A NP_389015
fabH_B NP_388898
acp NP_389474
fabF NP 389016
Stenotrophomonas maltophilia SmalDRAFT 0818 (fabH) ZP 01643059
SmalDRAFT 0821 (acp) ZP 01643063
SmalDRAFT 0822 (fabF) ZP 01643064
Legionella pneumophila fabH YP_123672
acp YP_123675
fabF YP 123676

Formacién de acidos grasos ciclicos y/o derivados de acidos grasos

Pueden producirse acidos grasos ciclicos y/o derivados de los mismos tales como, por ejemplo, ésteres grasos
ciclicos, usando sustratos ciclicos adecuados. Para producir sustratos ciclicos, pueden introducirse genes que
proporcionan precursores ciclicos (por ejemplo, las familias de genes ans, chc y plm) en la célula huésped y
expresarse para permitir el inicio de la biosintesis de acidos grasos a partir de precursores ciclicos. Por ejemplo,
para convertir una célula huésped, tal como E. coli, en una que puede sintetizar derivados de &cidos grasos -
ciclicos (cyFA), puede introducirse un gen que proporciona el precursor ciclico ciclohexilcarbonil-CoA (CHC-CoA)
(Cropp et al., Nature Biotech. 18:980-983, (2000)) y expresarse en la célula huésped. Los ejemplos no limitativos de
genes que proporcionan CHC-CoA en E. coli incluyen: ansJ, anskK, ansL, chcA y ansM de la agrupacién de genes de
ansatrienina de Streptomyces collinus (Chen et al., Eur. J. Biochem. 261: 98-107, (1999)) o plmJ, plmK, pImL, chcA 'y
plmM de la agrupacion de genes de foslactomicina B de Streptomyces sp. HK803 (Palaniappan et al., J. Biol. Chem.
278:35552-35557, (2003)) junto con el gen chcB (Patton et al., Biochem. 39:7595-7604, (2000)) de S. collinus, S.
avermitilis 0 S. coelicolor (véase la tabla 5). Los genes enumerados en la tabla 4 pueden expresarse entonces para
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permitir el inicio y la elongacién de &cidos grasos w-ciclicos. Alternativamente, pueden aislarse los genes homélogos
de microorganismos que fabrican cyFA y expresarse en una célula huésped (por ejemplo, E. coli).

Tabla 5: Genes para la sintesis de CHC-CoA

Organismo Gen N.° de reqgistro de GenBank
Streptomyces collinus ansJK U72144*
ansL
chcA
ansM
chcB AF268489
Streptomyces sp. HK803 pmlJK AAQ84158
pmiL AAQ84159
chcA AAQ84160
miM AAQ84161
Streptomyces coelicolor chcB/caiD NP 629292
Streptomyces avermitilis chcB/caiD NP 629292

*S0lo se indica chcA como entrada en GenBank U72144, ansJKLM son segun Chen et al. (Eur. J. Biochem. 261:98-
107, 1999).

Los genes enumerados en la tabla 4, anterior (fabH, ACP y fabF) permiten el inicio y la elongacion de &cidos grasos
w-ciclicos porque tienen una amplia especificidad de sustrato. Si la coexpresion de cualquiera de estos genes con
los genes enumerados en la tabla 5 no proporciona cyFA, entonces pueden aislarse homologos de fabH, ACP y/o
fabF de microorganismos que fabrican cyFA (por ejemplo, los enumerados en la tabla 6) (por ejemplo, usando
cebadores de PCR degenerados o sondas de secuencias de ADN heterélogas) y coexpresarse.

Tabla 6: Ejemplos no limitativos de microorganismos que contienen acidos grasos w-ciclicos

Organismo Referencia

Curtobacterium pusillum ATCC19096

Alicyclobacillus acidoterrestris ATCC49025

Alicyclobacillus acidocaldarius ATCC27009

Alicyclobacillus cycloheptanicus * Moore, J. Org. Chem. 62: pags. 2173, 1997.

*Usa cicloheptilcarbonil-CoA y no ciclohexilcarbonil-CoA como precursor para la biosintesis de cyFA.

Niveles de saturacién de acidos grasos y derivados de acidos grasos

El grado de saturacion en &cidos grasos y/o derivados de los mismos puede controlarse regulando el grado de
saturacion de productos intermedios. Por ejemplo, las familias de genes sfa, gns y fab pueden expresarse,
sobreexpresarse 0 expresarse a niveles reducidos para controlar la saturacién de acidos grasos. Los genes a modo
de ejemplo incluyen, sin limitacion, fabB (EC 2.3.1.41), fabK (EC 1.3.1.9), fabL (EC 1.3.1.9), fabM (EC 4.2.1.17), que
pueden usarse en los métodos y las células huésped descritos en el presente documento.

Por ejemplo, pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para producir acidos grasos y/o derivados
de acidos grasos insaturados modificando por ingenieria genética el huésped de produccion para sobreexpresar
fabB o haciendo crecer el huésped de produccién a bajas temperaturas (por ejemplo, menos de 37°C). FabB tiene
preferencia por cis-63decenoil-ACP y da como resultado la produccién de acidos grasos insaturados en E. coli. La
sobreexpresion de fabB da como resultado la produccion de un porcentaje significativo de acidos grasos y/o
derivados de acidos grasos insaturados (de Mendoza et al., J. Biol. Chem. 258:2098-2101 (1983)). El gen fabB
puede insertarse y expresarse en células huésped que no tienen de manera natural el gen. Estos acidos grasos y/o
derivados de acidos grasos insaturados pueden usare entonces como productos intermedios en células huésped.

En otros casos, puede delecionarse un represor de la biosintesis de acidos grasos, por ejemplo, fabR (n.° de registro
de GenBank NP_418398), lo que también dard como resultado un aumento de la produccion de acidos grasos y/o
derivados de &cidos grasos insaturados en E. coli (Zhang et al., J. Biol. Chem. 277:15558 (2002)). Pueden hacerse
deleciones similares en otras células huésped. Puede lograrse un aumento adicional en acidos grasos insaturados,
por ejemplo, mediante la sobreexpresién de fabM (trans-2, cis-3-decenoil-ACP isomerasa, n.° de registro de
GenBank DAA05501) y la expresion controlada de fabK (trans-2-enoil-ACP reductasa Il, n.° de registro de GenBank
NP_357969) a partir de Streptococcus pneumoniae (Marrakchi et al., J. Biol. Chem. 277: 44809 (2002)), al mismo
tiempo que se deleciona fabl de E. coli (trans-2-enoil-ACP reductasa, n.° de registro de GenBank NP_415804). En
algunos ejemplos, el gen fabF enddgeno puede atenuarse, amentando asi el porcentaje de palmitoleato (C16:1)
producido.

Aun en otros ejemplos, pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para producir acidos grasos
saturados reduciendo la expresién de un gen sfa, gns o fab.
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Por ejemplo, puede modificarse por ingenieria genética una célula huésped para expresar un nivel disminuido de
fabA y/o fabB. En algunos casos, la célula huésped puede hacerse crecer en presencia de &cidos grasos
insaturados. En otros casos, la célula huésped puede modificarse por ingenieria genética adicionalmente para
expresar 0 sobreexpresar un gen que codifica para una enzima desaturasa. Un ejemplo no limitativo de una
desaturasa es DesA de B. subtilis (AF037430). En la técnica se conocen otros genes que codifican para enzimas
desaturasa y pueden usarse en las células huésped y los métodos descritos en el presente documento, tales como
desaturasas que usan acil-ACP, tal como hexadecanoil-ACP u octadecanoil-ACP.

Modificacién por ingenieria genética de células huésped para producir &cidos grasos y/o derivados de acidos grasos

Pueden usarse diversas células huésped para producir acidos grasos y/o derivados de acidos grasos, tal como se
describe en el presente documento. Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por
ejemplo, un polipéptido descrito en el presente documento puede expresarse en células bacterianas (tales como E.
coli), células de insecto, células de levadura o de mamifero (tales como células de ovario de hamster chino (CHO),
células COS, células VERO, células BHK, células Hela, células Cv1l, células MDCK, células 293, células 3T3 o
células PC12). Otras células huésped a modo de ejemplo incluyen células de los miembros del género Escherichia,
Bacillus, Lactobacillus, Rhodococcus, Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium, Humicola,
Rhizomucor, Kluyveromyces, Pichia, Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes,
Chrysosporium, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces. Aln otras células huésped a
modo de ejemplo pueden ser una célula de Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus
licheniformis, Bacillus alkalophilus, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bacillus pumilis, Bacillus thuringiensis,
Bacillus clausii, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Trichoderma koningii, Trichoderma
viride, Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus awamori, Aspergillus fumigates, Aspergillus
foetidus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Humicola insolens, Humicola lanuginose,
Rhizomucor miehei, Mucor michei, Streptomyces lividans, Streptomyces murinus o Actinomycetes. Otras células
huésped son células huésped de cianobacterias.

La célula huésped puede ser una célula de E. coli célula, una célula de Saccharomyces cerevisiae o una célula de
Bacillus subtilis. La célula huésped puede ser de las cepas de E. coli B, C, K o W. Los expertos en la técnica
conocen otras células huésped adecuadas.

Pueden usarse diversos métodos bien conocidos en la técnica para modificar por ingenieria genética células
huésped para producir acidos grasos y/o derivados de acidos grasos. Los métodos pueden incluir el uso de
vectores, preferiblemente vectores de expresion, que contienen un acido nucleico que codifica para un polipéptido
de éster sintasa descrito en el presente documento, variante de polipéptido, o un fragmento del mismo. Los expertos
en la técnica apreciaran que pueden usarse una variedad de vectores virales (por ejemplo, vectores retrovirales,
vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores virales adenoasociados) y vectores no virales en los métodos
descritos en el presente documento.

Los vectores de expresion recombinante descritos en el presente documento incluyen un &cido nucleico descrito en
el presente documento en una forma adecuada para la expresion del acido nucleico en una célula huésped. Los
vectores de expresion recombinantes pueden incluir una 0 mas secuencias de control, seleccionadas basandose en
la célula huésped que va a usarse para la expresion. La secuencia de control esta operativamente unida a la
secuencia de acido nucleico que va a expresarse. Tales secuencias de control se describen, por ejemplo, en
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las
secuencias de control incluyen aquéllas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucledtidos en
muchos tipos de células huésped y aquéllas que dirigen la expresién de la secuencia de nucleétidos solo en
determinadas células huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido). Los expertos en la
técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccién de la
célula huésped que va a transformarse, el nivel de expresién de proteina deseado, etc. Los vectores de expresion
descritos en el presente documento pueden introducirse en células huésped para producir polipéptidos, incluyendo
polipéptidos de fusién, codificados por los acidos nucleicos tal como se describe en el presente documento.

Pueden disefiarse vectores de expresién recombinante para la expresion de un polipéptido de biosintesis de acidos
grasos o variante en células procariotas o eucariotas (por ejemplo, células bacterianas, tales como E. coli, células de
insecto (por ejemplo, usando vectores de expresion de baculovirus), células de levadura o células de mamifero). Se
comentan adicionalmente células huésped adecuadas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Alternativamente, el vector de expresion recombinante
puede transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo, usando secuencias reguladoras de promotor de T7 y
polimerasa de T7.

La expresion de polipéptidos en procariotas, por ejemplo, E. coli, se lleva a cabo con la mayor frecuencia con
vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de polipéptidos o bien de
fusién o bien no de fusion. Los vectores de fusiéon afiaden varios aminoacidos a un polipéptido codificado en los
mismos, habitualmente en el extremo amino-terminal del polipéptido recombinante. Tales vectores de fusion sirven
normalmente para tres fines: (1) aumentar la expresion del polipéptido recombinante; (2) aumentar la solubilidad del
polipéptido recombinante; y (3) ayudar en la purificacion del polipéptido recombinante actuando como ligando en la
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purificacién por afinidad. Con frecuencia, en vectores de expresion de fusion, se introduce un sitio de escision
proteolitica en la unién del resto de fusién y el polipéptido recombinante. Esto permite la separacion del polipéptido
recombinante del resto de fusion tras la purificacion del polipéptido de fusion. Los ejemplos de tales enzimas, y sus
secuencias de reconocimiento relacionadas, incluyen factor Xa, trombina y enterocinasa. Los vectores de expresion
de fusién a modo de ejemplo incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith et al., Gene 67:31-40 (1988)), pMAL
(New England Biolabs, Ipswich, M.A.) y pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ), que fusionan glutation S-transferasa
(GST), proteina de unién a maltosa E o proteina A, respectivamente, al polipéptido recombinante diana.

Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli inducibles, no de fusién, incluyen pTrc (Amann et al., Gene 69:301-
315 (1988)) y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press,
San Diego, CA 60-89 (1990)). La expresion génica diana a partir del vector pTrc se basa en la transcripcion de ARN
polimerasa del huésped a partir de un promotor de fusion de trp-lac hibrido. La expresion génica diana a partir del
vector pET 11d se basa en la transcripcion de un promotor de fusién de gnl0-lac de T7 mediada por una ARN
polimerasa viral coexpresada (gnl de T7). Esta polimerasa viral se suministra por cepas huésped BL21(DE3) o
HMS174(DE3) a partir de un profago A residente que aloja un gen gnl de T7 bajo el control transcripcional del
promotor lacUV 5.

Una estrategia para maximizar la expresion de polipéptido recombinante es expresar el polipéptido en una célula
huésped con una capacidad alterada para escindir proteoliticamente el polipéptido recombinante (véase Gottesman,
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 119-128 (1990)). Otra
estrategia es alterar la secuencia de acido nucleico que va a insertarse en un vector de expresion de modo que los
codones individuales para cada aminoacido son los usados preferiblemente en la célula huésped (Wada et al.,
Nucleic Acids Res. 20:2111-2118 (1992)). Tal alteracion de secuencias de &cido nucleico puede llevarse a cabo
mediante técnicas de sintesis de ADN convencionales.

La célula huésped puede ser una célula de levadura. El vector de expresion puede ser un vector de expresion de
levadura. Los ejemplos de vectores para la expresion en levadura S. cerevisiae incluyen pYepSecl (Baldari et al.,
EMBO J. 6:229-234 (1987)), pMFa (Kurjan et al., Cell 30:933-943 (1982)), pJRY88 (Schultz et al., Gene 54:113-123
(1987)), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA) picZ (Invitrogen Corp, San Diego, CA) y pRS425
(Christianson et al., Gene 110:119-122 (1992)).

Alternativamente, puede expresarse un polipéptido descrito en el presente documento en células de insecto usando
vectores de expresion de baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en
células de insecto en cultivo (por ejemplo, células Sf9) incluyen, por ejemplo, la serie pAc (Smith et al., Mol. Cell Biol.
3:2156-2165 (1983)) y la serie pVL (Lucklow et al., Virology 170:31-39 (1989)).

En aun otra realizacion, los &cidos nucleicos descritos en el presente documento pueden expresarse en células de
mamifero usando un vector de expresion de mamifero. Los ejemplos de vectores de expresion de mamifero incluyen
pCDMS8 (Seed, Nature 329:840 (1987)) y pMT2PC (Kaufman et al., EMBO J. 6:187-195 (1987)). Cuando se usan en
células de mamifero, las funciones de control del vector de expresién pueden proporcionarse por elementos
reguladores virales. Por ejemplo, los promotores habitualmente usados se derivan de polioma, adenovirus 2,
citomegalovirus y virus del simio 40. Otros sistemas de expresion adecuados para células tanto procariotas como
eucariotas se describen en los capitulos 16 y 17 de Sambrook et al., eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
223 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

Pueden introducirse vectores en células procariotas o eucariotas mediante técnicas de transformacién o transfeccién
convencionales. Tal como se usan en el presente documento, los términos “transformacion” y “transfeccion” se
refieren a una variedad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir acido nucleico foraneo (por ejemplo,
ADN) en una célula huésped, incluyendo coprecipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfeccion
mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion o electroporacion. Pueden encontrarse métodos adecuados para
transformar o transfectar células huésped, por ejemplo, en Sambrook et al. (citado anteriormente).

Para la transformacién estable de células bacterianas, se sabe que, dependiendo del vector de expresion y la
técnica de transformacién usados, sélo una pequefia fraccion de células captaran y replicaran el vector de
expresion. Con el fin de identificar y seleccionar estos transformantes, puede introducirse un gen que codifica para
un marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibidticos) en las células huésped junto con el gen de
interés. Los marcadores seleccionables incluyen los que confieren resistencia a farmacos, tales como ampicilina,
canamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Pueden introducirse acidos nucleicos que codifican para un marcador
seleccionable en una célula huésped en el mismo vector que el que codifica para un polipéptido descrito en el
presente documento o pueden introducirse en un vector separado. Pueden identificarse células transfectadas de
manera estable con el acido nucleico introducido mediante seleccion con farmaco (por ejemplo, las células que han
incorporado el gen de marcador seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células moriran).

Para una transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del vector de expresiéon y la
técnica de transfeccién usados, s6lo una pequefia fraccion de células puede integrar el ADN foraneo en su genoma.
Con el fin de identificar y seleccionar estos integrantes, puede introducirse un gen que codifica para un marcador
seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibiéticos) en las células huésped junto con el gen de interés. Los
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marcadores seleccionables preferidos incluyen aquéllos que confieren resistencia a farmacos, tales como G418,
higromicina y metotrexato. Pueden introducirse acidos nucleicos que codifican para un marcador seleccionable en
una célula huésped en el mismo vector que el que codifica para un polipéptido descrito en el presente documento o
pueden introducirse en un vector separado. Pueden identificarse las células transfectadas de manera estable con el
acido nucleico introducido mediante seleccién con farmaco (por ejemplo, las células que han incorporado el gen de
marcador seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células moriran).

Proteinas de transporte

Las proteinas de transporte pueden exportar polipéptidos (por ejemplo, éster sintasa) y compuestos organicos (por
ejemplo, acidos grasos, derivados de acidos grasos) fuera de una célula huésped. Muchas proteinas de transporte y
eflujo sirven para excretar una amplia variedad de compuestos y pueden modificarse de manera natural para ser
selectivas para tipos particulares de hidrocarburos.

Ejemplos no limitativos de proteinas de transporte adecuadas son proteinas de transporte de casete de unién a ATP
(ABC), proteinas de eflujo y proteinas transportadoras de acidos grasos (FATP). Los ejemplos no limitativos
adicionales de proteinas de transporte adecuadas incluyen las proteinas de transporte de ABC de organismos tales
como Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thalania, Alkaligenes eutrophus y Rhodococcus erythropolis. Las
proteinas de transporte de ABC a modo de ejemplo que pueden usarse incluyen sin limitacion CER5, AtMRP5,
AmiS2, AtPGP1, AcrA, AcrB, TolC, AcrE, AcrF, tli1618, tell1619 y tll0139. También pueden elegirse células huésped
por su capacidad enddgena para secretar compuestos organicos. La eficacia de la produccion de compuestos
organicos y secrecion en el entorno de la célula huésped (por ejemplo, medio de cultivo, caldo de fermentacion)
puede expresarse como una razon de producto intracelular con respecto a producto extracelular. En algunos
ejemplos, la razén puede ser de aproximadamente 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1.4 6 1:5.

Fermentacion

La produccion y el aislamiento de acidos grasos y/o derivados de los mismos producidos segun la presente
divulgacion pueden potenciarse empleando técnicas de fermentacion beneficiosas. Un método para maximizar la
produccion al tiempo que se reducen los costes es aumentar el porcentaje de la fuente de carbono que se convierte
en productos hidrocarbonados.

Durante ciclos de vida celulares normales, se usa carbono en funciones celulares, tales como produccion de lipidos,
sacéridos, proteinas, acidos organicos y &acidos nucleicos. Reducir la cantidad de carbono necesaria para
actividades relacionadas con el crecimiento puede aumentar la eficacia de conversion de la fuente de carbono en
producto. Esto puede lograrse, por ejemplo, haciendo crecer en primer lugar células huésped hasta una densidad
deseada (por ejemplo, una densidad que se alcanza al maximo de la fase de crecimiento logaritmica). En tal punto,
pueden emplearse genes de punto de control de la replicacion para detener el crecimiento de células.
Especificamente, pueden usarse mecanismos de percepcion de quérum (revisado en Camilli et al., Science
311:1113, (2006); Venturi FEMS Microbio. Rev. 30:274-291, (2006); y Reading et al., FEMS Microbiol. Lett. 254:1-
11, (2006)) para activar genes de punto de control, tales como p53, p21 u otros genes de punto de control.

Los genes que pueden activarse para detener la replicacion y el crecimiento celular en E. coli incluyen genes
umuDC. La sobreexpresion de genes umuDC detiene la progresion desde la fase estacionaria hasta el crecimiento
exponencial (Murli et al., J. of Bact. 182: 1127, (2000)). UmuC es una ADN polimerasa que puede llevar a cabo la
sintesis translesion sobre lesiones no codificantes (la base mecanistica de la mayoria de las mutagénesis por UV y
quimicas). Los productos del gen umuDC estan implicados en el proceso de sintesis translesiéon y también sirven
como un punto de control de dafio de la secuencia de ADN. Los productos del gen umuDC incluyen UmuC, UmuD,
umuD’, UmuD’,C, UmuD’; y UmuD,. Simultineamente, pueden activarse genes que producen productos,
minimizando asi la necesidad de usar rutas de replicaciéon y mantenimiento mientras se prepara un aldehido graso.
También pueden modificarse por ingenieria células huésped para expresar umuC y umuD de E. coli en pBAD24 bajo
el sistema del promotor prpBCDE mediante sintesis de novo de este gen con los genes de produccién de producto
final apropiados.

El porcentaje de carbonos introducidos convertidos en acidos grasos y/o derivados de acidos grasos puede ser un
impulsor de coste. Cuanto mas eficaz es el proceso (es decir, mayor es el porcentaje de carbonos introducidos
convertidos en &cidos grasos y/o derivados de acidos grasos), menos caro sera el proceso. Para fuentes de carbono
gue contienen oxigeno (por ejemplo, fuentes a base de glucosa y otros hidratos de carbono), el oxigeno debe
liberarse en forma de dioxido de carbono. Por cada 2 atomos de oxigeno liberados, también se libera un atomo de
carbono conduciendo a una eficacia metabdlica tedrica maxima de aproximadamente el 34% (p/p) (para productos
derivados de acidos grasos). Sin embargo, esta cifra cambia para otros compuestos organicos y fuentes de carbono.
Las eficacias tipicas en la bibliografia son aproximadamente inferiores al 5%. Las células huésped modificadas por
ingenieria genética para producir acidos grasos y/o derivados de acidos grasos pueden tener una eficacia superior a
aproximadamente el 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 y 30%. En un ejemplo, las células huésped pueden mostrar una eficacia
de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25%. En otros ejemplos, tales células huésped pueden mostrar
una eficacia de aproximadamente el 25% a aproximadamente el 30%. En otros ejemplos, las células huésped
pueden mostrar una eficacia superior al 30%.
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La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética adicionalmente para expresar celulosomas
recombinantes, tales como los descritos en la solicitud de PCT ndimero PCT/US2007/003736. Estos celulosomas
pueden permitir que la célula huésped use material celulésico como fuente de carbono. Por ejemplo, la célula
huésped puede modificarse por ingenieria genética adicionalmente para expresar invertasas (EC 3.2.1.26) de modo
gue puede usarse sacarosa como fuente de carbono. De manera similar, la célula huésped puede modificarse por
ingenieria genética usando las ensefianzas descritas en las patentes estadounidenses n.°® 5.000.000; 5.028.539;
5.424.202; 5.482.846 y 5.602.030; de modo que la célula huésped puede asimilar carbono eficazmente y usar
materiales celuldsicos como fuentes de carbono.

En un ejemplo, la camara de fermentacion puede encerrar una fermentacién que esta experimentando una
reduccion continua. En este caso, puede crearse un entorno reductor estable. El equilibrio electrénico puede
mantenerse mediante la liberacion de diéxido de carbono (en forma gaseosa). Esfuerzos para aumentar el equilibrio
de NAD/H y NADP/H también pueden facilitar la estabilizacion del equilibrio electronico. También puede potenciarse
la disponibilidad de NADPH intracelular modificando por ingenieria genética la célula huésped para expresar una
NADH:NADPH transhidrogenasa. La expresion de una o mas NADH:NADPH transhidrogenasas convierte la NADH
producida en la glicélisis en NADPH, lo que puede potenciar la produccion de acidos grasos y/o derivados de &cidos
grasos.

Para la producciéon a pequefia escala, las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden hacerse
crecer en lotes de, por ejemplo, aproximadamente 100 ml, 500 ml, 1 1, 21, 51 0 10 I; fermentarse; e inducirse para
expresar los genes biosintéticos deseados basandose en los genes especificos codificados en los plasmidos
apropiados. Para la produccién a gran escala, las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden
hacerse crecer en lotes de aproximadamente 10 |, 100 |, 1000 |, 10.000 I, 100.000 I, 1.000.000 | 0 més; fermentarse;
e inducirse para expresar los genes biosintéticos deseados basandose en los genes especificos codificados en los
plasmidos apropiados o incorporados en el genoma de la célula huésped.

Por ejemplo, un huésped de produccién adecuado, tal como células de E. coli, que aloja plasmidos que contienen
los genes biosintéticos deseados o que tiene los genes biosintéticos integrados en su cromosoma, puede incubarse
en un reactor adecuado, por ejemplo un reactor de 1 |, durante 20 horas a 37°C en medio M9 complementado con el
2% de glucosa, carbenicilina y cloranfenicol. Cuando la DOsgo del cultivo alcanza 0,9, el huésped de produccion
puede inducirse con IPTG para activar los sistemas génicos disefiados por ingenieria genética para la produccion de
acidos grasos y/o derivados de &cidos grasos. Tras la incubacién, puede extraerse el medio gastado y puede
examinarse la fase organica para determinar la presencia de acidos grasos y/o derivados de acidos grasos usando
métodos de deteccidn conocidos tales como, por ejemplo, CG-EM.

En algunos casos, tras la primera hora de induccién, pueden extraerse alicuotas de no mas de aproximadamente el
10% del volumen celular total cada hora y dejarlas reposar sin agitacion para permitir que los ésteres de acidos
grasos suban hasta la superficie y experimenten una precipitacion o separacion de fases espontanea. Entonces
puede recogerse el componente de acido graso / derivado de acido graso y devolverse la fase acuosa a la camara
de reaccién. La camara de reaccion puede hacerse funcionar de manera continua. Cuando la DOgoo disminuye por
debajo de aproximadamente 0,6, pueden sustituirse las células por un nuevo lote que se hizo crecer a partir de un
cultivo de siembra.

Glucosa

En algunos casos, los métodos dados a conocer en el presente documento se realizan usando glucosa como fuente
de carbono. En determinados casos, se hacen crecer microorganismos en un medio de cultivo que contiene una
concentracion de glucosa inicial de aproximadamente 2 g/l a aproximadamente 50 g/l, tal como de aproximadamente
5 g/l a aproximadamente 20 g/l. En algunos casos, la concentracion de glucosa del medio de cultivo disminuye
desde la concentracion de glucosa inicial a medida que los microorganismos consumen la glucosa, y se mantiene
una concentracién de glucosa de aproximadamente 0 g/l a aproximadamente 5 g/l en el medio de cultivo durante el
procedimiento de produccion de acidos grasos / derivados de acidos grasos. En determinados casos, la glucosa se
alimenta a los microorganismos en una disolucion de glucosa a de aproximadamente el 50% a aproximadamente el
65%.

En algunos casos, la tasa de alimentacion de glucosa se fija para coincidir con la tasa de crecimiento de las células
para evitar la acumulacién en exceso de glucosa (es decir, >0% de glucosa) en el fermentador. En otros casos, se
mantiene una baja concentracién de glucosa en exceso (por ejemplo, de aproximadamente 2 g/l a aproximadamente
5 g/l).

En determinados casos, pueden producirse acidos grasos y/o derivados de acidos grasos a partir de hidratos de
carbono distintos de glucosa, incluyendo pero sin limitarse a, fructosa, sacarosa hidrolizada, molasas hidrolizadas y
glicerol.

Procesamiento tras la produccién

Los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos producidos durante la fermentacion pueden separarse de los
medios de fermentacion. Puede usarse cualquier técnica conocida para separar acidos grasos y/o derivados de
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acidos grasos de medios acuosos. Un procedimiento de separacion a modo de ejemplo es un procedimiento de
separacion de dos fases (bifasico). Este procedimiento implica fermentar las células huésped modificadas por
ingenieria genética en condiciones suficientes para producir un &cido graso y/o derivado de &cido graso, permitir que
el &cido graso y/o derivado de acido graso se recoja en una fase organica y separar la fase organica del caldo de
fermentacion acuoso. Este método puede ponerse en practica en procedimientos de fermentacion tanto continuos
como discontinuos.

La separacion bifasica usa la relativa inmiscibilidad de los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos para facilitar
la separacion. Inmiscible se refiere a la relativa incapacidad de un compuesto de disolverse en agua y se define por
el coeficiente de reparto del compuesto. Un experto habitual en la técnica apreciard que eligiendo un caldo de
fermentacién y una fase organica, de tal manera que el acido graso y/o derivado de acido graso que esta
produciéndose tiene un valor de logP alto, el acido graso y/o derivado de acido graso puede separarse en la fase
organica, incluso a concentraciones muy bajas, en el recipiente de fermentacion.

Los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos producidos mediante los métodos descritos en el presente
documento pueden ser relativamente inmiscibles en el caldo de fermentacion, asi como en el citoplasma. Por tanto,
los &cidos grasos y/o derivados de &cidos grasos pueden recogerse en una fase organica o bien de manera
intracelular o bien extracelular. La recogida de los productos en la fase organica puede reducir el impacto del &cido
graso y/o derivado de &cido graso sobre la funcién celular y puede permitir que la célula huésped produzca mas
producto.

Los métodos descritos en el presente documento pueden dar como resultado la produccion de compuestos
homogéneos en los que al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 95% de los acidos grasos
ylo derivados de é&cidos grasos producidos tendran longitudes de cadena de carbono que varian en menos de
aproximadamente 8 carbonos, menos de aproximadamente 6 carbonos, menos de aproximadamente 4 carbonos o
menos de aproximadamente 2 carbonos. Estos compuestos también pueden producirse con un grado de saturacion
relativamente uniforme. Estos compuestos pueden usarse directamente como combustibles, aditivos para
combustibles, materiales de partida para la produccion de otros compuestos quimicos (por ejemplo, polimeros,
tensioactivos, plasticos, materiales textiles, disolventes, adhesivos, etc.), o aditivos para el cuidado personal. Estos
compuestos también pueden usarse como materia prima para reacciones posteriores, por ejemplo, hidrogenacion,
craqueo catalitico (por ejemplo, mediante hidrogenacion, pirélisis 0 ambas), para preparar otros productos.

Los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos producidos usando métodos descritos en el presente documento
pueden contener entre aproximadamente el 50% y aproximadamente el 90% de carbono; o entre aproximadamente
el 5% y aproximadamente el 25% de hidrogeno. Los &cidos grasos y/o derivados de acidos grasos producidos
usando métodos descritos en el presente documento pueden contener entre aproximadamente el 65% vy
aproximadamente el 85% de carbono; o entre aproximadamente el 10% y aproximadamente el 15% de hidrogeno.

Produccién de acidos grasos y/o derivados de acidos grasos usando métodos libres de células

Determinados métodos descritos en el presente documento también engloban un acido graso o un derivado del
mismo producido usando un polipéptido de éster sintasa purificado, una variante o un fragmento del mismo descritos
en el presente documento y un sustrato, proporcionado o producido mediante, por ejemplo, un método descrito en el
presente documento. Por ejemplo, puede modificarse por ingenieria genética una célula huésped para expresar una
éster sintasa adecuada, una variante o un fragmento de la misma, tal como se describe en el presente documento.
La célula huésped puede cultivarse en condiciones que permiten la expresion del polipéptido de éster sintasa.
Entonces pueden generarse extractos libres de células usando métodos conocidos. Por ejemplo, pueden lisarse las
células huésped usando detergentes o mediante sonicacion. Entonces pueden purificarse o purificarse
sustancialmente los polipéptidos expresados usando métodos conocidos. Tras obtener los extractos libres de
células, pueden proporcionarse sustratos descritos en el presente documento a los extractos libres de células e
incubarse en condiciones que permiten la conversidn de los sustratos en los acidos grasos y/o derivados de acidos
grasos deseados. Entonces pueden separarse y purificarse los acidos grasos y/o derivados de éacidos grasos
usando técnicas conocidas. Por consiguiente, pueden producirse acidos grasos y/o derivados de acidos grasos de la
presente invencién extracelularmente y aislarse in vitro.

Bioproductos

No se han producido bioproductos que comprenden compuestos organicos producidos biolégicamente,
particularmente acidos grasos y derivados de acidos grasos producidos biolégicamente usando la ruta de biosintesis
de &cidos grasos, a partir de fuentes renovables y, como tales, son composiciones de materia nuevas. Estos nuevos
bioproductos pueden distinguirse de los compuestos organicos derivados del carbono petroquimico basandose en la
huella de carbono isotépico doble o la datacién de '*C. Adicionalmente, la fuente especifica de carbono de
biofuentes (por ejemplo, glucosa frente a glicerol) puede determinarse mediante la huella de carbono isotdpico doble
(véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 7.169.588).

La capacidad de distinguir bioproductos de compuestos organicos a base de petréleo es beneficiosa en el
seguimiento de estos materiales en el comercio. Por ejemplo, pueden distinguirse productos quimicos o compuestos
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organicos que comprenden perfiles de isétopos de carbono tanto de base biolégica como a base de petréleo de
productos quimicos y compuestos organicos preparados Unicamente a partir de materiales a base de petréleo. Por
tanto, puede realizarse un seguimiento de los presentes materiales en el comercio basandose en su perfil de
isétopos de carbono Unico.

Los bioproductos pueden distinguirse de los compuestos organicos a base de petréleo comparando la razén de
isotopos de carbono estables (**C/*°C) en cada combustible. La razén *C/*°C en un bioproducto dado es una
consecuencia de la razén *C/*2C en el diéxido de carbono atmosférico en el momento de fijar el di6xido de carbono.
También refleja la ruta metabolica precisa. También se producen variaciones regionales. El petréleo, las plantas de
Cs3 (de hoja ancha), las plantas de C4 (las hierbas) y los carbonatos marinos muestran diferencias significativas en
B¢/*?C y los valores de 8"°C correspondientes. Ademas, los andlisis de materia lipidica de plantas Cz y Cs son
diferentes de los materiales derivados de componentes de hidratos de carbono de las mismas plantas como
consecuencia de la ruta metabdlica.

Dentro de la precision de la medicion, *C muestra grandes variaciones debido a efectos de fraccionamiento
isotépico, el més significativo de los cuales para bioproductos es el mecanismo fotosintético. La principal causa de
diferencias en la razén de is6topos de carbono en plantas est4 estrechamente asociada con diferencias en la ruta
del metabolismo de carbono fotosintético en las plantas, particularmente la reaccion que se produce durante la
carboxilacion primaria (es decir, la fijacion inicial de CO; atmosférico). Dos grandes clases de vegetacion son las que
incorporan el ciclo fotosintético “C3”(o de Calvin-Benson) y las que incorporan el ciclo fotosintético “C,4” (o de Hatch-
Slack).

En las plantas Cs, la reaccion de carboxilacion o fijacion de CO; principal implica la enzima ribulosa-1,5-difosfato
carboxilasa, y el primer producto estable es un compuesto de 3 carbonos. Las plantas Cs, tales como de madera
dura y coniferas, son dominantes en las zonas de clima templado.

En las plantas C4, una reaccion de carboxilaciéon adicional que implica otra enzima, fosfoenol-piruvato carboxilasa, es
la reaccion de carboxilacidon principal. El primer compuesto de carbono estable es un &cido de 4 carbonos que
posteriormente se descarboxila. EI CO; asi liberado vuelve a fijarse en el ciclo Cs. Ejemplos de plantas Cs4 son
hierbas tropicales, maiz y cafia de azlcar.

Tanto las plantas C4 como C3 muestran un intervalo de razones isotopicas Betec, pero los valores normales son de
aproximadamente -7 a aproximadamente -13 por mil para plantas C, y de aproximadamente -19 a aproximadamente
-27 por mil para plantas Cs (véase, por ejemplo, Stuiver et al., Radiocarbon 19:355, 1977). El carbén y el petréleo se
encuentran generalmente en este (ltimo intervalo. La escala de medicién de **C se definié originalmente por un
ajuste a cero por la caliza Pee Dee Belemnite (PDB), en la que los valores se facilitan en partes por mil desviaciones
a partir de este material. Los valores de “513C” se expresan en partes por mil (por mil), abreviado, %.,, y se calculan
de la siguiente manera:

§"°C (%0) = [(*CI*C)muestra - (°CI*C)patren]! (*CI*C)patron X 1000

Dado que el material de referencia (RM) PDB se ha agotado, se ha desarrollado una serie de RM alternativos en
colaboracion con IAEA, USGS, NIST, y otros laboratorios de is6topos internacionales seleccionados. Las
anotaciones para las desviaciones por mil a partir de PDB son de §"3C. Las mediciones se realizan con CO,
mediante espectrometria de masas de razon estable de alta precision (IRMS) con iones moleculares con masas de
44, 45y 46.

Las composiciones descritas en el presente documento incluyen bioproductos producidos mediante cualquiera de
los métodos descritos en el presente documento. Especificamente, el bioproducto puede tener una §C de
aproximadamente -28 o superior, aproximadamente -27 o superior, -20 o superior, -18 o superior, -15 o superior, -13
0 superior, -10 o superior 0 -8 o0 superior. Por ejemplo, el bioproducto puede tener una 5C de aproximadamente -30
a aproximadamente -15, de aproximadamente -27 a aproximadamente -19, de aproximadamente -25 a
aproximadamente -21, de aproximadamente -15 a aproximadamente -5, de aproximadamente -13 a
aproximadamente -7 o de aproximadamente -13 a aproximadamente -10. En otros casos, el bioproducto puede tener
una §*°C de aproximadamente -10, -11, -12 0 -12,3.

Los bioproductos también pueden distinguirse de compuestos organicos a base de petréleo comparando la cantidad
de *C en cada compuesto. Dado que “C tiene una semivida nuclear de 5730 afios, los combustibles a base de
petréleo que contienen carbono “mas antiguo” pueden distinguirse de los bioproductos que contienen carbono “mas
reciente” (véase, por ejemplo, Currie, “Source Apportionment of Atmospheric Particles”, Characterization of
Environmental Particles, J. Buffle y H. P. van Leeuwen, Eds., 1 de vol. | de IUPAC Environmental Analytical
Chemistry Series (Lewis Publishers, Inc) (1992) 3-74).

La suposicion basica en la datacion de radiocarbono es que la constancia de la concentracion de C en la atmésfera
conduce a la constancia de *C en los organismos vivos. Sin embargo, debido a pruebas nucleares atmosféricas
desde 1950 y al quemado de combustible fésil desde 1850, C ha adquirido una segunda caracteristica temporal
geoquimica. Su concentracién en el CO, atmosférico, y por tanto en la biosfera viva, aproximadamente se duplicé en
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el maximo de las pruebas nucleares, a mediados de la década de 1960. Desde entonces ha vuelto gradualmente a
la tasa de is6topos ( ‘et C) inicial cosmogénica (atmosférica) en estado estacionario de aproximadamente 1,2 x
10, con una “semivida” de relajacién aproximada de 7-10 afios. (Esta Ultima semivida no debe interpretarse de
manera literal; en vez de eso, debe usarse la funcion de introduccion/degradacion nuclear atmosférica detallada para
rastrear la variacion de **C atmosférico y biosférico desde el inicio de la era nuclear).

Esta (ltima caracteristica temPoraI de C biosférico es la gue mantiene la promesa de una dataciéon anual de
carbono biosférico reciente. ~“C puede medirse mediante espectrometria de masas con acelerador (AMS), con
resultados facilitados en unidades de “fraccion de carbono moderno” (fu). fu se define por el National Institute of
Standards and Technology (NIST) Standard Reference Materials (SRM) 4990B y 4990C. Tal como se usa en el
presente documento, la “fraccién de carbono moderno” o “fy” tiene el mismo significado que el definido por el
National Institute of Standards and Technology (NIST) Standard Reference Materials (SRM) 4990B y 4990C,
conocidos como patrones de amdos oxallcos HOXxI y HOxII, respectivamente. La definiciéon fundamental se refiere a
0,95 veces la razén de is6topos ¥c/C de HOxI (denominado AD 1950). Esto es aproximadamente equivalente a la
madera previa a la revolucion industrial corregida para la degradacion. Para la biosfera viva actual (material vegetal),
fu es de aproximadamente 1,1.

Se proporciona un bioproducto que comprende un acido graso y/o un derivado de acido graso producido segun los
métodos en el presente documento gue puede tener una fy de *C de al menos aproxmadamente 1. Por ejemplo, el
bioproducto puede tener una fy de * C de al menos aproximadamente 1,01, una fy de **C de aproxmadamente la
aproximadamente 1,5, una fy de **C de aproximadamente 1,04 a aproximadamente 1,18 o una fu de **C de
aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124.

Otra medicion de * C se conoce como el porcentaje de carbono moderno, pMC. Para un arquedlogo o geologo que
usa dataciones de **C, AD 1950 es igual a “cero afios de edad”. Esto también representa 100 pMC. El “carbono
bomba” en la atmdsfera alcanzd casi el doble del nivel normal en 1963 en el méximo de las armas termonucleares.
Su distribucion dentro de la atmésfera se ha aproximado desde su aparicion, mostrando valores que son superiores
a 100 pMC para plantas y animales vivos desde AD 1950. Ha disminuido gradualmente a lo largo del tiempo, siendo
el valor actual préximo a 107,5 pMC. Esto significa que un material de biomasa reciente, tal como maiz, tendra una
firma de *C proxima a 107,5 pMC. Los compuestos a base de petréleo tendran un valor de pMC de cero. Combinar
carbono fésil con carbono actual dara como resultado una dilucién del contenido de pMC actual. Suponiendo que
107 5 pMC representa el contenido de *C de los materiales de biomasa actuales y 0 pMC representa el contenido
de *C de los productos a base de petréleo, el valor de pMC medido para ese material reflejara las proporciones de
los dos tipos de componentes. Por ejemplo, un material derivado al 100% de semillas de soja actuales dard una
firma de radiocarbono préxima a 107,5 pMC. Si ese material se diluyé al 50% con productos a base de petroleo,
dara una firma de radiocarbono de aproximadamente 54 pMC.

Un contenido de carbono de base bioldgica se deriva asignando “el 100%” igual a 107,5 pMC y “el 0%” igual a
0 pMC. Por ejemplo, una muestra que mide 99 pMC dara un contenido de carbono de base bioldgica equivalente del
93%. Este valor se denomina el resultado de carbono de base bioldégica medio y supone que todos los componentes
dentro del material analizado se originaron o bien de material bioldgico actual o bien de material a base de petréleo.

Un bioproducto que comprende un acido graso y/o derivado de acido graso producido segun los métodos descritos
en el presente documento puede tener un pMC de al menos aproximadamente 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97,
98, 99 6 100. En otros casos, un acido graso y/o derivado de acido graso descrito en el presente documento puede
tener un pMC de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100; aproximadamente 60 y aproximadamente 100;
aproximadamente 70 y aproximadamente 100; aproximadamente 80 y aproximadamente 100; aproximadamente 85
y aproximadamente 100; aproximadamente 87 y aproximadamente 98; o aproximadamente 90 y aproximadamente
95. En aln otros casos, un bioproducto que comprende un acido graso y/o derivado de acido graso puede tener un
pMC de aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94 6 94,2.

Por ejemplo, los &cidos grasos y/o derivados de los mismos producidos mediante los métodos descritos en el
presente documento pueden usarse como biocombustibles. Por ejemplo, los acidos grasos y/o derivados de los
mismos tal como se describen en el presente documento pueden usarse por si solos 0 como un componente de
biodiésel. Los acidos grasos y/o derivados de los mismos producidos segun los métodos en el presente documento
también pueden usarse como, 0 como componentes o0 materias primas de, diversos productos quimicos industriales,
incluyendo sin limitacién, aditivos para combustibles. El biocombustible o los productos quimicos industriales
resultantes son bioproductos y por tanto tendran una §C de aproximadamente -28 o superior, aproximadamente
-27 o superior, -20 o superior, -18 o superior, -15 o superior, -13 o superior, -10 o superior, 0 -8 0 superior. Por
ejemplo, el bioproducto puede tener una 8C de aproximadamente -30 a aproximadamente -15, de
aproximadamente -27 a aproximadamente -19, de aproximadamente -25 a aproximadamente -21, de
aproximadamente -15 a aproximadamente -5, de aproximadamente -13 a aproximadamente -7, o de
aproximadamente -13 a aproxmadamente -10. Ademas, el biocombustible o los productos quimicos mdustnales
resultantes tendran una fy **C de al menos aproxmadamente 1. Por ejemplo, el bioproducto puede tener una fM ‘c
de al menos aproximadamente 1,01, una fu “C de aproxmadamente 1 a aproximadamente 1,5, una fu C de
aproximadamente 1,04 a aproximadamente 1,18, o una fu de *C de aproximadamente 1,111 a aproximadamente
1,124.
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Composiciones de combustible

Los acidos grasos y/o derivados de los mismos producidos segun los métodos y las composiciones en el presente
documento presentan diversas caracteristicas ventajosas para su uso como combustible. Un experto habitual en la
técnica apreciara que, dependiendo del propdsito previsto del combustible, diferentes &cidos grasos y/o derivados de
los mismos pueden tener ventajas en comparacion con otros acidos grasos y/o derivados. Por ejemplo, los acidos
grasos ramificados y/o derivados de los mismos pueden ser més deseables como combustibles para automoviles o
componentes de combustibles para automoéviles que estan previstos para usos en climas frios. De manera similar,
para determinadas aplicaciones, puede ser ventajoso producir un combustible que esté o bien mas o menos
oxigenado o bien mas o menos saturado.

Usando los métodos descritos en el presente documento, pueden producirse combustibles que comprenden acidos
grasos relativamente homogéneos y/o derivados de los mismos que, al mismo tiempo, tienen las caracteristicas y
cualidades deseadas. Tales combustibles a base de é&cidos grasos y/o derivados de &cidos grasos pueden
caracterizarse por la huella de carbono, y también es ventajosa su falta de impurezas, cuando se comparan con
combustibles derivados de petréleo o biodiésel derivado de triglicéridos. Los combustibles a base de acidos grasos
ylo derivados de &cidos grasos pueden combinarse con otros combustibles o aditivos para combustibles para
producir composiciones de combustible alternativas que tienen las propiedades deseadas.

Los huéspedes y métodos de produccion dados a conocer en el presente documento pueden usarse para producir
acidos grasos libres y/o diversos derivados de acidos grasos. Los huéspedes y métodos de produccion dados a
conocer en el presente documento pueden usarse para producir un titulo o rendimiento superior y/o mejorado de
acidos grasos libres y/o derivados de acidos grasos, incluyendo, por ejemplo, ésteres grasos. El porcentaje de
acidos grasos libres en el producto producido por el huésped de producciébn puede ser de al menos
aproximadamente el 1%, por ejemplo, al menos aproximadamente el 2%, el 3%, el 4%, el 5%, el 6%, el 7%, el 8%, el
9%, el 10%, el 15%, el 20% o el 25%. El porcentaje de derivados de acidos grasos en el producto producido por el
huésped de produccion puede ser de al menos aproximadamente el 50%, por ejemplo, al menos aproximadamente
el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85% o el 90%. La razén de derivado de acido graso con respecto
a acidos grasos libres en el producto producido por el huésped de produccion puede ser de aproximadamente 10:1,
9:1,8:1,7:1,5:1,2:1 6 1:1.

El derivado de acido graso producido por el huésped de produccién puede ser un derivado de etilo de acido graso.
Un derivado de etilo de acido graso a modo de ejemplo es un éster etilico graso. El éster etilico graso puede ser un
dodecanoato de etilo, tridecanoato de etilo, tetradecanoato de etilo, pentadecanoato de etilo, cis-9-hexadecenoato
de etilo, hexadecanoato de etilo, heptadecanoato de etilo, cis-11-octadecenoato de etilo o éster de octadecanoato de
etilo. El producto de derivado de &cido graso que puede producirse por el huésped de produccion es una
combinacion de una variedad de derivados de &cidos grasos. Por ejemplo, el producto de derivado de acido graso
comprende una mezcla de cualquier combinacion de un dodecanoato de etilo, tridecanoato de etilo, tetradecanoato
de etilo, pentadecanoato de etilo, cis-9-hexadecenoato de etilo, hexadecanoato de etilo, heptadecanoato de etilo,
cis-11-octadecenoato de etilo y éster de octadecanoato de etilo. El derivado de acido graso producido puede ser un
derivado de metilo graso. Un derivado de metilo graso a modo de ejemplo es un éster metilico graso. El éster
metilico graso producido por el huésped de produccién puede ser un dodecanoato de metilo, tridecanoato de metilo,
tetradecanoato de metilo, pentadecanoato de metilo, cis-9-hexadecenoato de metilo, hexadecanoato de metilo,
heptadecanoato de metilo, cis-11-octadecenoato de metilo u octadecanoato de metilo. El producto de derivado de
acido graso producido por el huésped de produccion puede ser una combinacion de una variedad de productos de
derivado de &cido graso. Por ejemplo, el derivado de &cido graso es una mezcla de uno o mas de dodecanoato de
metilo, tridecanoato de metilo, tetradecanoato de metilo, pentadecanoato de metilo, cis-9-hexadecenoato de metilo,
hexadecanoato de metilo, heptadecanoato de metilo, cis-11-octadecenoato de metilo y octadecanoato de metilo. El
derivado de acido graso puede ser una mezcla de uno 0 mas ésteres metilicos grasos y uno o mas ésteres etilicos
grasos. El producto puede ser una mezcla de uno o mas &cidos grasos libres y/o uno o més derivados de &cidos
grasos. El producto puede ser una mezcla de uno o més acidos grasos libres y/o uno o més ésteres metilicos grasos
y/o uno o mas ésteres etilicos grasos.

Los huéspedes y métodos de produccion dados a conocer en el presente documento pueden usarse para producir
diferentes proporciones de acidos grasos libres y derivados de acidos grasos. La proporcion de acidos grasos libres
en el producto puede modificarse segun los métodos, composiciones, vectores y células descritos en el presente
documento de manera que la proporcion puede ser superior o inferior frente a los derivados de acidos grasos que se
producen. La proporcion de derivados de &cidos grasos en el producto también puede modificarse segun las
divulgaciones en el presente documento, de manera que la proporcién es superior o inferior frente a otros productos,
por ejemplo, los &cidos grasos libres, que se producen. El rendimiento proporcional de derivado de &cido graso con
determinadas longitudes de cadena de carbono puede aumentarse o disminuirse.

El término “rendimiento proporcional”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad de un
producto deseado en relacion con otros productos que estan dentro de la misma mezcla producida por un huésped
recombinante de la presente invencién. Por ejemplo, el rendimiento proporcional de un producto deseado puede
mejorarse de manera que sea mas predominante con respecto a los otros componentes en la mezcla de producto
para reducir la carga de purificacion. En otro ejemplo, el rendimiento proporcional de un producto no deseado (es
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decir, un componente que serd necesario eliminar del producto deseado) puede reducirse de manera que sea
menos predominante con respecto al componente deseado en la mezcla de producto para lograr el mismo fin.

Huella de carbono

Los derivados de acidos grasos producidos biolégicamente pueden proporcionar una nueva fuente de combustibles,
tales como alcoholes, diésel y gasolina. Los biocombustibles preparados segun los métodos y las composiciones
descritos en el presente documento no se han producido hasta ahora a partir de fuentes renovables y son
composiciones de materia nuevas. Estos combustibles nuevos pueden distinguirse de los combustibles derivados de
carbono petroquimico basandose en la huella de carbono isotépico doble. Adicionalmente, la fuente especifica de
carbono de biofuentes (por ejemplo, glucosa frente a glicerol) puede determinarse mediante la huella de carbono
isotépico doble (véase la patente estadounidense n.° 7.169.588, que se incorpora en el presente documento como
referencia en su totalidad, en particular, de la columna 4, linea 31 a la columna 6, linea 8).

Los éacidos grasos y/o derivados de acidos grasos y los biocombustibles, productos quimicos y mezclas asociados
pueden distinguirse de sus homdlogos derivados de manera petroquimica basandose en “c (fw) y la huella de
carbono isotdpico doble.

Los &cidos grasos y/o derivados de los mismos tal como se describen en el presente documento tienen utilidad en la
produccion de biocombustibles y productos quimicos. Los productos proporcionados por la presente invencion
pueden distinguirse basandose en la huella de carbono isotdpico doble de los materiales derivados Gnicamente de
fuentes petroquimicas. La capacidad para distinguir estos productos es beneficiosa en el seguimiento de estos
materiales en el comercio. Por ejemplo, pueden distinguirse combustibles o productos quimicos que comprenden
perfiles de isétopos de carbono tanto “nuevos” como “antiguos” de combustibles y productos quimicos compuestos
s6lo por materiales “antiguos”. Por tanto, los presentes materiales pueden seguirse o “rastrearse” en el comercio o
identificarse en el comercio como biocombustible basandose en su perfil inico. Ademas, pueden identificarse otros
materiales competidores como derivados de manera biolégica o derivados de una fuente petroquimica

En algunos ejemplos, se prepara una composicion de biocombustible, que incluye un derivado de acido graso que
tiene una 5'°C de desde aproximadamente -10,9 hasta aproximadamente -15,4, en la que el derivado de acido graso
representa al menos aproximadamente el 85% de material de biofuentes (es decir, derivado de un recurso renovable
tal como, por ejemplo, azlcares y materiales celulésicos) en la composicién. En otros ejemplos, la composicion de
biocombustible incluye un derivado de acido graso que tiene la formula:

X-(CH(R))nCHs
en la que
X = CHs, -CH,0R"; -C(O)OR?; 0 -C(O)NR*R*;
R = para cada n, independientemente ausente, un H, o un grupo alifatico inferior;

n = un nimero entero de desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente 34, preferiblemente un nimero entero
de desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 24;

Rl, RZ, R3, R* = seleccionados independientemente de un H o alquilo inferior.

Normalmente, cuando R es un grupo alifatico inferior, R representa un resto alquenilo inferior o alquilo inferior
ramificado, no ramificado o ciclico. Los grupos R a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, metilo, isopropilo,
isobutilo, sec-butilo, ciclopentenilo y similares. El derivado de acido graso se caracteriza adicionalmente por tener
una 8"°C de desde aproximadamente -10,9 hasta aproximadamente -15,4, y el derivado de &cido graso representa al
menos aproximadamente el 85% de material de biofuentes en la composicion. En algunos ejemplos, el derivado de
acido graso en la composicion de biocombustible se caracteriza por tener una fraccién de carbono moderno (fu 14C)
de al menos aproximadamente 1,003, 1,010, 0 1,5.

Impurezas

Los &cidos grasos y/o derivados de los mismos producidos segun las divulgaciones en el presente documento son
Utiles como componentes 0 materias primas para preparar biocombustibles asi como otros productos quimicos
industriales. Estos productos se preparan directamente a partir de sustratos adecuados y no del procesamiento
quimico de triglicéridos. Por consiguiente, los combustibles y otros productos quimicos industriales que comprenden
los &cidos grasos y/o derivados dados a conocer a menudo contienen menos impurezas que las que se asocian
normalmente, por ejemplo, con productos derivados de triglicéridos tales como combustibles derivados de grasas y
aceites vegetales.

Los biocombustibles crudos preparados segun las divulgaciones en el presente documento (antes de mezclar los
acidos grasos y/o derivados con otros combustibles tales como combustibles a base de petrdleo) contienen menos
catalizadores de transesterificacion que el diésel a base de petréleo u otro biodiésel producido a través de una o
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mas etapas de transesterificacion. El biocombustible puede contener menos de aproximadamente el 2,0% en peso,
por ejemplo, menos de aproximadamente el 1,5, el 1,0, el 0,5, el 0,3, el 0,1, el 0,05 o el 0% en peso de un
catalizador de transesterificacion o una impureza que resulta de un catalizador de transesterificacion. Los ejemplos
de catalizadores de transesterificacion incluyen, sin limitacion, catalizadores de hidréxido, tales como NaOH, KOH y
LiOH; y catalizadores de acido, tales como catalizadores de acido mineral y catalizadores de acido de Lewis. Los
ejemplos no limitativos de catalizadores e impurezas que resultan de los catalizadores de transesterificacién incluyen
estafio, plomo, mercurio, cadmio, zinc, titanio, zirconio, hafnio, boro, aluminio, fésforo, arsénico, antimonio, bismuto,
calcio, magnesio, estroncio, uranio, potasio, sodio y litio.

Los biocombustibles preparados segun las divulgaciones en el presente documento (antes de mezclar los acidos
grasos y/o derivados de acidos grasos con uno o mas de otros combustibles) tienden a tener un punto de
gelificacién bajo, especialmente cuando el producto de &cido graso y/o derivado de &cido graso comprende un éster
etilico C16:1 0 un éster etilico C1s:1, en comparacioén con los puntos de gelificacién de otros tipos de biocombustibles.

De manera similar, los biocombustibles crudos preparados segln las divulgaciones en el presente documento
contienen menos glicerol (o glicerina) que los biocombustibles compuestos por triglicéridos. Los biocombustibles
pueden contener menos de aproximadamente el 2,0% en peso, por ejemplo, menos de aproximadamente el 1,5, el
1,0, el 0,5, el 0,3, el 0,1, el 0,05 o el 0% en peso de glicerol.

Los biocombustibles crudos en el presente documento también contienen menos alcohol(es) libre(s) (por ejemplo,
alcoholes que se usan para crear el éster) que los biodiésel preparados a partir de triglicéridos. Esto se debe en
parte a la eficacia de utilizacion de los alcoholes por los huéspedes de produccion de la presente divulgacion. Por
ejemplo, los biocombustibles pueden contener menos de aproximadamente el 2,0, el 1,5, el 1,0, el 0,5, el 0,3, el 0,1,
el 0,05 o el 0% en peso de alcohol libre.

Los biocombustibles en el presente documento pueden caracterizarse adicionalmente por su baja concentraciéon de
azufre en comparacion con el diésel derivado de petréleo. Por ejemplo, el biocombustible puede tener menos de
aproximadamente el 2,0% en peso, por ejemplo, menos de aproximadamente el 1,5, el 1,0, el 0,5, el 0,3, el 0,1, el
0,05 o el 0% en peso de azufre.

Aditivos y composiciones de combustible

Se usan aditivos para combustibles para potenciar el rendimiento de un combustible o motor. Por ejemplo, pueden
usarse aditivos para combustibles para alterar los puntos de congelacién/gelificacion, los puntos de turbidez, la
lubricidad, la viscosidad, la estabilidad oxidativa, la calidad de ignicion, los niveles de octanos y/o los puntos de
inflamacién. En los Estados Unidos, todos los aditivos para combustibles deben registrarse en la Environmental
Protection Agency. Los nombres de aditivos para combustibles y las empresas que venden los aditivos para
combustibles estan disponibles publicamente poniéndose en contacto con la EPA o consultando la pagina web de la
agencia. Un experto habitual en la técnica apreciara que los acidos grasos y/o derivados de &cidos grasos descritos
en el presente documento pueden mezclarse con uno o mas aditivos para combustibles para conferir una calidad
deseada.

Los &cidos grasos y/o derivados de los mismos descritos en el presente documento pueden formularse o procesarse
para dar aditivos para combustibles adecuados, que potencian el rendimiento de combustibles o motores. Por
ejemplo, los &cidos grasos y/o derivados descritos en el presente documento pueden formularse para dar
mejoradores de la lubricidad, que confieren propiedades deseables tales como proteccién frente al desgaste a
piezas del motor. Por consiguiente, se proporcionan composiciones de aditivo que comprenden los acidos grasos y/o
derivados de los mismos producidos segun las divulgaciones en el presente documento. En otro ejemplo, los acidos
grasos y/o derivados de acidos grasos descritos en el presente documento pueden formularse para dar inhibidores
de corrosion.

Los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos descritos en el presente documento pueden mezclarse con otros
combustibles tales como uno o més biodiésel derivados de triglicéridos, diversos alcoholes tales como etanol y
butanol, y productos derivados de petréleo tales como gasolina o diésel. En determinadas circunstancias, se
produce un acido graso y/o derivado de acido graso con un punto de gelificacion bajo, tal como un éster etilico C1s:1
0 un éster etilico Cig1. Este producto de punto gelificacion bajo puede mezclarse con uno o mas biodiésel
preparados a partir de triglicéridos para reducir el punto de gelificacion del combustible resultante cuando se
compara con un combustible que sélo contiene el uno o mas biodiésel preparados a partir de triglicéridos. De
manera similar, puede mezclarse un derivado de acido graso, tal como un éster etilico C16:1 0 un éster etilico Cig:,
con un diésel derivado de petréleo para producir una mezcla que contiene al menos aproximadamente, y con
frecuencia mas de aproximadamente, el 5% en peso de biodiésel. En algunos ejemplos, la mezcla de combustible
incluye al menos aproximadamente el 10%, el 15%, el 20%, el 30%, el 40%, el 50% y el 60% en peso del derivado
de acido graso.

La composicion de combustible puede comprender ademas un combustible sintético. Puede usarse de manera
adecuada cualquier combustible sintético obtenido a partir de carbén, gas natural o biomasa. En unas realizaciones
adicionales, el combustible sintético comprende un combustible basado en Fischer-Tropsch, un combustible basado
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en Bergius, un combustible basado en Mobil, un combustible basado en Karrick, o una combinacion de los mismos.
Todavia en realizaciones adicionales, el combustible sintético comprende un combustible a base de carbén a
liquidos (combustible a base de CTL), un combustible a base de gas a liquidos (combustible a base de GTL), un
combustible a base de biomasa a liquidos (combustible a base de BTL), un combustible a base de carbén y biomasa
a liquidos (combustible a base de CBTL) o una combinacién de los mismos. El combustible sintético puede
comprender un combustible basado en Fischer-Tropsch.

La cantidad de combustible sintético en la composicién de combustible dada a conocer en el presente documento
puede ser de desde aproximadamente el 5% hasta aproximadamente el 90%, desde aproximadamente el 5% hasta
aproximadamente el 80%, desde aproximadamente el 5% hasta aproximadamente el 70%, desde aproximadamente
el 5% hasta aproximadamente el 60%, o desde aproximadamente el 5% hasta aproximadamente el 50%.

Puede prepararse una composicion de biocombustible que incluye al menos aproximadamente el 5%, el 10%, el
20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90% o el 95% de un derivado de &cido graso que
incluye una cadena de carbono que es 8:0, 10:0, 12:0, 14:0, 14:1, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3,20:0, 20:1, 20:2,
20:3, 22:0, 22:1 6 22:3. Tales composiciones de biocombustible pueden incluir adicionalmente al menos un aditivo
seleccionado de un aditivo que reduce el punto de turbidez que puede reducir el punto de turbidez hasta menos de
aproximadamente 5°C o menos de aproximadamente 0°C; un tensioactivo; una microemulsiéon; al menos
aproximadamente el 5%, el 10%, el 15%, el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90% o
el 95% de combustible diésel a partir de triglicéridos; gasolina derivada de petréleo; o combustible diésel a partir de
petréleo.

La composiciébn de combustible que comprende &cidos grasos y/o derivados de los mismos tales como ésteres
grasos producidos segun los métodos, vectores, células y composiciones en el presente documento puede
comprender ademas uno o mas aditivos para combustibles diésel. Aditivos adecuados son de manera deseable
aquéllos que proporcionan un rendimiento mejorado pero también compatibilidad con los componentes en la
composicion de combustible y los dispositivos que normalmente estan asociados con los motores diésel. Los
ejemplos de otros aditivos para combustibles adecuados incluyen mejoradores de ignicion o mejoradores del numero
de cetano, detergentes, dispersantes, agentes antidesgaste, modificadores del indice de viscosidad, modificadores
de friccion, mejoradores de la lubricidad, estabilizadores, antioxidantes, inhibidores de corrosion, biocidas,
desactivadores de metales y cantidades minoritarias de otros aditivos opcionales, incluyendo, sin limitacion, agentes
antiespumantes y fijaciones por sellado.

A menudo pueden afiadirse mejoradores de ignicion o mejoradores del nimero de cetano para mejorar el
rendimiento del motor diésel. Los mejoradores del numero de cetano a modo de ejemplo incluyen nitrato de 2’-
etilhexilo y otros nitratos de alquilo. Los mejoradores del nimero de cetano pueden afiadirse a una composicion de
combustible en una cantidad que es de aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 1,0% en peso,
por ejemplo de aproximadamente el 0,05% en peso a aproximadamente el 0,5% en peso, basado en el peso total de
la composicion de combustible.

Pueden incluirse diversos detergentes y/o dispersantes en la composicién de combustible que comprende los acidos
grasos y/o derivados de &cidos grasos producidos segun las presentes divulgaciones para asociar y dispersar o
eliminar depdsitos perjudiciales de piezas de motor diésel. Los detergentes adecuados normalmente comprenden
una cabeza polar que comprende una sal metalica de un compuesto organico acido y una cola hidréfoba larga. Los
detergentes a modo de ejemplo incluyen sales de carbonato boradas, sales de sulfonato boradas, que
preferiblemente estan en exceso. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.° 4.744.920, 4.965.003. Los
dispersantes a modo de ejemplo incluyen, sin limitacion, dispersantes carboxilicos, dispersantes de succnimida,
dispersantes de amina y dispersantes de Mannich. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.
3.172.892, 3.438.757, 3.980.569 y 6.165.235. Los dispersantes pueden estar presentes en la composicién de
combustible en una cantidad de aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 0,1% en peso, por
ejemplo del 0,03 a aproximadamente el 0,05% en peso, basado en el peso total de la composicion de combustible.

Pueden afiadirse agentes antidesgaste, incluyendo por ejemplo, sales metélicas de ditiofosfato de dihidrocarbilo, a la
composicion de combustible para proporcionar beneficios tanto de antidesgaste como de antioxidacion. Véase, por
ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.898.023.

En realizaciones particulares, la cantidad de mejorador de la lubricidad en la composicién de combustible puede
oscilar entre aproximadamente 1 ppm y aproximadamente 50.000 ppm, por ejemplo, de aproximadamente 10 ppm a
aproximadamente 20.000 ppm, o de aproximadamente 25 ppm a aproximadamente 10.000 ppm. Los ejemplos no
limitativos de mejoradores de la lubricidad incluyen ésteres y acidos grasos, que pueden ser iguales o no a los
producidos segun los métodos descritos en el presente documento.

La cantidad de estabilizadores, que mejoran la estabilidad en almacenamiento de la composicion de combustible,
puede oscilar entre aproximadamente el 0,001% en peso y aproximadamente el 2% en peso, por ejemplo, de
aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 1% en peso, basado en el peso total de la composicién
de combustible. Un estabilizador a modo de ejemplo es una amina primaria de alquilo terciario.
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Los antioxidantes impiden la formacién de deposiciones de goma sobre los componentes del sistema de combustible
debido a la oxidacion de los combustibles en almacenamiento y/o inhiben la formacién de compuestos de perdxido
en las composiciones de combustible. La cantidad de antioxidantes puede oscilar entre aproximadamente el 0,001%
en peso y aproximadamente el 5% en peso, por ejemplo, entre aproximadamente el 0,01% en peso y
aproximadamente el 1% en peso, basado en el peso total de la composicion de combustible.

Los inhibidores de corrosion protegen a los metales ferrosos en los sistemas de manipulacion de combustible, tales
como tuberias y tanques de almacenamiento, de la corrosién. También se conoce que determinados inhibidores de
corrosion confieren lubricidad adicional, y como tales son particularmente adecuados cuando se desea lubricidad
adicional. El inhibidor de corrosién puede estar presente en la composicion de combustible en una cantidad de
aproximadamente el 0,001% en peso a aproximadamente el 5% en peso, por ejemplo, desde aproximadamente el
0,01% en peso hasta aproximadamente el 1% en peso, basado en el peso total de la composicién de combustible.

Se usan biocidas para combatir el crecimiento microbiano en la composicion de combustible, que pueden estar
presente en la composicion de combustible a una concentracién de aproximadamente el 0,001% en peso a
aproximadamente el 5% en peso, por ejemplo, desde aproximadamente el 0,01% en peso hasta aproximadamente
el 1% en peso, basado en el peso total de la composicién de combustible.

Los desactivadores de metales suprimen los efectos cataliticos que algunos metales, particularmente el cobre,
tienen sobre la oxidacion del combustible, que pueden estar presentes en la composicion de combustible en una
cantidad de aproximadamente el 0,001% en peso a aproximadamente el 5% en peso, por ejemplo, del 0,01% en
peso a aproximadamente el 1% en peso, basado en el peso total de la composiciéon de combustible.

Ademas, pueden afadirse en cantidades minoritarias mejoradores de la viscosidad, que normalmente son
materiales poliméricos de pesos moleculares promedio en numero de desde aproximadamente 5.000 hasta
aproximadamente 250.000, y modificadores de la friccion, que normalmente son compuestos de érgano-molibdeno
que contienen azufre. También pueden afiadirse inhibidores de espuma, que normalmente incluyen polimeros de
metacrilato de alquilo o polimeros de dimetil-silicio, a la composicion de combustible en una cantidad de menos de
aproximadamente 10 ppm. Ademas, pueden afadirse fijaciones por sellado para garantizar el sellado de elastomero
apropiado e impedir que pueda incluirse fallo de sellado prematuro en la composicion de combustible.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan Unicamente
para fines ilustrativos. No deben interpretarse como limitativos del alcance ni el contenido de la invencién en modo
alguno.

Ejemplos
Ejemplo 1

Este ejemplo describe la construccion de un microorganismo modificado por ingenieria genética en el que esta
atenuada la expresion de una enzima de degradacion de acidos grasos.

Se delecion6 el gen fadE de E. coli MG1655 (una cepa de E. coli K) usando el sistema Lambda Red (también
conocido como la integracion dirigida por Red) descrito por Datsenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6640-
6645 (2000), con las siguientes modificaciones:

Se usaron los siguientes dos cebadores para crear la delecion de fadE:

Del-fadE-F
5’-AAAAACAGCAACAATGTGAGCTTTGTTGTAATTATATTGTAAACATATTGA
TTCCGGGGATCCGTCGACC (SEQ ID NO:1); y
Del-fadE-R
5-AAACGGAGCCTTTCGGCTCCGTTATTCATTTACGCGGCTTCAACTTTCCTGT
AGGCTGGAGCTGCTTC (SEQ ID NO:2)

Se usaron los cebadores Del-fadE-F y Del-fadE-R para amplificar el casete de resistencia a kanamicina (KmR) a
partir del plasmido pKD13 (descrito por Datsenko et al., citado anteriormente) por PCR. Entonces se usoé el producto
de PCR para transformar células de E. coli MG1655 electrocompetentes que contenian pKD46 (descrito en
Datsenko et al., citado anteriormente) que se habian inducido previamente con arabinosa durante 3-4 horas. Tras un
crecimiento durante 3 horas en un caldo superéptimo con medio de represién de catabolitos (SOC) a 37°C, se
sembraron las células en placas de agar Luria que contenian 50 pg/ml de kanamicina. Se identificaron las colonias
resistentes y se aislaron tras una incubacion durante la noche a 37°C. Se confirmé la alteracion del fadE mediante
amplificacion por PCR usando los cebadores fadE-L2 y fadE-R1, que se disefiaron para flanquear el gen fadE de E.
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coli.

Los cebadores de confirmacion de la delecion de fadE fueron:
fadE-L2 5'-CGGGCAGGTGCTATGACCAGGAC (SEQ ID NO: 3); y
fadE-R1 5-CGCGGCGTTGACCGGCAGCCTGG (SEQ ID NO: 4)

Tras confirmarse la delecion de fadE, se usé una colonia individual para retirar el marcador Km® usando el plasmido
pCP20 tal como se describe por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa de E. coli MG1655 con el gen fadE
delecionado y el marcador KmR retirado se denominé E. coli MG1655 AfadE, o E. coli MG1655 D1.

Ejemplo 2

Este ejemplo describe la construcciéon de un microorganismo modificado por ingenieria genética en el que estan
atenuadas la expresion de una enzima de degradacion de acidos grasos y de un receptor de proteina de membrana
externa.

Se delecioné el gen fhuA (también conocido como el gen tonA) de E. coli MG1655, que codifica para un
transportador de membrana externa de ferricromo (n.° de registro de GenBank NP_414692), de la cepa E. coli
MG1655 D1 del ejemplo 1, usando el sistema Lambda Red segun Datsenko et al., citado anteriormente, pero con las
siguientes modificaciones:

Los cebadores usados para crear la delecion:
Del-fhuA-F

5’-ATCATTCTCGTTTACGTTATCATTCACTTTACATCAGAGATATACCAATGA
TTCCGGGGATCCGTCGACC (SEQ ID NO:5),y
Del-fhuA-R

5’-GCACGGAAATCCGTGCCCCAAAAGAGAAATTAGAAACGGAAGGTTGCGG
TTGTAGGCTGGAGCTGCTTC (SEQ TD NO:6)

Se usaron los cebadores Del-fhuA-F y Del-fhuA-R para amplificar el casete de resistencia a kanamicina (KmR) a
partir del plasmido pKD13 por PCR. Se uso6 el producto de PCR obtenido para transformar células de E. coli
MG1655 D1 electrocompetentes que contenian pKD46 (véase el ejemplo 1). Se habian inducido estas células
previamente con arabinosa durante aproximadamente 3-4 h. Tras un crecimiento durante 3 h en medio SOC a 37°C,
se sembraron las células en placas de agar Luria que contenian 50 pg/ml de kanamicina. Se identificaron las
colonias resistentes y se aislaron tras una incubacion durante la noche a 37°C. Se confirmd la alteracion del gen
fhuA en algunas de las colonias mediante amplificacién por PCR usando cebadores que flanquean el gen FhuA de
E. coli:

Se realiz6 la confirmacion de la deleciéon usando los siguientes cebadores:
fhuA-verF 5'-CAACAGCAACCTGCTCAGCAA (SEQ ID NO: 7); y
fhuA-verR 5'-AAGCTGGAGCAGCAAAGCGTT (SEQ ID NO: 8)

Tras confirmarse la delecion de fhuA, se us6 una colonia individual para retirar el marcador Km® usando el plasmido
pCP20 tal como se describe por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa resultante MG1655 de E. coli que
tiene deleciones de los genes fadE y thuA se denomind E. coli MG1655 AfadE_AfhuA o E. coli MG1655 DV2.

Ejemplo 3

Este ejemplo describe la construccion de un microorganismo modificado por ingenieria genética en el que estan
atenuadas la expresion de una acil-CoA deshidrogenasa, de un receptor de proteina de membrana externa, de una
piruvato formiato liasa y una lactato deshidrogenasa.

Se delecioné el gen pflb de E. coli MG1655, que codifica para una piruvato formiato liasa (n.° de registro de
GenBank AAC73989) de E. coli MG1655 DV2 (véase el ejemplo 2) usando el sistema Lamda Red segun Datsenko
et al., citado anteriormente, pero con las siguientes modificaciones:

Los cebadores usados para crear la cepa con delecion fueron:
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Del-pf1B-F: 5’-GCCGCAGCCTGATGGACAAAGCGTTCATTATGGTGCTGCCGGTCG

CGATGATTCCGGGGATCCGTCGACC (SEQ ID NO:9)
Del-pflB-R: 5’- ATCTTCAACGGTAACTTCTTTACCGCCATGCGTGTCCCAGGTGT

CTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG (SEQ ID NO:10)

Se usaron los cebadores Del-pflb-F y Del-pflb-R para amplificar el casete de resistencia a kanamicina (KmR) a partir
del plasmido pKD13 por PCR. Entonces se uso el producto de PCR para transformar células de E. coli MG1655 DV2
electrocompetentes (véase el ejemplo 2).

En paralelo, también se delecion6 el gen IdhA de E. coli MG1655, que codifica para una lactato deshidrogenasa,
especificamente una D-lactato deshidrogenasa fermentativa unida a NAD (véase, por ejemplo, Mat-Jan et al., J.
Bacteriol. 171(1):342-8 (1989); Bunch et al., Microbiol. 143(1):187-95 (1997) (n.° de registro de GenBank AAC74462)
de E. coli MG1655 DV2 (véase el ejemplo 2) usando el sistema Lambda Red segun Datsenko et al., citado
anteriormente, pero con las siguientes modificaciones.

Se usaron dos cebadores para crear la delecion:

Del-ldhA-F: 5’- CTCCCCTGGAATGCAGGGGAGCGGCAAGATTAAACCAGTTCGTTCG

GGCAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3’ (SEQ ID NO:11)
Del-ldhA-R: 5-TATTTTTAGTAGCTTAAATGTGATTCAACATCACTGGAGAAAGTC

TTATGCATATGAATATCCTCCTTAGTTCC-3’ (SEQ ID NO:12)

Se usaron los cebadores Del-ldhA-F y Del-ldhA-R para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol
acetiltransferasa (CmR) a partir del plasmido pKD3 (véase, Datsenko et al., citado anteriormente) por PCR. También
se us6 el producto de PCR para transformar células de E. coli MG1655 DV2 electrocompetentes (véase el ejemplo
2).

Se habian inducido las células de E. coli MG1655 DV2 (véase el ejemplo 2) previamente con arabinosa durante
aproximadamente 3-4 h. Tras un crecimiento durante 3 h en medio SOC a 37°C, se sembraron las células en placas
de agar Luria que contenian 50 pg/ml de kanamicina y 30 pg/ml de cloroanfenicol. Se identificaron las colonias que
fueron resistentes tanto a kanamicina como a cloranfenicol y se aislaron tras una incubacién durante la noche a
37°C. Se confirmo la alteracion del gen pflb usando cebadores que flanqueaban el gen E. coli pflb, y se verificé la
alteracion del gen IdhA usando cebadores que flanqueaban el gen IdhA de E. coli.

Se realiz6 la confirmacion de la delecion de pflb usando los siguientes cebadores:
pflb-verF: 5-GGACTAAACGTCCTACAAAC (SEQ ID NO: 14)

Pflb-verR: 5-TTCATCTGTTTGAGATCGAG (SEQ ID NO: 15)

Se realizo la confirmacion de la delecion del gen IdhA usando los siguientes cebadores:
IdhA-verF: 5-CCCGAGCGGTAGCCAGATGCCCGCCAGCG (SEQ ID NO: 16)
IdhA-verR: 5-GCTGCGGGTTAGCGCACATCATACGGGTC (SEQ ID NO: 17)

Tras confirmarse las deleciones, se usé una colonia individual para retirar los marcadores Km~ y Cm® segtn el
método descrito por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa resultante MG1655 de E. coli que tenia
deleciones de los genes fadE, fhuA, pflb y IdhA se denomind E. coli MG1655 AfadE_AfhuA_Apflb_ALdhA o E. coli
MG1655 DV4.

Ejemplo 4

Este ejemplo describe la construccion de un microorganismo modificado por ingenieria genética en el que estan
atenuadas la expresion de una enzima de degradacion de acidos grasos tal como una acil-CoA sintasa, de un
receptor de proteina de membrana externa y de una acil-CoA deshidrogenasa.

Se delecioné el gen fadD de E. coli MG1655 de la cepa E. coli MG1655 DV2 (véase el ejemplo 2), usando el sistema
Lambda Red descrito por Datsenko et al, citado anteriormente, pero con las siguientes modificaciones:

Los cebadores usados para crear la delecion de fadD fueron:

fadi:
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5’ TAACCGGCGTCTGACGACTGACTTAACGCTCAGGCTTTATTGTCCACTTTG
TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3’ (SEQ ID NO:19); y
fad2:
5’-ATTTGGGGTTGCGATGACGACGAACACGCATTTTAGAGGTGAAGAATTGC
ATATGAATATCCTCCTTTAGTTCC-3’ (SEQ ID NO:20)

Se usaron los cebadores fadl y fad2 para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol acetiltransferasa (CmR)
a partir del plasmido pKD3 (descrito por Datsenko et al., citado anteriormente) por PCR. Se uso el producto de PCR
para transformar E. coli MG1655 DV2 electrocompetente (véase el ejemplo 2). Se sembraron las células
transformadas en placas de agar Luria que contenian 30 ug/ml de cloranfenicol y se hicieron crecer durante la noche
a 37°C. Se aislaron colonias individuales, se transfirieron a placas de agar Luria recientes, y se hicieron crecer a
42°C. Entonces se cultivaron estas colonias en zonas sobre placas de agar Luria que contenian 30 pg/ml de
cloranfenicol y 100 pg/ml de carbenicilina, y se hicieron crecer a 37°C durante la noche. Se evaluaron las colonias
gue fueron resistentes a cloranfenicol y sensibles a carbenicilina adicionalmente por PCR para garantizar que el
producto de PCR se insertaba en el sitio correcto. Especificamente, se confirmd la alteracion del gen fadD mediante
amplificacion por PCR usando los cebadores fadF y fadR, que se disefiaron para flanquear el gen fadD:

fadF: 5-CGTCCGTGGTAATCATTTGG-3' (SEQ ID NO: 21); y
fadR: 5-TCGCAACCTTTTCGTTGG-3' (SEQ ID NO: 31)

Tras confirmarse la delecion de fadD, se retir6 el marcador CcmR usando un plasmido auxiliar de FLP tal como se
describe por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa resultante MG1655 de E. coli se denominé E. coli
MG1655 AfadEAfhuAAfadD o E. coli MG1655 DV2 AfadD. La cepa DV2 AfadD no pudo crecer en placas de agar M9
+ oleato (que suministran oleato como fuente de carbono). Tampoco pudo crecer en medios liquidos de M9 + oleato.

Ejemplo 5

Este ejemplo describe la construccion de un plasmido de expresion bacteriano, pDS33.ES9, (figura 3) en el que la
expresion de un gen de éster sintasa de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.° de registro de GenBank
AB021021) esta bajo el control del promotor del operén de la proteina ribosémica spc de E. coli Pspc (SEQ ID NO:
13, figura 4).

Se amplificé el promotor Pspc, tal como se muestra en la figura 2, a partir de ADN cromosémico de E. coli MG1655
con los siguientes cebadores:

PspclFF 5 - AAAGGATGTCGCAAACGCTGTTTCAGTACACTCTCTCAATAC - 3’ (SEQ ID NO: 32); y
PspclFR 5’ - GAGCTCGGATCCATGGTTTAGTGCTCCGCTAATG - 3’ (SEQ ID NO: 33)

Se realizaron todas las reacciones de PCR descritas en este ejemplo con polimerasa Phusion™ (NEB, Ipswich, MA).
Se us6 el fragmento de PCR del promotor Pspc para sustituir las regiones promotoras tanto lacly como Trc del
plasmido OP80 clonando el producto de PCR en OPS80 restringido con BseRI/Ncol usando el kit de clonacion
InFusion™ (Clontech, Palo Alto, CA). El plasmido resultante, denominado pDS22, todavia presentaba una secuencia
lacZ en el sentido de 3’ de sitio de clonacién multiple. A continuacién, se retir6 la secuencia lacZ mediante
amplificacion por PCR del pldsmido pDS22 usando los siguientes cebadores:

pCLlacDF 5" - GAATTCCACCCGCTGACGAGCTTAG - 3' (SEQ ID NO: 34); y
pCLEcoR & - CGAATTCCCATATGGTACCAG - 3’ (SEQ ID NO: 35)

Se digirié el producto de PCR mediante EcoRl y se autoligd para formar pDS23. El plasmido pDS23 no contiene el
ADN de laclg, lacZ o Trc.

Se sintetizd6 una éster sintasa a partir de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.° de registro de GenBank
ABO21021), denominada ES9 en el presente documento, mediante DNA2.0 (Menlo Park, CA). Se subclond este gen
de éster sintasa ES9 sintetizado en pColaDuet-1 para formar el plasmido pHZ1.97-ES9. Se retird el sitio BspHI
interno en el gen de éster sintasa ES9 mediante mutagénesis dirigida al sitio usando el kit multiple QuikChange®
(Stratagene, Carlsbad, CA) y el siguiente cebador mutagénico:

ES9BspF 5 - CCCAGATCAGTTTTATGATTGCCTCGCTGG - 3’ (SEQ ID NO: 36)
Este cebador introdujo una mutacion silenciosa en el gen de éster sintasa ES9. Entonces se uso6 el plasmido

resultante, denominado pDS32, como molde para amplificar el gen de éster sintasa ES9 con los siguientes
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cebadores:
ES9BspHF 5’ - ATCATGAAACGTCTCGGAAC - 3 (SEQ ID NO: 37); y
ES9XhoR 5 - CCTCGAGTTACTTGCGGGTTCGGGCGCG - 3’ (SEQ ID NO: 38)

Se sometio el producto de PCR resultante a digestiones de restriccion con BspHI y Xhol y se ligé en el plasmido
pDS23 digerido con Ncol y Xhol para formar pDS33.ES9 (SEQ ID NO: 22). La secuencia de pDS33.ES9 se muestra
en la figura 3 con los residuos que representan el promotor Pspc en cursiva y los residuos del gen de éster sintasa
ES9 en negrita.

Ejemplo 6

Este ejemplo describe la construccion de un plasmido de expresién bacteriano, pDS57 (SEQ ID NO: 23) en el que la
expresion de un gen de éster sintasa esta bajo el control del promotor Ptrc.

Se amplificé el gen de éster sintasa ES9 a partir del plasmido pDS33.ES9 (SEQ ID NO: 22, ejemplo 5) usando los
cebadores ES9BspHF (SEQ ID NO: 37) y ES9XhoR (SEQ ID NO: 38).

Se digiri6 el producto de PCR con BspHI y Xhol y se ligé en OP80 restringido con Ncol/Xhol para formar el plasmido
pDS57 (SEQ ID NO: 23), en el que el gen de éster sintasa ES9 esta bajo el control del promotor Trc. La secuencia
de pDS57 se muestra en la figura 4 con el promotor Trc en cursiva y el gen de éster sintasa ES9 en negrita.

Ejemplo 7

Este ejemplo ilustra que la expresion de éster sintasa sola, sin coexpresion de una acil-CoA sintasa o una
tioesterasa, puede usarse para producir ésteres grasos in vivo.

Se hicieron crecer cultivos de siembra de E. coli MG1655 DV2 AfadD del ejemplo 4, que portaban, cada uno, uno de
los siguientes plasmidos:

(1) un pldsmido PCL que no contenia ningun inserto (control negativo);
(2) un plasmido que contenia ‘tesA de tioesterasa de E. coli;

(3) un plasmido que contenia un polinucleétido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis
atfAl (n. ° de registro de GenBank YP_694462);

(4) un plasmido que contenia un polinucleétido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis
atfA2 (n. ° de registro de GenBank YP_693524);

(5) un pladsmido que contenia un polinucleétido que codifica para la éster sintasa ES8 de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n. ° de registro de GenBank ABO21020); y

(6) un plasmido que contenia un polinucledtido que codifica para la éster sintasa ES9 de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n. ° de registro de GenBank ABO21021)

en placas de 24 pocillos en caldo LB complementado con 100 pg/ml de espectinomicina. Se construyeron los
plasmidos de éster sintasa tal como se describe en el ejemplo 5 para generar los plasmidos pDS41.S (que contenia
el gen atfAl), pDS31latfa2 (que contenia el gen atfA2), pDS31.ES8 (que contenia el gen que codifica para ES8) y
pDS33.ES9 (que contenia el gen que codifica para ES9).

Tras 4 h de crecimiento, se diluyeron los cultivos 1:25 en Che-9 2N-BT (glucosa al 2%, medio limitado en nitrégeno,
Bis-Tris 0,2 M, pH 7,0, Triton al 0,1%) que contenia espectinomicina y se hicieron crecer durante la noche. Se
diluyeron los cultivos en 4N-BT (glucosa al 4%, medio limitado en nitrégeno, Bis-Tris 0,2 M, pH 7,0, Triton al 0,1%)
hasta una DO600 final (densidad 6ptica a 600 nm) de aproximadamente 0,2. Tras 6 h de crecimiento, se afiadio
IPTG hasta una concentracién final de 1 mM, junto con o bien agua o bien etanol (al 2% (v/v)). A las 22 h tras la
induccion, se acidificé 1 ml de cultivo con HCI 200 uM, y se extrajo con 500 pul de acetato de etilo. Entonces se
trataron los acidos y ésteres grasos con el agente de derivatizacion TMAH y se cuantificaron mediante CG/FID. La
cantidad de &cido graso libre (FFA) y éter etilico de acilo graso (FAEE) producida en cada cultivo se muestra en la
figura 5.

Tal como se muestra en la figura 5, ES9 generd casi 200 mg/l de FAEE en presencia de etanol, pero sélo una
pequefia cantidad (<20%) de FFA. En comparacion con la éster sintasa ES9, las otras éster sintasas, incluyendo
ES8, atfAl y atfA2, produjeron cantidades sustancialmente menores de FAEE en presencia de etanol, acompafadas
por una mayor proporcion de FFA. El ‘tesA de E. coli en cultivo produjo mayores titulos globales de FFA y FAEE en
presencia de etanol, pero la cantidad de FFA fue significativamente mayor que la cantidad de FAEE generada.

Los resultados indican que la expresion de éster sintasa en E. coli MG1655 DV2 AfadD conduce a la produccion de
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ésteres en presencia de etanol. En particular, la expresion de la éster sintasa ES9 dio como resultado la mayor
produccién de ésteres en presencia de etanol en comparacion con la de las otras éster sintasas. Ademas, este
ejemplo indicé que la expresion de 'TesA sola en E. coli MG1655 DV2 AfadD dio como resultado la produccion de un
bajo nivel de ésteres y un alto nivel de acidos grasos libres en presencia de etanol.

Ejemplo 8

Este ejemplo demuestra que la expresion de una éster sintasa sola, sin coexpresiéon de una acil-CoA sintasa o una
tioesterasa, puede usarse para producir ésteres in vivo en presencia de etanol.

Se hicieron crecer cultivos de siembra de E. coli MG1655 DV2 AfadD del ejemplo 4, que portaban, cada uno, uno de
los siguientes plasmidos:

(1) un plasmido que contenia un ‘tesA de E. coli;

(2) un plasmido que contenia un polinucledtido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis
atfAl (n. ° de registro de GenBank YP_694462);

(3) un plasmido que contenia un polinucleétido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis
atfA2 (n. ° de registro de GenBank YP_693524);

(4) un plasmido que contenia un polinucledtido que codifica para la éster sintasa ES8 de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n. ° de registro de GenBank ABO21020); y

(5) un plasmido que contenia un polinucledtido que codifica para la éster sintasa ES9 de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n. ° de registro de GenBank ABO21021)

en cultivos en frascos de agitacion y se indujeron con IPTG 1 mM y etanol al 2% (v/v). A las 24 h tras la induccion,
se extrajeron alicuotas de cada cultivo y se analizaron usando CG-FID para determinar el contenido de &cidos y
ésteres grasos. Las cantidades de acido graso libre (FFA) y éter etilico de acilo graso (FAEE) producidas en cada
cultivo se muestran en la figura 6.

Tal como se muestra en la figura 6, la éster sintasa ES9 generd un alto nivel de FAEE en presencia de etanol,
acompafiado por un bajo nivel de FFA. En comparacion con ES9, se produjeron cantidades perceptiblemente mas
pequefias de FAEE por las éster sintasas atfAl, atfA2 y la éster sintasa ES8. De manera acorde a los resultados del
ejemplo 7 y la figura 5, anteriormente, la expresién de ‘tesA de E. coli solo produjo altos titulos globales de FFA y
FAEE, pero con una proporcion significativamente mayor de FFA.

Los resultados demuestran que la expresion de éster sintasa ES9 en E. coli MG1655 DV2 AfadD da como resultado
la produccién de altos niveles de ésteres y bajos niveles de acidos grasos libres en presencia de etanol. Ademas,
este ejemplo demuestra que la expresion de 'TesA en E. coli MG1655 DV2 AfadD dio como resultado la produccion
de un bajo nivel de ésteres y un alto nivel de &cidos grasos libres en presencia de etanol.

Ejemplo 9

Este ejemplo demuestra que la expresion de una éster sintasa sola, sin coexpresion de una acil-CoA sintasa o una
tioesterasa, puede usarse para producir ésteres in vivo en presencia de metanol.

Se hicieron crecer cultivos de siembra de E. coli MG1655 DV2 AfadD del ejemplo 4, que portaban, cada uno, uno de
los siguientes plasmidos:

(1) un plasmido que contenia un polinucledtido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis
atfAl (n. ° de registro de GenBank YP_694462);

(2) un plasmido que contenia un polinucleotido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis
atfA2 (n. ° de registro de GenBank YP_693524);

(3) un plasmido que contenia un polinucledtido de la éster sintasa ES8 de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM
8798 (n. ° de registro de GenBank ABO21020); y

(4) un plasmido que contenia un polinucledtido de la éster sintasa ES9 de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM
8798 (n. ° de registro de GenBank AB0O21021)

en cultivos en frascos de agitacion y se indujeron con IPTG 1 mM y metanol al 2% (v/v). A las 24 h tras la induccion,
se extrajeron alicuotas de cada cultivo y se analizaron mediante CG-FID para determinar el contenido de acidos y
ésteres grasos. Las cantidades de acido graso libre (FFA) y éster metilico de acilo graso (FAME) producidas en cada
cultivo se muestran en la figura 7.

La cantidad de titulo o producto global observada para FFA y FAME se redujo en presencia de metanol en
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comparacion con la cantidad de titulo global observada en presencia de etanol (véase la figura 6). En este caso, la
cantidad de FFA producida fue inferior al limite de deteccion, por tanto es posible que se produjera FFA en presencia
de metanol, aunque a bajas concentraciones. También se observaron menores niveles de titulos globales, en
comparacién con los obtenidos en presencia de etanol, en cultivos que expresan las éster sintasas atfAl, atfA2 y
ESS8.

Los resultados demuestran que la expresion de éster sintasa ES9 en E. coli MG1655 DV2 AfadD dio como resultado
la produccién de ésteres en presencia de metanol.

Ejemplo 10

Este ejemplo demuestra que la expresién de una éster sintasa sola, sin coexpresion de una acil-CoA sintasa o una
tioesterasa, puede usarse para producir ésteres in vivo en presencia de etanol o metanol.

Se hizo crecer E. coli MG1655 DV2 AfadD que portaba un plasmido que contenia un polinucle6tido que codifica para
la éster sintasa ES9 de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.° de registro de GenBank ABO21020), en cultivos en
frascos de agitacion y se indujo con IPTG 1 mM y o bien (1) etanol al 2% (v/v) o bien (2) metanol al 2% (v/v). Se
extrajeron alicuotas de cada cultivo a las 18, 24, 48 y 68 horas tras la induccién, y se analizaron mediante CG-FID
para determinar el contenido de acidos y ésteres grasos. Las cantidades de éster metilico de acilo graso (FAME) o
éter etilico de acilo graso (FAEE) producidas en cada cultivo se muestran en la figura 8, asi como la cantidad total de
FAME o FAEE mas acido graso libre (FFA).

Tal como se muestra en la figura 8, se produjeron niveles significativamente mayores de ésteres en presencia de
etanol (FAEE) en comparacion con los niveles de ésteres producidos en presencia de metanol (FAME) en la
totalidad del transcurso temporal tras la inducciéon. Se produjeron bajos niveles de &cidos grasos libres tanto en
presencia de etanol como en presencia de metanol.

Los resultados demuestran que la expresion de éster sintasa ES9 en E. coli MG1655 DV2 AfadD dio como resultado
altos niveles de produccion de ésteres y bajos niveles de producciéon de acidos grasos libres en presencia de
metanol y etanol. Ademas, este ejemplo demuestra que la produccion de ésteres en E. coli MG1655 DV2 AfadD que
expresa éster sintasa ES9 fue significativamente mayor en presencia de etanol que en presencia de metanol.

Ejemplo 11

Este ejemplo describe la construccion de una biblioteca de mutantes de éster sintasa, en la que cada miembro
contiene una sustitucion de aminoacido para glicina en la posicion 395 de ES9.

Cuando se someti6 la secuencia de la éster sintasa ES9 de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.° de registro de
GenBank AB0O21021,1) a una busqueda en BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se identificaron varios homaologos
bacterianos de éster sintasa. La alineacion de secuencias de estas éster sintasas microbianas revelé un patron
general de un aminoé&cido acido en la posicion 395 de acido glutdmico o acido aspartico, a pesar del hecho de que la
secuencia notificada de éster sintasa ES9 contenia una glicina en el aminoéacido 395.

Se mutd el residuo de glicina en la posicion 395 de ES9 a cada uno de los 20 residuos de aminoacido
convencionales para evaluar el efecto de la sustitucién de aminoacido en esta posicion. Se crearon los mutantes
usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio multiple QuikChange® de Stratagene (Stratagene, La Jolla, CA). Se us6
el cebador G395Xf, tal como se muestra en la tabla 7, junto con un cebador especifico de vector para generar una
combinacién de fragmentos de éster sintasa en 3’ que codificaban para los 20 residuos de aminoacido posibles en la
posicion 395. Se uso6 un cebador inverso complementario a la parte en 5 de G395Xf, designada G395XTr, junto con
un cebador especifico de vector para generar los fragmentos de éster sintasa en 5. Entonces se ensamblé cada uno
de los fragmentos en 3’ con los fragmentos en 5 mediante extension por solapamiento para reconstituir una
combinacién aleatorizada de secuencias génicas que codifican para una secuencia con 20 residuos de aminoéacido
diferentes en la posicién 395.

TABLA 7
Cebador Secuencia de cebador 5’ — 3’
G395Xf CCATTTCCAACGTGCCCGGCCCGGAANNKACGCTGTATTATGAAGG
(SEQ ID NO: 47), en la que N es cualquier basey KesGo T
G395Xr TTCCGGGCCGGGCACGTTGGAAATGG (SEQ ID NO: 52)

Se sometid entonces la combinacion aleatorizada de secuencias mutantes de éster sintasa a electroporacion en
células de E. coli MG1655 DV4/1/2KmRCmR/pKD46 electrocompetentes, que se prepararon segun la descripcion a
continuacion.

Se obtuvo un primer gen que contenia el promotor y el marco de lectura abierto para la resistencia a cloranfenicol
(SEQ ID NO: 157) a partir del plasmido pKD3 (véase, Datsenko et al., citado anteriormente). Por separado, se
obtuvo una parte de un segundo gen que contenia el promotor y las primeras 531 bases del gen de resistencia a
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kanamicina (SEQ ID NO: 158) a partir del plasmido pKD13 (véase, Datsenko et al., citado anteriormente). Se
construyo un casete de resistencia uniendo en primer lugar el primer gen con el segundo gen, estando el primer gen
en el sentido de 5’ del segundo gen. Se afiadié una secuencia homoéloga de 50 pares de bases en el extremo 3’ de
la secuencia del gen lacZ (SEQ ID NO: 159) en el sentido de 3’ del gen de resistencia a cloranfenicol, y se afiadio
una secuencia de gen lacl (SEQ ID NO: 160) en el sentido de 5’ del gen de resistencia parcial a kanamicina.
Entonces se us6 este casete de resistencia para transformar una cepa de E. coli MG1655 DV4, que se habia
transformado previamente con pKD46 tal como se describe a continuacion.

Se transform6 un plasmido pKD46 (véase, Datsenko et al., citado anteriormente) en E. coli MG1655 DV4 (véase el
ejemplo 3). Se hizo crecer esta cepa DV4/pKD46 sobre un medio sélido que contenia 100 pg/ml de cabenicilina
durante la noche a 32°C. Entonces se us6 una colonia individual para inocular un cultivo durante la noche de LB que
contenia 100 ug/ml de cabenicilina. Tras 16 h de crecimiento a 32°C, se diluy6 el cultivo de DV4/pKD46 1 a 500 en
un medio LB que contenia 100 pg/ml de cabenicilina, arabinosa y MgCl, para inducir la expresion de los genes de
recombinasa a partir de pKD46. Se monitoriz6 el crecimiento midiendo la DO600, y cuando alcanzé
aproximadamente 0,6, se hizo que las células fueran electrocompetentes y se transformaron con el casete de
resistencia.

Se permitié6 que se recuperasen las células transformadas durante 3 h en medios SOC no selectivos antes de
sembrarlas en placa sobre medios selectivos para cloranfenicol solidos, que contenian 34 ug/ml de cloranfenicol, X-
gal e IPTG. Se confirmaron las inserciones correctas usando PCR de colonias, seleccion de azul/blanco y
secuenciacion de ADN. Esta cepa se denominé E. coli MG1655 DV4/1/2KmRCmF/pKD46. Entonces se someti6 a
tratamiento con arabinosa durante 3-4 h antes de que se transformaran las secuencias mutantes de éster sintasa

Tras la transformacion, se permitid que se recuperasen los cultivos y se sembraron en placa sobre medio agar LB
que contenia 50 pg/ml de kanamicina y se permitieron crecer durante la noche a 32°C. Se secuenciaron 96 clones
de esta placa para verificar los tipos de mutaciones pretendidas en la posicién 395 de ES9. Entonces se evalud la
capacidad para producir &cido graso/ésteres grasos de cada uno.

Se hizo crecer un cultivo de siembra de cada clon en placas de 96 pocillos en caldo LB complementado con
50 ug/ml de kanamicina a 32°C. Tras un crecimiento durante 6 h, se diluyeron los cultivos 1 a 10 en 2N-BT (glucosa
al 2%, medio limitado en nitrégeno, Bis-Tris 0,2 M, pH 7,0, Triton al 0,1%) mas 50 pg/ml de kanamicina y se hicieron
crecer durante la noche a 32°C. Tras el crecimiento durante la noche, se diluyeron los cultivos de nuevo 1 a 10 en
4AN-BT (glucosa al 4%, medio limitado en nitrégeno, Bis-Tris 0,2 mM, pH 7,0, Triton al 0,1%) y se hicieron crecer a
32°C durante 6 h. Entonces se afiadieron IPTG y etanol a cada cultivo para lograr una concentracion final de 1 mMy
el 2% (vlv), respectivamente. 22 h tras la induccion, se acidificaron los cultivos usando 40 ul de HClI 1 M y se
extrajeron con 400 pl de lactato de n-butilo. Se midieron las cantidades de especies grasas (incluyendo, por ejemplo,
acidos grasos y ésteres grasos) en los extractantes usando CG-FID.

Tal como puede observarse en la figura 9, que representa las puntuaciones z de los titulos de produccion de las
cepas mutantes y silvestres, y en la que se fij6 la mediana del titulo de la cepa de produccion que expresa ES9
silvestre en 0, las muestras en las que se reemplazé el residuo de glicina en la posicién 395 de ES9 por o bien una
arginina o bien un residuo de lisina residuo dieron como resultado los aumentos mas significativos en la produccién
de especies grasas. Por ejemplo, la puntuacion z para la cepa mutante G395R fue superior a 10, y la puntuacion z
para la cepa mutante G395K fue de aproximadamente 9. Ademas, se calcularon los valores de p para evaluar la
significacion estadistica en cuanto a las mejoras del titulo. La mejora de la productividad de la cepa mutante G395R
tuvo un valor de p de 1,74E-19, y la mejora de la productividad de la cepa mutante G395K tuvo un valor de p de
5,42E-05, y esas mejoras fueron estadisticamente significativas.

Ejemplo 12

Este ejemplo demuestra que la expresion de un mutante de éster sintasa de la éster sintasa ES9 de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, en el que se reemplazé glicina en el residuo de aminoécido 395 de la secuencia notificada
por otros varios residuos de aminoacido, puede usarse para producir ésteres in vivo en presencia de un sustrato de
alcohol adecuado.

Se usaron los siguientes cebadores para retirar fragmentos mutantes y silvestres de éster sintasa de sus
transformantes de E. coli MG1655 DV4/1/2Km Cm®/pKD46 del ejemplo 11:

ES9BspHF 5’ - ATCATGAAACGTCTCGGAAC - 3' (SEQ ID NO: 37); y
ES9XhoR 5' - CCTCGAGTTACTTGCGGGTTCGGGCGCG - 3' (SEQ ID NO: 38)

Los fragmentos de éster sintasa que se obtuvieron a partir de los transformantes de E. coli MG1655
DV4/1/2KmRCmR/pKD46 usando estos cebadores fueron ES9 silvestre, y los mutantes G395R, G395S, G395K,
G395S y G395D. Entonces se clonaron estos fragmentos en el sentido de 3’ del promotor inducible por IPTG en un
vector pCL1920 usando los sitios de restriccién Ncol y Hindlll.
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Se transformaron los plasmidos resultantes en E. coli MG1655 DV2 AfadD electrocompetentes (véase el ejemplo 4)
y se sembraron en placas de LB que contenian 100 mg/l de espectinomicina, se incubaron durante la noche a 37°C,
y se purificaron.

Se hicieron crecer cepas DV2 AfadD purificadas que expresaban ES9, y los mutantes G395R, G395S, G395K,
G395S y G395D en frascos de agitacion de 15 ml y se indujeron con IPTG 1 mM y metanol al 2% (v/v). Tras la
induccion, se tomaron muestras de cada frasco con agitacion a las 15,5 h, 40 h 'y 65 h, y se determinaron los niveles
de produccion de acidos grasos libres y FAME en estos puntos de tiempo usando CG-FID. Los resultados se
muestran en la figura 10A.

También se hizo un seguimiento del crecimiento celular durante la fermentacion tomando pequefias muestras del
caldo de fermentacién y midiendo la DO600. El resultado se muestra en la figura 10B.

Tal como se muestra en la figura 10A, las cepas que expresan ES9, que tienen un residuo de glicina en la posicién
395, asi como las cepas que expresan los mutantes G395R, G395K, G395D y G395E de ES9, produjeron todas
FAME vy &cidos grasos libres sustanciales en presencia de metanol. En cambio, la cepa que expresa el mutante
G395S produjo poca cantidad, en caso de producir alguna, de FAME y/o &cidos grasos libres.

En presencia de metanol, la cepa de produccion que expresa la éster sintasa mutante G395R produjo
aproximadamente 1.800 g/l de FAME/FFA, mientras que la cepa de produccion que expresa la éster sintasa mutante
G395K produjo aproximadamente 1.400 g/l de FAME/FFA. En comparacion con la cantidad de FAME/FFA producida
por la cepa de produccion que comprende la éster sintasa ES9 silvestre, estos dos mutantes parecieron tener una
capacidad sustancialmente mejorada para producir acidos grasos y derivados de los mismos. La sustitucion del
residuo de glicina en la posicion 395 de ES9 por residuos de aminoacido acidos no dotd a la cepa de produccion de
una capacidad mejorada para producir 4cidos grasos y/o derivados. Ni lo hizo la sustitucion del residuo de glicina en
la posicion 395 de ES9 por un residuo de cisteina.

Los resultados demuestran que la mutacién de glicina a un residuo de aminoéacido basico tal como un residuo de
lisina o arginina en la posicion de aminoéacido 395 en la secuencia notificada de éster sintasa ES9 proporciona una
variante mejorada de éster sintasa que puede utilizarse para lograr una produccién mejorada de &cidos grasos y/o
derivados de acidos grasos.

Ejemplo 13

Este ejemplo describe homologos de éster sintasa con actividad y/o especificidad alteradas hacia acil-ACP con
respecto a acil-CoA o beta-hidroxi-acil-ACP. Se identificaron cuatro homoélogos de éster sintasa basandose en
andlisis bioinformaticos y se describen en la siguiente tabla. Se evaluaron estos homdlogos de éster sintasa para
determinar su actividad:

TABLA 8:
Nombres dados Fuente del organismo Ndmero de reqistro SEQ ID
ES1 Marinobacter algicola DG893 ZP 01893763 SEQ ID NO: 39
ES2 Limnobacter sp. MED105 ZP 01915979 SEQ ID NO: 41
ES3 Metagenoma marino EDJ50241 SEQ ID NO: 43
ES4 Muestra de ballena muerta n.° 3 2001496676* SEQ ID NO: 45
* nimero de identificacion IMG

En la tabla a continuacién se enumeran el porcentaje de identidad y el porcentaje de similitud de estos homélogos
con la secuencia notificada de éster sintasa ES9:

TABLA 9:
Ester sintasa ES9
% de identidad % de similitud
ES1 85 91
ES2 51 68
ES3 39 56
ES4 36 56

Se realiz6 la optimizacion de codones en E. coli de las secuencias de nucledtidos de los cuatro homélogos de éster
sintasa anteriores (SEQ ID NO: 40, 42, 44, 46) y se sintetizaron usando DNA2.0 (DNAstar, Menlo Park, CA) y luego
se clonaron en el sentido de 3’ del promotor inducible por IPTG Ptrc en un vector pCL1920 usando los sitios Ncol y
Hindlll.

Se transformaron los plasmidos resultantes en E. coli MG1655 DV2 AfadD para la evaluacion en frascos de
agitacion. En la figura 11, se indican los titulos de produccion de FAME resultantes, cuando se alimentaron las
células con metanol. En la figura 12, se indican se indican los titulos de produccion de FAEE resultantes, cuando se
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alimentaron las células con etanol.

Ejemplo 14

Este ejemplo describe un proceso de fermentacion para producir una composicion de acidos grasos y/o derivados de
acidos grasos usando los microorganismos modificados por ingenieria genética descritos en el presente documento.

Se us6 un proceso de fermentacion y recuperacion para producir biodiésel de calidad de grado comercial mediante
fermentacion de hidratos de carbono.

Se desarrollé un proceso de fermentacion para producir una mezcla de ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) y
ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) para su uso como biodiésel usando los microorganismos modificados por
ingenieria genética descritos en los ejemplos 1-12. Se lleva a cabo la fermentacion de cualquier manera conocida
por los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, se lleva a cabo la fermentacion en un fermentador a escala de
laboratorio de 2 a 10 |. Estos protocolos a modo de ejemplo pueden ampliarse a escala como cualquier otra
fermentacion de E. coli, usando métodos conocidos por un experto habitual en la técnica.

En una realizacion, se llevé a cabo una serie de fermentacion en un fermentador de 2 I. Se hicieron crecer células de
E. coli de una disolucién madre congelada en un medio definido que consistia en 4,54 g/l de K;HPO, trihidratado, 4
g/l de (NH4)2S04, 0,15 g/l de MgSO4 heptahidratado, 20 g/l de glucosa, tampon Bis-tris 200 mM (pH 7,2), 1,25 ml/l de
disolucién de oligoelementos y 1,25 ml/l de disolucién de vitaminas. La disolucion de oligoelementos se componia de
27 g/| de FeCI3 d 6H20, 2 g/| de ZnC|2 4 4H20, 2 g/| de CaC|2 i 6H20, 2 g/| de Na:MoQOy ¢ 2H20, 1,9 g/| de CuSQy, »
5H,0, 0,5 g/l de H3BOs y 100 ml/l de HCI concentrado. La disolucion de vitaminas se componia de 0,42 g/l de
riboflavina, 5,4 g/l de acido pantoténico, 6 g/l de niacina, 1,4 g/l de piridoxina, 0,06 g/l de biotina y 0,04 g/l de &cido
félico.

Se hicieron crecer cincuenta (50) ml de un cultivo descrito en el presente documento durante la noche y se usé
posteriormente para inocular 1 | de un medio que contenia 0,5 g/l de (NH4)2SQ4, 2,0 g/l de KH2PO4, 0,15 g/l de
MgSO4 heptahidratado, 0,034 g/l de citrato férrico, 2,5 g/l de casaminoacidos Bacto, 10 g/l de glucosa, 1,25 ml/l de
disolucién de oligoelementos 2, y 1,25 ml/l de disolucion de vitaminas. La disolucion de oligoelementos 2 contenia
2 g/l de ZnCl; * 4H,0, 2 g/l de CaCl, * 6H,0, 2 g/l de NazMoO, * 2H,0, 1,9 g/l de CuSO, * 5H,0, 0,5 g/l de H3BOs y
100 ml/l de HCI concentrado. La disolucion de vitaminas era la misma que se describid para el medio de cultivo de
inoculo.

El fermentador estaba equipado con controles de temperatura, pH, agitacion, aireacion y oxigeno disuelto. Las
condiciones de fermentacion preferidas incluyen una temperatura de 32°C, un pH de 6,8 y un nivel de oxigeno
disuelto (DO) de aproximadamente el 30% de saturacion. Se mantuvo el pH mediante adiciones de NH4OH, que
también actué como fuente de nitrégeno para el crecimiento celular. Cuando casi se consumio la glucosa inicial, se
suministré al fermentador una alimentacion que consistia en 600 g/l de glucosa, 3,9 g/l de MgSO4 heptahidratado,
1,6 g/l de KH2PO4, 2,5 g/l de casaminoacidos, 0,05 g/l de citrato férrico, 20 ml/I de la disolucién de oligoelementos 2
y 2 ml/l de disolucion de vitaminas. Se establecid la tasa de alimentacion para permitir una tasa de crecimiento
celular de 0,3 h™, para hasta un maximo de 10 g de glucosa/l/h, punto en el que se fij6. Se mantuvo esta tasa
durante el resto de la serie de fermentacién siempre que no se acumulase glucosa en el fermentador. Evitando la
acumulacién de glucosa, fue posible reducir o eliminar la formacién de subproductos tales como acetato, formiato y
etanol, que se producen si no comunmente por E. coli. En las fases tempranas de crecimiento, se indujo la
produccién de FAEE mediante la adicion de IPTG 1 mM y 10 ml/l de etanol puro. Se continué la fermentacion
durante un periodo de 3 dias.

Se afiadi6 etanol varias veces durante la serie para reponer lo que se consumiera por las células para la produccion
de ésteres etilicos grasos, pero principalmente lo que se perdia por evaporacion en el gas residual. Las adiciones
ayudaron a mantener la concentracion de etanol en el caldo de fermentacién a un nivel de entre 10 y 20 ml/l, con el
fin de promover una produccion eficaz sin inhibir el crecimiento celular. Se hizo un seguimiento del avance de la
serie de fermentacién mediante mediciones de la DO600, el consumo de glucosa y la produccion de ésteres.

También se amplié a escala este protocolo de fermentacion hasta un fermentador de 700 |. Los métodos analiticos
utilizados tras las series de fermentacidn se describen en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 15

Este ejemplo describe los procedimientos analiticos usados para detectar el consumo de glucosa, y las
producciones de acidos grasos libres y/o ésteres de acidos grasos. Se analizé el consumo de glucosa en la totalidad
de la fermentacion mediante cromatografia de liquidos de alta presién (HPLC). Se realizo el analisis mediante HPLC
segun métodos comunmente usados en la técnica para medir azlcares y acidos organicos, que implican
normalmente los siguientes equipos y condiciones: Agilent HPLC Serie 1200 (Agilent Technology, Santa Clara, CA)
con detector de indice de refraccién; columna Aminex HPX-87H, 300 mm x 7,8 mm (catalogo: 125-0140);
temperatura de columna: 50°C; intervalo de pH: 1-3; fase mévil: H,SO4 0,005 M (acuoso); velocidad de flujo:
0,6 ml/min; volumen de inyeccion: 5 ul; tiempo de ejecucion: 25 min.
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Se analizé la produccion de éster metilico o etilico de acidos grasos mediante cromatografia de gases con detector
de ionizacién de llama (CG-FID). Se extrajeron muestras del caldo de fermentacién con acetato de etilo en una
razén en volumen de 1:1. Tras agitacién vigorosa en voértex, se centrifugaron las muestras y se analizaron las fases
organicas respectivas mediante CG. Las condiciones de andlisis fueron las siguientes:

Instrumento: Trace GC Ultra, Thermo Electron Corp. (Marietta, OH) con detector de ionizacion de llama (detector
FID);

Columna: DB-1 (el 1% de difenilsiloxano; el 99% de dimetilsiloxano) Col UFM 1/0,1/5/0,1 DET de Thermo Electron
Corp. (n.° de pieza UFMC00001010401; S/N 520070046), con pH de fase de 5, FT de 0,1 um, longitud de 5 m y un
diametro interno de 0,1 mm;

Condiciones de entrada: 300°C, fraccionamiento 1/300 con un flujo de fraccionamiento de 150 ml/min, tiempo de
ejecucion total: 2 min;

Gas portador/velocidad de flujo: Helio/0,5 ml/min;

Temperatura de blogue: 260°C;

Temperatura de horno: 0,3 min mantener a 140°C; aumentar en rampa a 100°C/min hasta 300°C; mantener durante
0,05 min, tiempo de ejecucidn total: 4 min.

Temperatura de detector: 300°C;

Volumen de inyeccion: 1 pl.

Se hizo un seguimiento de la produccion de éster metilico o etilico graso mediante cromatografia de gases
conectada con un detector de espectrometria de masas (CG-EM). Se extrajeron muestras de los caldos de
fermentacion con acetato de etilo o acetato de butilo en una razén en volumen de 1:1. Tras agitacion vigorosa en
vortex, se centrifugaron las muestras y se analizaron las fases organicas respectivas mediante CG-EM en un
aparato Agilent 6850 (Agilent Technology, Santa Clara, CA) equipado con un MSD 5975B VL. Se extrajeron los
iones mediante monitorizacion de iones individuales. Las condiciones de analisis fueron las siguientes:

Temperatura de horno: 3,00 min mantener a 100°C, aumentar en rampa a 20°C/min hasta 320°C y mantener durante
5 min, con un tiempo de ejecucién total de 19 min;

Columna capilar: DB-5 MS UlI, capilar de 30,0 m x 250 uM x 0,250 pm x 0,25 pm nominal;

Gas portador/velocidad de flujo/presion: Helio/1,2 mi/min/12,56 psi;

Condicién de entrada: 320°C sin fraccionamiento;

Velocidad de flujo total: 16,2 ml/min;

Ejemplo 16

Este ejemplo demuestra que pueden producirse ésteres etilicos de acidos grasos mediante la fermentacion de una
cepa de E. coli que expresa una éster sintasa, en ausencia de una tioesterasa y/o una acil-CoA sintasa.

Se transformaron E. coli MG1655 DV2 y DV2 AfadD, tal como se describe en los ejemplos 2 y 4, respectivamente,
con el plasmido pDS57 (SEQ ID NO: 23), tal como se describe en el ejemplo 5. Se hicieron crecer las cepas
resultantes DV2 pDS57 y DV2 AfadD pDS57 en fermentadores de 2 y 5 | segun el protocolo de fermentacion del
ejemplo 14. Los resultados representativos del analisis de FAEE, FFA, y el rendimiento total de FAEE para cada
cepa se muestran en la tabla 10. Se expresa el rendimiento como los gramos de producto obtenidos por 100 gramos
de fuente de carbono usada.

TABLA 10
Parametro DV2 pDS57 DV2 AfadD pDS57
Concentracion de FAEE (g/l) 5,9 7,3
Concentracion de FFA (g/l) 0,3 0,5
Rendimiento de FAEE con respecto a glucosa (%) | 5,6 6,1

Los resultados indican que pueden producirse altos niveles de ésteres etilicos de acidos grasos y bajos niveles de
acidos grasos libres mediante la fermentacién de cepas de E. coli DV2 y DV2 AfadD que expresan éster sintasa
ESO9.

Ejemplo 17
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Este ejemplo demuestra que pueden producirse ésteres de acidos grasos mediante la alimentacién de acidos grasos
y alcoholes a una cepa microbiana que contiene una éster sintasa nativa (es decir, no recombinante). Se usé una
cepa de Funibacter jadensis como ejemplo de una cepa microbiana que contiene una éster sintasa de este tipo. Se
cultivé en un medio de agua de mar.

Se prepar6 un medio de agua de mar y se esterilizé en autoclave: 23,6 g/l de NaCl, 0,64 g/l de KCl, 4,53 g/l de MgCl;
X 6H20, 5,94 g/l de MgSO4 x 7H»0. Se ajusto el pH a 7,2 con NaHCO:s.

Se obtuvo la cepa Funibacter jadensis T9 (DSM 12178) de la DSMZ (http://www.dsmz.de). Se hizo crecer la cepa en
25 ml del medio de agua de mar, complementado con 100 ul de palmitato de sodio (al 1% en H>O) y uno de los
cuatro alcoholes enumerados en la tabla 11. Tras 18 h de crecimiento a 30°C, se extrajeron los caldos de cultivo con
20 ml de acetato de etilo. Luego, se analizaron con CG/EM las fases de acetato de etilo respectivas de los
extractantes de acetato de etilo. Se enumeraron los tipos de ésteres que se produjeron en la tabla 11. La figura 13
representan los espectros de CG/EM de palmitato de etilo y palmitato de isopropilo producidos por la cepa F.
jadensis T9 alimentada con etanol e isopropanol, respectivamente, en los paneles central e inferior.

TABLA 11
Alcoholes Esteres producidos
Etanol (250 ul) Palmitato de etilo
Isopropanol (250 ul) Palmitato de isopropilo
Butanol (250 ul) Palmitato de butilo
Hexadecanol (250 pl, al 100% p/v en DMSO) hexadecanoato de hexadecanoilo
Control (250 ul de H,0) palmitato
Ejemplo 18

Este ejemplo demuestra la produccién de derivados de &cidos grasos en una célula huésped de E. coli silvestre en
presencia de un nivel no atenuado de fadE enddgeno. El gen fadE codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, que
cataliza la etapa inicial en la degradacion de acil-CoA grasos. Por tanto, fadE se considera a menudo necesario
cuando se producen derivados de acidos grasos usando acil-CoA como sustratos. Sin embargo, las células de
produccién de derivado de acidos grasos de la presente invencion pueden usar acil-ACP como sustratos. Por tanto,
la presencia de una acil-CoA deshidrogenasa no provocard necesariamente la degradacion de los sustratos. Este
ejemplo demuestra que, en efecto, la expresién enddgena de fadE puede dejarse intacta sin afectar a la produccion
de derivados de &cidos grasos.

Se transform6 el plasmido pDS57 (SEQ ID NO: 23, véase el ejemplo 6), que coloca ES9 bajo el control
transcripcional del promotor trc, en una cepa de E. coli MG1655 electrocompetente. Se transform6 el mismo
plasmido en la cepa de E. coli MG1655 D1 (o E. coli MG1655AfadE, véase el ejemplo 1) para servir como
comparacion. Se hicieron crecer las cepas en frascos de agitacion y se evaluaron usando el protocolo de
fermentacion en frascos de agitacion convencional, tal como el descrito en el ejemplo 7, citado anteriormente.
Cuando se indujeron cepas con IPTG 1 mM, también se complementaron con etanol, hasta un volumen final del 2%
(v/v). Se tomaron cuatro puntos de tiempo y se analizaron las cepas para determinar su crecimiento, y para
determinar la produccién de ésteres etilicos de acidos grasos. Los resultados se representan en las figuras 11y 12.
Ambas cepas tuvieron perfiles de crecimiento (figura 11) y perfiles de produccién de ésteres etilicos de acidos
grasos (figura 12) casi idénticos. La cepa MG1655 pDS57 pudo producir aproximadamente 2 g/l de FAEE,
demostrando que ES9 puede producir éster directamente en una cepa silvestre sin un fadE atenuado.

También se determiné que la acumulacién de acidos grasos libres fue inferior a 20 mg/l en total para cada cepa.

Ejemplo 19

Este ejemplo proporciona un método a modo de ejemplo para la expresion de un polipéptido de éster sintasa en una
Saccharomyces cerevisiae. Las tioesterasas y/o acil-CoA sintasas enddgenas u otras enzimas de degradacion de
acidos grasos, si estan presentes, pueden atenuarse o delecionarse funcionalmente usando los métodos apropiados
tal como se describe en el presente documento.

El vector pRS425 de tipo plasmido episomal de levadura (YEp) (Christianson et al., Gene 110:119-122 (1992))
contiene secuencias del plasmido enddégeno de 2 micrometros de Saccharomyces cerevisiae, un marcador
seleccionable LEU2 y secuencias basadas en el esqueleto de un fagémido multifuncional, pBluescript Il SK(+). Se
clona el promotor fuerte de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPD) constitutivo de Saccharomyces
cerevisiae, entre los sitios Sacll y Spel de pRS425 usando el método descrito por Jia et al., Physiol. Genomics 3:83-
92 (2000) para producir pGPD-425 (SEQ ID NO: 50). Se introduce un sitio Notl en el sitio BamHI de pGPD-425,
proporcionando un sitio Notl flanqueado por sitios BamHI, y este plasmido se denomina pY75 (SEQ ID NO: 48).

Se trata en primer lugar un gen de éster sintasa de interés, tal como, por ejemplo, uno que codifica para un
polipéptido seleccionado de SEQ ID NO: 18, 24, 25 y 26, o una variante de los mismos, de manera que pueden
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ligarse los fragmentos de ADN en el sitio Notl Unico de pY75 (SEQ ID NO: 48). Antes de su uso para la clonacion, se
linealiza el vector pY75 con Notl, se rellena con ADN polimerasa de T4 y se desfosforila con fosfatasa alcalina de
gamba (New England Biolabs, Ipswich, MA). Entonces de aisla el ADN de plasmido usando técnicas
convencionales. Se realizan digestos de restriccion con EcoRI para identificar clones plasmidicos en los que el
codon de iniciacion esta en la proximidad del extremo 3’ del promotor GPD de pY75 (orientacion sentido del gen de
éster sintasa). El plasmido se denomina pY75_ES.

Se usa un vector pY75 vacio como control. Se transforman ADN de plasmido de pY75_ES y ADN de plasmido de
vector pY75 vacio en la cepa de Saccharomyces cerevisiae INVSC1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando métodos
convencionales tales como los descritos en Gietz et al., Met. Enzymol. 350:87-96 (2002). Se seleccionan colonias de
levaduras recombinantes en medios DOBA complementados con CSM-leu (Qbiogene, Carlsbad, CA). Se alimentan
los cultivos con sustratos de alcohol adecuados. Se aislan los &cidos grasos y/o derivados de &cidos grasos
resultantes de la célula huésped usando los métodos en el presente documento. Se determina la cantidad de &cidos
grasos y/o derivados de acidos grasos producidos usando técnicas conocidas tales como, por ejemplo, CG/EM.

Ejemplo 20

Este ejemplo proporciona un método a modo de ejemplo para la expresion de una éster sintasa en una Yarrowia
lipolytica.

Se construye un vector pFBAIN-MOD-1 segun los métodos de la publicacion PCT n.° W02008/147935, cuyas
divulgaciones se incorporan como referencia al presente documento. Se presenta una representacion pictérica de
las caracteristicas de este vector en el presente documento como la figura 18.

Se liga una éster sintasa de interés en el pFBAIN-MOD-1 predigerido con Ncol y Notl (SEQ ID NO: 51). La reaccion
de ligamiento contiene 10 ul de tampdn de ligamiento 2 x, 1 ul de ADN ligasa de T4 (Promega, Madison, WI), 3 ul
(~ 300 ng) de un fragmento de polinuclettido de éster sintasa y 1 pl de pFBAIN-MOD-1 (~ 150 ng). Entonces se
incuba la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 2 h y se usa para transformar células de E. coli Top10
competentes (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se recuperan los ADN de plasmido de los transformantes usando un kit
Qiagen Miniprep (Valencia, CA). Se identifican los clones correctos mediante mapeo de restriccion y los constructos
finales se designan como pFBAIN_ES.

Se transforman un clon de pFBAIN_ES y un pldsmido de control pFBAIN-MOD-1 en una cepa de Yarrowia lipolytica,
por ejemplo, Y_FOAR. Se prepara Y_FOAR obteniendo células de Yarrowia lipolytica ATCC n.° 20362 y
sembrandolas en una placa de agar YPD (que contiene 10 g/l de extracto de levadura (DIFCO Labs, Detroit, Ml),
20 g/l de peptona Bacto (DIFCO) y 20 g/l de glucosa). Posteriormente se cultivan las células en lineas sobre una
placa con medio minimo (MM) (que contiene 75 mg/l de cada uno de uracilo y uridina, 6,7 g/l de YNB (base
nitrogenada de levadura) con sulfato de amonio, sin aminoacidos y 20 g/l de glucosa) que contiene 250 mg/l de 5-
FOA (Zymo Research, Orange, CA). Pueden incubarse las placas a 28°C, y se cultivan las colonias resultantes en
zonas por separado sobre placas con MM que contienen 200 mg/ml de 5-FOA y placas con MM que carecen de
uracilo y uridina. Por tanto se obtiene auxotrofia de Ura3 y la cepa resultante es la cepa Y_FOAFR.

Se siembran las células procedentes de la transformacion sobre placas con MM que carecen de uracilo y (base
nitrogenada de levadura al 0,17% (DIFCO Labs) sin sulfato de amonio o aminoacidos, glucosa al 2%, prolina al
0,1%, pH 6,1, 20 g/l de agar) y se mantienen a 30°C durante 2 d. Entonces se usan algunos transformantes para
inocular cultivos de 25 ml individuales en medio MM (YNB al 0,17% (DIFCO) sin sulfato de amonio o aminoacidos,
glucosa al 2%, prolina al 0,1%, (pH 6,1). Se permite que crezca cada cultivo durante 2 d a 30°C, luego se cambia a
25 ml de HGM (medio con alto contenido en glucosa que contiene 80 g/l de glucosa, 2,58 g/l de KH2PO4, 5,36 g/l de
K2HPOQ,) y se permite que crezca durante 5 d a 30°C. Se alimentan los cultivos con sustratos de alcohol adecuados.

Entonces se extraen las especies grasas totales y puede determinarse y/o medirse la produccién de acidos grasos
y/o derivados de acidos grasos usando los métodos descritos en el presente documento.

Ejemplo 21

Este ejemplo describe la expresion de una éster sintasa en una célula huésped cianobacteriana.

Se preparan vectores adecuados para producir acidos grasos y/o derivados de los mismos en células huésped
cianobacterianas incluyendo, por ejemplo, células de Synechococcus sp. PCC7002, Synechococcus elongatus
PCC7942 o Synechocystis sp. PCC6803. Entonces se clona en esos vectores una éster sintasa de interés, por
ejemplo, una atfAl (de A. borkumensis SK2, n.° de registro de GenBank YP_694462), AtfA2 (de A. borkumensis
SK2, n.° de registro de GenBank YP_693524), ES9 (de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8789, n.° de registro de
GenBank AB0O21021), ES8 (de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8789, n.° de registro de GenBank ABO21020), y
variantes de las mismas, opcionalmente integradas en el cromosoma bajo el control de un promotor adecuado (por
ejemplo, PTrc).

Se construye un vector para lograr la recombinacion homoéloga en Synechococcus sp. PCC7002 pAQ1 [n.° de
registro de GenBank NC_0050525] usando regiones homélogas de 500 pb correspondientes a las posiciones 3301-
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3800 y 3801-4300. Un marcador seleccionable, tal como un casete de resistencia a espectinomicina que contiene el
gen de aminoglicosido 3’-adeniltransferasa, aad, un promotor y un terminador se deriva del plasmido PCL1920
(segun Lerner et al., Nucleic Acids Res. 18:4631 (1990)). Se inserta ese marcador seleccionable en las regiones
homélogas. Se prepara un plasmido, tal como pACYC177, segun Chang, et al. J. Bacteriol. 134: 1141-1156 (1978).
Se afiaden el promotor y el sitio de unioén al ribosoma de la aminoglicésido fosfotransferasa, aph, seguido por sitios
de clonacion unicos apropiados que son, por ejemplo, secuencias de reconocimiento de Ndel y EcoRI. Se sintetiza
este casete de integracién completa y se clona en un vector pUC19 (New England Biolabs, Ipswich, MA). El
plasmido resultante, pLS9-7002, permite la clonacion y expresion de un gen foraneo y el suministro y la integracion
estable in vivo en Synechococcus sp. PCC7002 pAQL1.

Se crea un plasmido u operén sintético que contiene un gen de éster sintasa (por ejemplo, uno que codifica para
ES9), y se clona en los sitios Ndel y EcoRI de pLS9-7002 en el sentido de 3’ del promotor aph y el sitio de unién al
ribosoma. Se transforma el plasmido resultante en Synechococcus sp. PCC7002 usando un método descrito por
Stevens et al., PNAS 77:6052-56 (1980).

En algunas realizaciones, se construye otro vector para recombinacién homadloga en el genoma de Synechococcus
elongatus PCC7942 (n.° de registro de GenBank CP_000100) usando regiones homdlogas de 800 pb
correspondientes a las posiciones 2577844-2578659 y 2578660-2579467. Esta ubicacion cromosdmica se conoce
como sitio neutro uno (NS1) (Mackey et al., Met. Mol. Biol. 362:115-129 (2007). Se deriva un marcador
seleccionable, tal como, por ejemplo, un casete de resistencia a espectinomicina y se introduce tal como se
describié anteriormente. Se sintetiza este casete de integracion y se clona en pUC19 (New England Biolabs). El
plasmido resultante, pLS9-7942-NS1, permite la clonacién y expresion de un gen foraneo y el suministro y la
integracion estable in vivo en el genoma de Synechococcus elongatus PCC7942.

Se crea un plasmido u operdn sintético que comprende un gen de éster sintasa de interés, tal como se describié
anteriormente, que entonces se clona en el sitio Ndel o EcoRI de pLS9-7942-NS1. Se transforma el plasmido
resultante en S. elongatus PCC7942 segun un método descrito por Mackey et al., citado anteriormente.

En algunas realizaciones, se construye aln otro vector para recombinacion homéloga en el genoma de
Synechocystis sp. PCC6803 (registro de GenBank BA_000022) usando regiones homdlogas de 1300 a 1700 pb
correspondientes a las posiciones 2299015-2300690, y 2300691-2302056, respectivamente. Esta ubicacion
cromosomica se conoce como sitio neutro RS1/2 (Shao et al., Appl. Environ. Microbiol. 68:5026-33 (2002)). Se
prepara un plasmido, tal como pACYC177, segun Chang, et al. J. Bacteriol. 134: 1141-1156 (1978). Como marcador
seleccionable, se deriva un casete de resistencia a kanamicina (que contiene aminoglicésido fosfotransferasa, aph,
promotor, gen y terminador) del pldsmido pACYC177, y se afiade entre las regiones homdlogas. Adicionalmente, se
afiaden sitios de clonacién Unicos apropiados, por ejemplo, sitios de reconocimiento Ndel y Xbal. Se sintetiza este
casete de integracién y se clona en pUC19 (New England Biolabs). El plasmido resultante, pLS9-6803-RS, permite
la clonacién y expresion de un gen foraneo y el suministro y la integracion estable en el genoma de Synechocystis
sp. PCC6803.

Se crea un plasmido u operén sintético que contiene un gen de éster sintasa tal como se describié anteriormente,
gue se clona luego en el sitio Ndel o Xbal de pLS9-6803-RS. Se transforma el plasmido resultante en Synechocystis
sp. PCC6803 seguin un método descrito por Zang et al. J. Microbiol., 45:241-45 (2007).

OTRAS REALIZACIONES

Ha de entenderse que aunque se ha descrito la invencion junto con la descripciéon detallada de la misma, la
descripcion anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que esta definido por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Método de produccién de un éster graso, comprendiendo el método cultivar una célula huésped bacteriana
en presencia de una fuente de carbono, en el que la célula huésped bacteriana se modifica por ingenieria
genética para sobreexpresar un gen heter6logo que codifica para una éster sintasa mejorada, y aislar el
éster graso, en el que el gen codifica para un polipéptido que tiene al menos el 90% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y que tiene una sustitucién en el residuo de
glicina 395.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el gen codifica para el polipéptido que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 que tiene dicha sustitucion en el residuo de glicina 395.

Método segun la reivindicacion 2, en el que el residuo de glicina 395 se reemplaza por un residuo de
aminodcido basico.

Método segun la reivindicacion 3, en el que el residuo de aminoacido bésico es un residuo de lisina o un
residuo de arginina.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la célula huésped es una célula de
Escherichia o una célula cianobacteriana.
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FIG. 2

Promotor del operdon de proteina ribosdmica spc de E. coli Pspc
SEQ ID NO: 13

5"-gctgtttCAGTACACTCTCTCAATACGAATAAACGGCTCAGAAATGAGCCGT
TTATTTTTTCTACCCATATCCTTGAAGCGGTGTTATAATGCCGCGCCCTCGATAT
GGGGATTTTTAACGACCTGATTTTCCGGTCTCAGTAGTAGTTGACATTAGCGGAG

CACTAAA-3'
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FIG. 3

Plasmido pDS33.ES9
SEQ ID NO: 22

5S’-CACTATACCAATTGAGATGGGCTAGTCAATGATAATTACTAGTCCTTTTCCTTTGA
GTTGTGGGTATCTGTAAATTCTGCTAGACCTTTGCTGGAAAACTTGTAAATTCTGCTA
GACCCTCTGTAAATTCCGCTAGACCTTTGTGTGTTTTTTTTGTTTATATTCAAGTGGTT
ATAATTTATAGAATAAAGAAAGAATAAAAAAAGATAAAAAGAATAGATCCCAGCCC
TGTGTATAACTCACTACTTTAGTCAGTTCCGCAGTATTACAAAAGGATGTCGCAAAC
GCTGTTTCAGTACACTCTCTCAATACGAATAAACGGCTCAGAAATGAGCCGITTATTITITC
TACCCATATCCTTGAAGCGGTGTTATAATGCCGCGCCCTCGATATGGGGATTTTTAACGAC
CTGATTTTCGGGTCTCAGTAGTAGTTGACATTAGCGGAGCACTAAACCATGAAACGTCT
CGGAACCCTGGACGCCTCCTGGCTGGCGGTTGAATCTGAAGACACCCCGATGC
ATGTGGGTACGCTTCAGATTTTCTCACTGCCGGAAGGCGCACCAGAAACCTTC
CTGCGTGACATGGTCACTCGAATGAAAGAGGCCGGCGATGTGGCACCACCCTG
GGGATACAAACTGGCCTGGTCTGGTTTCCTCGGGCGCGTGATCGCCCCGGCCT
GGAAAGTCGATAAGGATATCGATCTGGATTATCACGTCCGGCACTCAGCCCTG
CCTCGCCCCGGCGGGGAGCGCGAACTGGGTATTCTGGTATCCCGACTGCACTC
TAACCCCCTGGATTTTTCCCGCCCTCTTTGGGAATGCCACGTTATTGAAGGCCT
GGAGAATAACCGTTTTGCCCTTTACACCAAAATGCACCACTCGATGATTGACGG
CATCAGCGGCGTGCGACTGATGCAGAGGGTGCTCACCACCGATCCCGAACGCT
GCAATATGCCACCGCCCTGGACGGTACGCCCACACCAACGCCGTGGTGCAAAA
ACCGACAAAGAGGCCAGCGTGCCCGCAGCGGTTTCCCAGGCAATGGACGCCCT
GAAGCTCCAGGCAGACATGGCCCCCAGGCTGTGGCAGGCCGGCAATCGCCTG
GTGCATTCGGTTCGACACCCGGAAGACGGACTGACCGCGCCCTTCACTGGACC
GGTTTCGGTGCTCAATCACCGGGTTACCGCGCAGCGACGTTTTGCCACCCAGC
ATTATCAACTGGACCGGCTGAAAAACCTGGCCCATGCTTCCGGCGGTTCCTTG
AACGACATCGTGCTTTACCTGTGTGGCACCGCATTGCGGCGCTTTCTGGCTGA
GCAGAACAATCTGCCAGACACCCCGCTGACGGCTGGTATACCGGTGAATATCC
GGCCGGCAGACGACGAGGGTACGGGCACCCAGATCAGTTTTATGATTGCCTCG
CTGGCCACCGACGAAGCTGATCCGTTGAACCGCCTGCAACAGATCAAAACCTC
GACCCGACGGGCCAAGGAGCACCTGCAGAAACTTCCAAAAAGTGCCCTGACCC
AGTACACCATGCTGCTGATGTCACCCTACATTCTGCAATTGATGTCAGGTCTCG
GGGGGAGGATGCGACCAGTCTTCAACGTGACCATTTCCAACGTGCCCGGCCCG
GAAGGCACGCTGTATTATGAAGGAGCCCGGCTTGAGGCCATGTATCCGGTATC
GCTAATCGCTCACGGCGGCGCCCTGAACATCACCTGCCTGAGCTATGCCGGAT
CGCTGAATTTCGGTTTTACCGGCTGTCGGGATACGCTGCCGAGCATGCAGAAA
CTGGCGGTTTATACCGGTGAAGCTCTGGATGAGCTGgAATCGCTGATTCTGCCA
CCCAAGAAGCGCGCCCGAACCCGCAAGTAACTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATA
TGGGaaticACCCGCTGACGAGCTTAGTAAAGCCCTCGCTAGATTTTAATGCGGATGTT
GCGATTACTTCGCCAACTATTGCGATAACAAGAAAAAGCCAGCCTTTCATGATATAT
CTCCCAATTTGTGTAGGGCTTATTATGCACGCTTAAAAATAATAAAAGCAGACTTGA
CCTGATAGTTTGGCTGTGAGCAATTATGTGCITAGTGCATCTAACGCTTGAGTTAAG
CCGCGCCGCGAAGCGGCGTCGGCTTGAACGAATTGTTAGACATTATTTGCCGACTAC
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FIG. 3 Cont.

CTTGGTGATCTCGCCTTTCACGTAGTGGACAAATTCTTCCAACTGATCTGCGCGCGA
GGCCAAGCGATCTTCTTCTTGTCCAAGATAAGCCTGTCTAGCTTCAAGTATGACGGG
CTGATACTGGGCCGGCAGGCGCTCCATTGCCCAGTCGGCAGCGACATCCTTCGGCGC
GATTTTGCCGGTTACTGCGCTGTACCAAATGCGGGACAACGTAAGCACTACATTTCG
CTCATCGCCAGCCCAGTCGGGCGGCGAGTTCCATAGCGTTAAGGTTTCATTTAGCGC
CICAAATAGATCCIGTICAGGAACCGGATCAAAGAGTICCTCCGCCGCTGGACCTAC
CAAGGCAACGCTATGTTCTCTTGCTTTTGTCAGCAAGATAGCCAGATCAATGTCGAT
CGTGGCTGGCTCGAAGATACCTGCAAGAATGTCATTGCGCTGCCATTCTCCAAATTG
CAGTTCGCGCTTAGCTGGATAACGCCACGGAATGATGTCGTCGTGCACAACAATGGT
GACTTCTACAGCGCGGAGAATCTCGCTCTCTCCAGGGGAAGCCGAAGTTTCCAAAA
GGTCGTTGATCAAAGCTCGCCGCGTTGTTTCATCAAGCCTTACGGTCACCGTAACCA
GCAAATCAATATCACTGTGTGGCTTCAGGCCGCCATCCACTGCGGAGCCGTACAAAT
GTACGGCCAGCAACGTCGGTTCGAGATGGCGCTCGATGACGCCAACTACCTCTGAT
AGTTGAGTCGATACTTCGGCGATCACCGCTTCCCTCATGATGTTTAACTTTGTTITAG
GGCGACTGCCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTCCATAACATCAAACATCGACCCA
CGGCGTAACGCGCTIGCTGCTTGGATGCCCGAGGCATAGACTGTACCCCAAAAAAA
CAGTCATAACAAGCCATGAAAACCGCCACTGCGCCGTTACCACCGCTGCGTTCGGTC
AAGGTTCTGGACCAGTTGCGTGAGCGCATACGCTACTTGCATTACAGCTTACGAACC
GAACAGGCTTATGTCCACTGGGTTCGTGCCTTCATCCGTTTCCACGGTGTGCGTCACC
CGGCAACCTTGGGCAGCAGCGAAGTCGAGGCATTTCTGTCCTGGCTGGCGAACGAG
CGCAAGGTTTCGGTCTCCACGCATCGTCAGGCATTGGCGGCCTTGCTGTTCTTCTACG
GCAAGGTGCTGTGCACGGATCTGCCCTGGCTTCAGGAGATCGGAAGACCTCGGCCG
TCGCGGCGCTTGCCGGTGGTGCTGACCCCGGATGAAGTGGTTCGCATCCTCGGTTTT
CTGGAAGGCGAGCATCGTTTGTTCGCCCAGCTTCTGTATGGAACGGGCATGCGGATC
AGTGAGGGTTTGCAACTGCGGGTCAAGGATCTGGATTTCGATCACGGCACGATCATC
GTGCGGGAGGGCAAGGGCTCCAAGGATCGGGCCTTGATGTTACCCGAGAGCTTIGGC
ACCCAGCCTGCGCGAGCAGGGGAATTAATTCCCACGGGTTTTGCTGCCCGCAAACG
GGCTGTTCTGGTGTTGCTAGTTTGTTATCAGAATCGCAGATCCGGCTTCAGCCGGTTT
GCCGGCTGAAAGCGCTATTTCTTCCAGAATTGCCATGATTTITTTCCCCACGGGAGGC
GTCACTGGCTCCCGTGTTGTCGGCAGCTTTGATTCGATAAGCAGCATCGCCTGTTTCA
GGCTGTCTATGTGTGACTGTTGAGCTGTAACAAGTTGTCTCAGGTGTTCAATTTCATG
TTCTAGTTGCTTTGTTITACTGGTTTCACCTGTICTATTAGGTGTTACATGCTGTTCAT
CTGTTACATTGTCGATCTGTTCATGGTGAACAGCTTITGAATGCACCAAAAACTCGTA
AAAGCTCTGATGTATCTATCTTTTTTACACCGTTTTCATCTGTGCATATGGACAGTTT
TCCCTTTGATATGTAACGGTGAACAGTTGTTCTACTTTTGTTTGTTAGTCTTGATGCTT
CACTGATAGATACAAGAGCCATAAGAACCTCAGATCCTTCCGTATTTAGCCAGTATG
TTCTCTAGTGTGGTTCGTTGTTTTTGCGTGAGCCATGAGAACGAACCATTGAGATCAT
ACTTACTITGCATGTCACTCAAAAATTITGCCTCAAAACTGGTGAGCTGAATTTTTGC
AGTTAAAGCATCGTGTAGTGTTTTTCTTAGTCCGTTATGTAGGTAGGAATCTGATGTA
ATGGTTGTTGGTATTTTGTCACCATTCATTITTATCTGGTTGTTCTCAAGTTCGGTTAC
GAGATCCATTTGTCTATCTAGTTCAACTTGGAAAATCAACGTATCAGTCGGGCGGCC
TCGCTTATCAACCACCAATTTCATATTGCTGTAAGTGTTTAAATCTTTACTTATTGGT
TTCAAAACCCATTGGTTAAGCCTTTTAAACTCATGGTAGTTATTTTCAAGCATTAACA
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FIG. 3 Cont.

TGAACTTAAATTCATCAAGGCTAATCTCTATATTTGCCTTGTGAGTTTTCTTTIGTGTT
AGTTCTTTTAATAACCACTCATAAATCCTCATAGAGTATTTGTTTTCAAAAGACTTAA
CATGTTCCAGATTATATTTTATGAATTTTTTTAACTGGAAAAGATAAGGCAATATCTC
TTCACTAAAAACTAATTCTAATTTTTCGCTTGAGAACTTGGCATAGTTTGTCCACTGG
AAAATCTCAAAGCCTTTAACCAAAGGATTCCTGATTTCCACAGTTCTCGTCATCAGC
TCTCTGGTTGCTTTAGCTAATACACCATAAGCATTTTCCCTACTGATGTTCATCATCT
GAGCGTATTGGTTATAAGTGAACGATACCGTCCGTTCTTITCCTTGTAGGGTTTTCAAT
CGTGGGGTTGAGTAGTGCCACACAGCATAAAATTAGCTTGGTTTCATGCTCCGTTAA
GTCATAGCGACTAATCGCTAGTTCATTTGCTTTGAAAACAACTAATTCAGACATACA
TCTCAATTGGTCTAGGTGATITTAAT-3
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FIG. 4

Plasmido pDS57
SEQ ID NO: 23

5'-CACTATACCAATTGAGATGGGCTAGTCAATGATAATTACTAGTCCTTTTCCTTTGA
GTTGTGGGTATCIGTAAATTCTGCTAGACCTTITGCTGGAAAACTIGTAAATICTGCTA
GACCCTCTGTAAATTCCGCTAGACCTTIGTGTGTTTITITTGTTTATATTCAAGTGGTT
ATAATTTATAGAATAAAGAAAGAATAAAAAAAGATAAAAAGAATAGATCCCAGCCC
TCTGTATAACTCACTACTTTAGTCAGTTCCGCAGTATTACAAAAGGATGTCGCAAAC
GCTGTTTGCTCCTCTACAAAACAGACCTTAAAACCCTAAAGGCgtecGGCATCCGCTTA
CAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATC
ACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGATCAATTCGCGCGCGAAGGCGAAGCGGCATGCA
TTTACGTTGACACCATCGAATGGTGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCC
CGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTC
GCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGC
CACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTA
CATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCG
TTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAAT
CTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGC
GTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCICGCGCAACGCGTCAGTGGGCT
GATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCAC
TAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATT
TTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCIGGTCGCATIGGGICAC
CAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTG
GCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGA
AGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGG
GCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGC
GCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACG
ACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTIAACCACCATCAAACAGGATT
TTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGG
CGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTG
GCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTG
GCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTaA
GTTAGCGCGAATTGATCTGGTTTGACAGCTTATCATCGACTGCACGGTGCACCAATG
CTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGGCTGTGCAGGTCGTAAATCA
CIGCATAATTCGTGTCGCTCAAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTITTTGCGCCG
ACATCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCCG
GCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGC
CGCTGAGAAAAAGCGAAGCGGCACTGCICTITAACAATTTATCAGACAATCTIGTGTG
GGCACTCGACCGGAATTATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTAAAGAGGTATATAT
TAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAACCATGAAACGTCTCGGAACCCTGGAC
GCCTCCTGGCTGGCGGTTGAATCTGAAGACACCCCGATGCATGTGGGTACGCTTCAG
ATTTTCTCACTGCCGGAAGGCGCACCAGAAACCTTCCTGCGTGACATGGTCACTCGA
ATGAAAGAGGCCGGCGATGTGGCACCACCCTGGGGATACAAACTGGCCTGGTCTGG
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FIG. 4 Cont.

TTTCCTCGGGCGCGTGATCGCCCCGGCCTGGAAAGTCGATAAGGATATCGATCTGGA
TTATCACGTCCGGCACTCAGCCCTGCCTCGCCCCGGCGGGGAGCGCGAACTGGGTAT
TCTGGTATCCCGACTGCACTCTAACCCCCTGGATTTTTCCCGCCCTCTTTGGGAATGC
CACGTTATTGAAGGCCTGGAGAATAACCGTTTTGCCCTTTACACCAAAATGCACCAC
TCGATGATTGACGGCATCAGCGGCGTGCGACTGATGCAGAGGGTGCTCACCACCGA
TCCCGAACGCTGCAATATGCCACCGCCCTGGACGGTACGCCCACACCAACGCCGTG
GTGCAAAAACCGACAAAGAGGCCAGCGTGCCCGCAGCGGTTTCCCAGGCAATGGAC
GCCCTGAAGCTCCAGGCAGACATGGCCCCCAGGCTGTGGCAGGCCGGCAATCGCCT
GGTGCATTCGGTTCGACACCCGGAAGACGGACTGACCGCGCCCTTCACTGGACCGG
TITCGGTGCTCAATCACCGGGTTACCGCGCAGCGACGTTTTGCCACCCAGCATTATC
AACIGGACCGGCTGAAAAACCTGGCCCATGCTTCCGGCGGTTCCTTGAACGACATCG
TGCTTTACCTGTGTGGCACCGCATTGCGGCGCTTTCTGGCTGAGCAGAACAATCTGC
CAGACACCCCGCTGACGGCTGGTATACCGGTGAATATCCGGCCGGCAGACGACGAG
GGTACGGGCACCCAGATCAGITITATGATTIGCCTCGCTGGCCACCGACGAAGCTGAT
CCGTTGAACCGCCTGCAACAGATCAAAACCTCGACCCGACGGGCCAAGGAGCACCT
GCAGAAACTTCCAAAAAGTGCCCTGACCCAGTACACCATGCTGCTGATGTCACCCTA
CATTCTGCAATTGATGTCAGGTCTCGGGGGGAGGATGCGACCAGTCTITCAACGTGAC
CATTTCCAACGTGCCCGGCCCGGAAGGCACGCTGTATTATGAAGGAGCCCGGCTTG
AGGCCATGTATCCGGTATCGCTAATCGCTCACGGCGGCGCCCTGAACATCACCTGCC
TGAGCTATGCCGGATCGCTGAATTTCGGTTITACCGGCTGTCGGGATACGCTGCCGA
GCATGCAGAAACTGGCGGTTTATACCGGTGAAGCTCTGGATGAGCTGGAATCGCTG
ATTCTGCCACCCAAGAAGCGCGCCCGAACCCGCAAGTAACTCGAGATCTGCAGCTG
GTACCATATGGGAATTCGAAGCTTGGGCCCGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGA
TCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTAAACGGTCTCCAG
CTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATITICAGCCIGATACAGATTAAATCAGAA
CGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCC
ACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGG
GGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCA
GTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTgacGC
CTGATGCGGTATITICTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCA
CTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAA
CACCCGCTGACGAGCTTAGTAAAGCCCTCGCTAGATTTTAATGCGGATGTTGCGATT
ACTTCGCCAACTATTGCGATAACAAGAAAAAGCCAGCCITTCATGATATATCTCCCA
ATTTGTGTAGGGCTTATTATGCACGCTTAAAAATAATAAAAGCAGACTTGACCTGAT
AGTTTGGCTGTGAGCAATTATGTGCTTAGTGCATCTAACGCTTGAGTTAAGCCGCGC
CGCGAAGCGGCGTCGGCTTGAACGAATTGTTAGACATTATTTGCCGACTACCTTGGT
GATCTCGCCTTTCACGTAGTGGACAAATTCTTCCAACTGATCTGCGCGCGAGGCCAA
GCGATCITCTTCTTGTCCAAGATAAGCCTGTCTAGCTTCAAGTATGACGGGCTGATA
CTGGGCCGGCAGGCGCTCCATTGCCCAGTCGGCAGCGACATCCTICGGCGCGATTTT
GCCGGTTACTGCGCTGTACCAAATGCGGGACAACGTAAGCACTACATTTCGCTCATC
GCCAGCCCAGICGGGCGGLGAGTTICCATAGCGTTAAGGTTTCATTTAGCGCCTCAAA
TAGATCCTGTTCAGGAACCGGATCAAAGAGTTCCTCCGCCGCTGGACCTACCAAGGC
AACGCTATGTTCTCTTGCTTTTGTCAGCAAGATAGCCAGATCAATGTCGATCGTGGC
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TGGCTCGAAGATACCTGCAAGAATGTCATTGCGCTGCCATTCTCCAAATTGCAGTTC
GCGCTTAGCTGGATAACGCCACGGAATGATGTCGTCGTGCACAACAATGGTGACTTC
TACAGCGCGGAGAATCTCGCTCTCTCCAGGGGAAGCCGAAGTTTCCAAAAGGTCGIT
GATCAAAGCTCGCCGCGTTGTTTCATCAAGCCTTACGGTCACCGTAACCAGCAAATC
AATATCACTGTGTGGCTTCAGGCCGCCATCCACTGCGGAGCCGTACAAATGTACGGC
CAGCAACGTCGGTTCCAGATGGUGCTCGATGACGCCAACTACCTCTGATAGTITGAGT
CGATACTTCGGCGATCACCGCTTCCCTCATGATGTTTAACTTTGTTTTAGGGCGACTG
CCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTCCATAACATCAAACATCGACCCACGGCGTAA
CGCGCTTGCTGCTTGGATGCCCGAGGCATAGACTGTACCCCAAAAAAACAGTCATA
ACAAGCCATGAAAACCGCCACTGCGCCGTTACCACCGCTGCGTTCGGTCAAGGTTCT
GGACCAGTTGCGTGAGCGCATACGCTACTTGCATTACAGCTTACGAACCGAACAGG
CTTATGTCCACTGGGTTCGTGCCTTCATCCGTTTCCACGGTGTGCGTCACCCGGCAAC
CTTGGGCAGCAGCGAAGTCGAGGCATTICTGTCCTGGCTGGCGAACGAGCGCAAGG
TTTCGGTCTCCACGCATCGTCAGGCATTGGCGGCCIIGCTIGTICTICTACGGCAAGGT
GCTGTGCACGGATCTGCCCTGGCTTCAGGAGATCGGAAGACCTCGGCCGTCGCGGC
GCTTGCCGGTGGTOGUTGACCCCGGATGAAGTGGTTCGCATCCTCGGTTTTCTGGAAG
GCGAGCATCGTTTGTTCGCCCAGCTTCTGTATGGAACGGGCATGCGGATCAGTGAGG
GTTTGCAACTGCGGGTCAAGGATCTGGATTTCGATCACGGCACGATCATCGTGCGGG
AGGGCAAGGGCTCCAAGGATCGGGCCTTGATGTTACCCGAGAGCTTGGCACCCAGC
CTGCGCGAGCAGGGGAATTAATTCCCACGGGTTTIGCTGCCCGCAAACGGGCTGTTC
TGGTGTTGCTAGTTTGTTATCAGAATCGCAGATCCGGCTTCAGCCGGTTTGCCGGCT
GAAAGCGCTATTTCITCCAGAATTGCCATGATITITICCCCACGGGAGGCGTCACTG
GCTCCCGTGTTGTCGGCAGCTTTGATTCGATAAGCAGCATCGCCTGTTTCAGGCTGTC
TATGTGTGACTGTTGAGCTGITAACAAGTTGTCTCAGGTGTTCAATTTCATGTTCTAGT
TGCTTTGTTITTACTGGTTITCACCTGTTCTATTAGGTGTTACATGCTGIICALICIGITAC
ATTGTCGATCTGTTCATGGTGAACAGCTTTGAATGCACCAAAAACTCGTAAAAGCTC
TGATGTATCTATCTTTITTACACCGTTTTCATCTGTGCATATGGACAGTTTTCCCTITTG
ATATGTAACGGTGAACAGTTGTTCTACTTTITGTTTGTTAGTCTTGATGCTTCACTGAT
AGATACAAGAGCCATAAGAACCTCAGATCCTTCCGTATTTAGCCAGTATGTTCTCTA
GIGIGGTTCGTTGTITTITIGCGTGAGCCATGAGAACGAACCATTGAGATCATACTTAC
TTTGCATGTCACTCAAAAATTTTGCCTCAAAACTGGTGAGCTGAATTTTTGCAGTTAA
AGCATCGTGTAGTGTTTTICTTAGTCCGTTATGTAGGTAGGAATCTGATGTAATGGTT
GTTGGTATTTITGTCACCATTCATTITTATCTGGTIGTTCICAAGTTCGGTTACGAGAT
CCATTTGTCTATCTAGTTCAACTTGGAAAATCAACGTATCAGTCGGGCGGCCTCGCT
TATCAACCACCAATTTCATATTGCTGTAAGTGTTTAAATCTTTACTTATTGGTTTCAA
AACCCATTGGTTAAGCCTTITAAACTCATGGTAGTTATTTTCAAGCATTAACATGAA
CTTAAATTCATCAAGGCTAATCTCTATATTTGCCTTGTGAGTTTTCTTTTGTGTTAGTT
CITITAATAACCACTCATAAATCCTCATAGAGTATTTIGTTTTCAAAAGACTTAACATG
TTCCAGATTATATTTTATGAATTTTTTTAACTGGAAAAGATAAGGCAATATCTCTTCA
CTAAAAACTAATTCTAATTTTTCGCTTGAGAACTTGGCATAGTTTGTCCACTGGAAA
ATCICAAAGCCITITAACCAAAGGATTCCTGATITCCACAGTTCTCGTCATCAGCTICTC
TGGTTGCTITAGCTAATACACCATAAGCATTTTCCCTACTGATGTTCATCATCTGAGC
GTATTGGTTATAAGTGAACGATACCGTCCGTTCTTITCCTTGTAGGGTTTTCAATCGTG
GGGTTGAGTAGTGCCACACAGCATAAAATTAGCTIGGTTICATGCICCGTTAAGTCA
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TAGCGACTAATCGCTAGTTCATITGCTITGAAAACAACTAATTCAGACATACATCTC
AATTGGTCTAGGTGATTTTAAT-3’
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FIG. 16

Secuencia de aminoacidos de ES9 (SEQ ID NO: 18)

MKRLGTLDAS
LAWSGFLGRV
ECHVIEGLEN
KTDKEASVPA
RVTAQRRFAT
PVNIRPADDE
MLLMSPYILQ
ITCLSYAGSL

WLAVESEDTP
IAPAWKVDKD
NRFALYTKMH
AVSQAMDALK
QHYQLDRLKN
GTGTQISFMI
LMSGLGGRMR
NEGFTGCRDT

MHVGTILQIFS

IDLDYHVRHS
HSMIDGISGV
LOADMAPRLW
LAHASGGSLN

ASLATDEADP

PVFNVTISNV
LPSMQKLAVY

LPEGAPETFL
ALPRPGGERE
RLMORVLTITD
CAGNRLVHSV
DIVLYLCGTA
LNRLQQIKTS
PGPEGTLYYE
TGEALDELES

RDMVTRMKEA GDVAPPWGYK
LGILVSRLHS NPLDFSRPLW
PERCNMPPPW TVRPHQRRGA
RHPEDGLTAP FTGPVSVLNH
LRRFLAEQNN LPDTPLTAGI
TRRAKEHLQK LPKSALTQYT
GARLEAMYPV SLIAHGGALN
LILPPKKRAR TRK

Secuencia de nucleétidos de ES9 (SEQ ID NO: 27)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
13381

atgaaacgtc
atgcatgtgg
cgtgacatgg
ctggcctggt
atcgatctgg
ctgggtattc
gaatgccacg
cactcgatga
cccgaacget
aaaaccgaca
ctccaggcag
cgacaccegg
cgggttaccy
ctggccecatg
ttgcggeget
ccggtgaata
geetegetgy
acccgacggg
atgctgcetga
ccagtettca
ggagceeegge
atcacctgee
ctgccgagea
ctgattctge

tcggaaccet
gtacgcttca
tcactcgaat
ctggtttcct
attatcacgt
tggtatcceg
ttattgaagg
ttgacggcecat
gcaatatgcce
aagaggccag
acatggcccce
aagacggact
cgcagegacy
ctteceggeqgy
ttectggetga
Tceggeeggce
ccaccgacga
ccaaggagca
tgtcacecta
acgtgaccat
ttgoaggccat
tgagctatgce
tgcagaaact
cacccaagaa

ggacgcctce
gattttctca
gaaagaggcce
€gggecgegty
ccggeactca
actgcactct
cctggagaat
cageggegty
accgeectgg
cgtgcccgea
caggetgtay
gaccgegecce
ttttgccacce
tteccttgaac
gcagaacaat
agacgacgag
agctgatcecyg
cctgcagaaa
cattctgcaa
ttecaacgtg
gtatccggta
cggatcgcetg
ggcggtttat
gcgegeecga

tggcrggegg
ctgcecggaaqg
ggcgatgtgg
atcgcecegg
gccetgecete
aacccectgqg
aaccgtttig
cgactgatgce
acggtacgee
gcggtttcce
caggcceggcea
ttcactggac
cagcatztatc
gacatcegtge
ctgccagaca
ggtacgggea
ttgaaccgece
cttccaaaaa
ttgatgtcag
ccecggecegy
tcgetaateg
aatttcggtt
accggtgaag
acccgeaagt

ttgaatctga
gcgcaccaga
caccacccetg
cctggaaagt
gceecggcayg
atttttcceg
ccctttacac
agaggaotget
cacaccaacg
aggccatgga
atcgectggt
cggtttegge
aactggaccg
tttacctgtg
ccecegetgac
cccagatcag
tgcazacagat
glgcectgac
gtctcggggyg
aaggcacgcet
ctcacggcgg
ttaccggctg
ctctggatga
aa

Secuencia de aminoacidos de AtfA1 (SEQ ID NO: 25)

agacaccccqg
aaccttectg
gggatacaaa
cgataaggat
ggagcgegaa
cectenttag
caaaatgcac
caccaccgat
ccgtggtgea
cgcccectgaag
gcattcggtt
gctcaatcac
gctgaaaaac
tggcaccgca
ggectggtata
tttcatgatt
caaaacctcg
ccagtacacc
gaggatgcga
gtattatgaa
cgcectgaac
tcgggatacy
gctggaatcg

MKALSPVDQL
LTRRLGQYYW
EGIRGRQFAL
VDMASSMARL
RFAAQSFPLP
DDSTGGNQIG
GLNLLTGLAP
QMEFGLIACR
EIGAGIK

Secuencia de nucleétidos de AtfA1 (SEQ ID NO: 29)

FLWLEKRQQP
TRDXQEDIDH
YYKIHHSVMD
TASISKQAAT
RLKVIAKAYN
MILANLGTHI
KWRAFNVVIS
RTL2SMQRLL

MHEVGGLQLFE'S
HEREEALPKP
GISAMRIASK
VPGLAREVYK
CTINTVVLSM
CDPANRLRVI
NIPGPKEPLY
DYLEQSIREL

FPEGAGPKYV
GRIRELLSLV
TLSTDPSERE
VTQKAKKDEN
CGHALREYLL
HDSVEEARKSR
WNGAQLQGVY

1 atgaaagcgc ttagcccagt ggatcaactg ttectgtgge tggaaaaacg
atgcacgtag gcggtttgca getgttttee tteceggaag gtgeeggece
agtgagctgg cccagcaaat gcgggattac tgcecacccag tggcegcecatt
ctgaccegte gacteggeca gtattactgg actagagaca aacagttcga

61
121
181

93

SELAQCMRDY
SAEHSNLLDR
MAPAWAFNTK
YVSIFQAPDT
SQEALPDEPL
FSQMSPEEIL
PVSIALDRIA

CHEVAPFNQR
ERPMWEAHLI
KRSRSLPSNP
ILNNTITGSR
IAMVPMSLRQ
NFTALTMAPT
LNITLTSYVD

acagcaacce
caagtatgtg
caaccagcge
tatcgaccac



FIG.

241
301
361
421
481
541
601
661
721
181
841
901
951
1021
1081
1141
1201
1261
1321

16 Cont.

cacttccgece
teccgecgaac
gaagggatcc
agcatatccg
atggetcegg
gttgacatgyg
gtgcceggte
tatgtgrcta
cgctttgeeg
tgcaccatta
agecaacacy
gacgacagca
tgtgatccag
ttctogcaga
ggcttgaact
aacatacccg
ccagtatcca
cagatggaat
cattacctgg

acgaagcact
attccaacct
gcgatcgceca
ccatgcgtat
cttgggegtt
cctceageat
tcgegeggga
rttrrcagge
ceccagagett
acaccgtyggt
cgetgeccga
ctagcagcaa
ctaatcgeot
tgageceqga
tactgaccgg
ggccgaaaga
ttgecttgga
ttgggcttat
aacagtecat

ES 2536 240 T3

ccecaaacee
getggaceqq
gttcgectcte
cgcctccaaa
caacaccaaa
ggcgcgecta
ggtttacaaa
tcecgacacy
tccattaccg
gctctecatg
tgagccactg
ccagatcggt
gcgegtcate
agaaattcte
cctagegeca
gcecgetgtac
tcgeatcegee
cgectgeege
ccgegaattg

ggtcgeatte
gagegeceea
tattataaga
acgctttcce
aaacgctecee
accgcgagcea
gtcacccaaa
attctgaata
cgcctgaaag
tgtggccacyg
attgccatgg
atgatcstgg
cacgatzccg
aatttcaccg
aaatggcagg
tggaatggtg
ctaaatatca
cgractetge
gasatcgetyg

gcgaactget
tgtgggaage
tccaccattc
ctgaccccag
gctcactgee
taagcaaaca
aagccaaaaa
ataccatcac
ttatcgeccaa
ctctgegega
tgceccatgag
ctaacctggg
tcgaggaage
ccctecaccat
ccttceaacgt
cacagctgca
cecctcaccag
cttccatgca
caggaattaa

Secuencia de aminoacidos de AtfA2 (SEQ ID NO: 26)

MARKLSIMDS GWLMMETRET
KIQSHLPLYL DATWVEDKNE
SYLIEGLEGN REALYTKMHH
SRGAARANAG MKGTMNNLRR
QSWSLSRIKA AGKQHGGTVN
GEGGNATTTV QVSLGTHIAQ
GOQVTGLSGRV SPMENLVISN
LEFGVIGCRD TLPHIQRFLV

P

PMHVGGLALEF AIPEGAPEDY
DIDYHVRHSA LPRPGRVREL
SMVDGVAGMH LMQSRLATCA
GGGQLVDLLR QPXDGNVKTI
DIFLAMCGGA LRRYLLSQDA
PLNRLAAIQD SMKAVKSRILG
VPGPKETLHL NGAEMLATYP
YLEESLVELE

Secuencia de nucledtidos de AtfA2 (SEQ ID NO: 30)

1

61
121
131
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

atggccegta
cctatgeatg
gtggaaacta
aagattcage
gatattgac:
ttggegttag
agctattrga
tccatggtgyg
gaagaccgtt
ageogtggey
ggtagtggte
tatcgggege
cagtcegtggt
gatattttee
ttgtcecgatce
ggtgagggty
ccgetgaate
gatatgcaga
gggcaggtca
gtgccaggge

aattgtctat
LogaggggtL
tetatcegata
ctcatttgee
accacgtacg
tatcgeggtt
tecgaggggtt
atggggtggc
tacccgecece
ctgoagegge
accttgtgga
cgaaaaccca
cgectgtcegey
ttoccatgtyg
ageecgttggt
gcaatgccat
ggctggecege
agtccgagat
cgggectgto
cgaaggaaac

tatggattce
ggcgttgtot
cctggtggat
cctgtactta
gcattctgcce
gcacgcececaqg
ggagggaaac
agggatgcac
ttggtctggce
gaatgcoggr
cctgetgega
gctaaaccgce
gattaaagcc
tgocageace
agccecagate
tactacggtt
aatccaggat
cgatgtrtat
cgggogegta
gcttcatctce

ggctggttaa
gccattccag

gtggatagca
gatgctacte
ttgcctegge
cgtttggatce
cgttregete
ctaatgceagt
gagtgggatg
atgaaaggaa
cagcccaaqqg
cgggtoacyg
geggycaaac
ctgegtcact
ccagtagecet
caggtaagec
teccatgaaag
acggtgcetga
agcececatgt
aatggtgcegg

94

VESIYRYLVD
LALVSRLHAQ
EDRLPAPWSG
YRAPKTQLNR
LSDQPLVAQV
DMQKSEIDVY
VSLVLHGYAL

tgatggagac
aaggtgerce
tctgecgeee
gggtggaaga
cgggacgggt
ctagccgece
rttataccea
ctegectage
cagagaagaa
caatgaataa
atggcaacat
gCgegegacy
agcatggeog
atctgctceag
tgegtagtse
toggtacgca
caggtgasate
ccaatatgece
ttaacctagt
agatgttgac

ttctttggtce
ccatttgatc
ggtgatggat
tgaacgtgaa
cagcaacccg
agctgccaca
agatgaaaac
eggttcacge
ggcctataac
atacttgatt
cctgeggeag
cacccacatc
caaatcccge
ggcteccace
ggtgatticc
aggagtgtat
trtargtagac
gcgactactg
atag

VDSICRPENQ
RLDPSRPLWE
EWDAEKKPRK
RVTGARRFAA
PVALRSADQA
TVLTNMPLSL
NITVVSYKNS

ccgggaaacce
tgaggattat
actttaaccaa
caaaaatttc
gcgtgagety
gttgtgggaq
gatgcatcac
tacttgtgcyg
accgagaaag
cctgegeega
aaagactatc
ctttectgee
tacggtgaat
tcaggatgcee
ggatcaggcet
tattgctcag
tcaggettyggt
getgtettte
gatttccaat
tacctatccg
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1201 gtgtcattgg ttctgcatgg ttacgcccta aatatcactg tggtgageta
1261 cttgagtttg gcgtgatcgg ttgccgtgac acgttgectc atattcageg
1321 tatctcgaag aatcgctggt ggagctggag ccttga

caagaatagc
ttttetggtt

Secuencia de aminoacidos de ES8 (SEQ ID NO: 24)

MTPLNPTDQL FLWLEKRQQP MHVGGLQLFS FPEGAPDDYV AQLADQLRQK
LSYRLGQPVW VEDEHLDLEH HFRFEALPTP GRTIRELLSFV SAEHSHLMDR
EGLKDRQFAL YTKVHHSLVD GVSAMRMATR MLSENPDEHG MPPIWDLPCL
SLWRSVTHLL GLSDRQLGTI PTVAKELLKT INQARKDPAY DSIFHAPRCM
FAAQSWCLKR IRAVCEAYGT TVNDVVTAMC AAALRTYLMN QDALPEKPLV
DSSGGNQVGY ILASLHTDVQ DAGERLLKIH HGMEEAKQRY RHMSPEEIVN
FHLLTGLAPK WQTFNVVISN VPGPSRPLYW NGAKLEGMYP VSIDMDRLAL
VEFGLIGCRR TLPSLQRMLD YLEQGLAELE

TEVTAPFNQR
ERPMWEVHLI
SRDRGESDGH
LNQKITGSRR
AFVPVSLRRD
YTALTLAPAA
NMTLTSYNDQ

LNAGL
Secuencia de nucleétidos de ES8 (SEQ ID NO: 28)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

atgacgcocce
atgcatgtgg
cecgecagetgg
ctgagctatc
cattteeget
teggeggage
gagggcctga
ggtgtctegg
atgccgecaa
tcceretgge
cccactgtgg
gactccattt
ttcgecgete
acggtcaacg
caggatgcct
gacagctceq
gacgecggeg
cggcatatga
ttccacctge
gtcececcggge
gtgtctatcg
gtggagttcg
taccrggaac

tgaatcccac
gcggectcececa
cagaccagcet
gcctagggeca
tcgaggeget
attcgcaccet
aagaccggca
ccatgcgceat
tectgggatcet
gcagtgtcac
caaaggagct
tcecatgeece
agtcctggtg
atgtcgtgac
tgeecggagaa
gcggcaacca
aacgactgrt
gcccggagga
tgaccgggcet
catccaggcce
atatggacag
gccrgattgg
agggrcrgge

tgaccagcte
gctgttttcee
tcggecagaag
geeggtatgg
gcccacacce
gatggaccgg
gtttgecgete
ggccacccegq
gcettgectg
ccatttgctg
actgaaaacc
gcgetgeatg
cctgaaacgq
tgccatgtge
accactggtg
ggtaggcqgtce
aaaaattcac
aatcgtcaac
ggecgececaag
cctgractgg
gctggecete
ctgtcgcege
agagctggag

tttectetgge
ttceecgaag
acggaggtga
gtggaggatg
gggcgtattce
gagcgcecccea
tacaccaagg
atgctgagtg
tcacgggata
gggctttegy
atcaatcagg
ctgaaccaga
attcgcgceeg
gcageggete
gecctrrgtge
atcctggcga
cacggcatgg
tacacggcce
tggcagacct
aacggggcga
aacatgacac
accctgcecca
ctcaacgeeqg

tggaaaaacg
gcgcgcecgga
cecgeececett
agcacctgga
gggagctgcet
tgtgggaggt
ttcaccattc
aaaacccgga
gggctgagte
accgcecaget
cccggaagga
aaatcaccgg
tatgcgaggce
tgcgtaccta
cggtgtcget
gccttcacac
aagaggccaa
tgaccctggce
tcaatgtggt
aactggaaqqg
tgaccagcta
gcctgcaacy
gtctgtaa

ccagcagcece
cgactatgtc
taaccagcgce
ccttgageat
gtcgttegta
gcacctgatce
cctggtggac
cgaacacggc
ggacggacac
cggcaccatt
tcecggectac
ttccegtega
ctacggcacc
tctgatgaat
acgeegggac
cgatgtgcag
gcagcgctac
gceggecgece
gatttccaat
catgtatccg
taacgaccag
gatgctggac

Secuencia de aminoacidos de ES1 (Marinobacter algicola DG893, ZP_01893763 (SEQ ID NO: 39)

MKRLGTLDASWLAVESEDTPMHVGNLQIFSLPEDAPETFLRDMLARMKADADVAPPWCYKLAF SGFLGRL
VAPSWKVCKKLDLDYEVRESALPRPGSERELGILVSRLHSNPLDFSRPLWECHI IEGL
ENNRFALYTKMHHSMIDGISGVRLMQRVLSEDPGE INMLPPWSVRPERTRCSKTDSEASISAALSQAMER
LRIQADMAPRLWNAMNRLIQSARHPEEGLTAPFAGPVSALNHRVTGQRRFATQHYQLERIKQVAQASNGS
LNDIVLYLCGTALRREFLVEQDGLPDTPLTAGIPVNIRPSDDQGTGTQISFMI
ASLATDEADPLKRLKSIKESTRRAKQHLOKLPRKALTCYTMLLMSPYILQLMSGLGGRMREVENVTISNV
PGPGETLYYEGARLEAMYPVSLIAKEGGALNITCLSYAGSLNFGFTGCRDTLPSMOKLAVYTGEALDELES
LVSPPPNOTKTNARKAPRKKTAEKS

Secuencia de aminoacidos de ES2 (Limnobacter sp. MED105, ZP 01915979 (SEQ ID NO: 41)

MARNIPLLDASWLYVESKEAPMHVGSMAIFTVPEGETSQQATIARIVOMLRNSLEFAPPFNYRLSSPRLLT
LMPKWIEADKIDLDYHFRHSALPAPGGERELGTLISRLHSHPLDFRXPLWEMHLIEGLYGNRFALYTKMH
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HSLMDGVGGMRLMERIFGKSAKESMNLPAPWSVGT ISRKKKNSEPQRFADQAREAWEAAKLSGQSLPAAG
RALMDLMREAVKPTDOPALATPF SGPKSIVNXRVGGARRLATQTYFLERVRAVAEARKVSVNDIFLAICSS
SIRRYLLERDALPSESLTAGLPVSVRPADDLDGGNAISFIIANLYTTEADPLTRLKEIRRSTQLAKANLQ
AMPKEAINNYTIMLMAPMMLOLVSGLGCGLTRPIFNTVISNVPGPSRDLYFSGCRLEQFYPISLIPHGOAL
NITVVSYSCGOFNVAFTCDEDALPSMQRLSVYTCEALEELEAALGVKWASKPVVKPVTEKRPVARKKPAVR
KPATAKVGAGKPVKAPED

Secuencia de aminoacidos de ES3 (Metagenoma marino EDJ50241) (SEQ ID NO: 43)

MARTPLNVQDATFLSVETADYPTHIAGLQIFEMPEADPDEVGRLVERLVQAPVAPFWRRVLAPGFLGSTL
SADWIEAEEIDLDFHVRRMALPRPGSLEQLEHLVERLHARPLDRSRPLWECYFVEGLGPNRFALIYAKVHH
ALVDGMGGIWLALAALAQDPEAEPTAPWSVDLPSRPRAPAPSLLDRLTGGARLVNDLSMONLRQSLDWAG
RLAGAHARADLPFAAPHTPFNGRVDGYRRFVTKSLPLTRVKAVAKATGTT INDVVLALTGAALRTWLDGQ
GALPERSLVASVPVSVRAADGAGNNLSALLADLGTDVETPLERLQRVRE STARGKDMIARLSRGAAEAWA
LVMGLAGLAPALVNGGRTLPPLANLVISNVPGPRGKRY YAGAELIGYYPVSILTEGQGLNVTLVSRGEST
DFGLTGAQSLIRDLDKLGDALEAALADYEAAVGDDLAQRNAAFTAAVPAPVVDVEAGDGAARPGVTRVA

Secuencia de aminoacidos de ES4 (Muestra de ballena muerta n.° 3, 2001496676*
(identificacion IMG)) (SEQ ID NO: 45)
MRLLTAVDQLFLLLESRKQPMHVGGLFVFELPONADSDFVYQLVKQMQE SDVPPSFPFNQVLEHLAFAKK
DKDFDVEHHLHHEVALPSPGRVRELLMYVSREHGRLLDRAMPLWECHVVEGIEPETEGSPERFALYFK IHH
SLVDGIAAMRLVOKSLSOSATEPVTLPVWSLMARHRNHVNAI LPAERSVKRIIKEQISTIKPVFTELLDN
LKNYSDEGYVGTFDAPMSILNKRISASRRIAAQSYDIKRENDIAERLNISKNDVVLAVCSGALRRYLISM
DALPSKPLIAFVPMSLRTDKSVSONQLSEFVLANLGTHLDNPLRRIELIHRSMNNGKRRFRRMNQAQVINY
SVIAYAWEGINLATGLFPKKQAFNLIISNVPGSEKPLYWNGARLQSLYPASIVEFNGQAMNITLASYLDKI
EFGITACSKALPRVODMLMLIEEELQLLETTSKELAFKGI TVEDKAGNKGDDKTKXLTP

Secuencias de polinucleétido con codones optimizados que codifican para ES1
(Marinobacter algicola DG893) (SEQ ID NO: 40)
atgaaacgtctgggcactctggatgetucttggttggeccgtggaaagegaggacacgccgatgecacgttggcaacet
gecagattttcoagcctgecggaggacgcacoggaaacgttoectgogegacatgetggeocgeatgaaageagacgegy
acgtggcaccgecttagtgttacaaactggegtttageggtttteigggecgtetggtggegccaagetggaaagty
gataagsagctggatctggactatcatgttegecatagegeattgecgegtcocgggcagegaacgtgagetgggtat
tctggtgagengectgeatageaatcegetggacttttceogtoegetgtgggaatgecacat tatcgagggettgy
azaacaaccgtttcgcactgtataccaaaatgcaccacageatgattgacggtatcagegatgtecgtetgatgeag
cgtgtgctgagecgaagatccgggtgagatcaatatgetgeegecgtggagegt tegeeegaagegtacecegtyggtie
caaaaccgatagcgaagcgagcatcletgeageaclgtcecaagaaal. ggagacgotgegeattcaaccagatat g
ctcecgegectgtyggaatgcgatgaategtectgattcaaagegegegt.catccagaagaaget ttgactgegeegtte
gceggtecggtttectgecctgaaccacegegttacggectcagegecgtittgeaaccecaacaczatcaget
ggagcgcatcaagcaggtggcgecaggcgagcaatggeteectgaatgacatcguecttgratcgtgegge
accgeattgegtegetttictggttgaacaagacggtrttgecggataccecactgaccgecagagecateceqq
tgaacattecgtcegagegacgaccaaggtacgggeacgcaaatcagetrtatgattgectcectggegac
cgatgaggcggatcetctgaagegtectgaagtecgatcaagecacageaccegtegtgerazacagcatotg
cagaagctgcececgegtaaggegetgacgcaatacacgatgetgttgatgagcecgtacatcectgeaactga
tgagcggtttgggcggtcgecatgecgteccggtctttaacgttacgatctccaacgteccctggtccaggega
aaccctotactatgaagetgegegectggaggegatgtatecgotecagectgattgegeacggtggcgeg
ttgaacattacctgtctgagctacgctggtagectgaatttecggtttecactggctgecgecgatacgetge
cgtcgatgcagaaattggcegtotacacecggtgaggecectggatgagetggagagectggtttectecace
gcctaaccagaccaagaccaatgegegtaaagetecgegtaagaaaacggctgagaaaagcetaa
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Secuencia de polinucleétido con codones optimizados que codifica para ES2 (Limnobacter
sp. MED105) (SEQ ID NO: 42)

atggcccgeaatatcectergttggatgecgagetggetgtatgtcgaaagcaaagaggecacegatgecacy
teggtageatggegatettcacggtgeccagagggecgaaacgagecaacaggcaattgegegeattgtgea
gatgcltgogtaactoctetggagtttgecacegecgtttaactacegtoctgtecageeccacgectgetgace
ctgatgccgaaatggal.cgaagecgataagattgacttggactaccactttocgecatagegegetgecgg
ctccgggtggcgaacgtgagcetgggtacceatgat tagoegttigcacagecaccegttggactttegtaa
accrctgtgggagargecacctgattgagggtctgtatggcaatcgttttgegttgtacacgaagatgeat
cacagcttgatggacgotgttggtggcatgegtctgatggcagegtatcttcggcaaatctgecaaagaaa
gcatgaatetgceccageacettggagegtiggeaccatcagecgcaagaagaaagactccgazaccgcaaca
tttcgcagatcaagegcgtgaggegtgggaagecgegaaactgtocgagecagtocctgecagegygctage
cgtgcgctgatggatttgatgegegaagecgtygaagecgacqggatecggeectageaacgecegrtcageg
grccgaaatcecategtcaacaagegtgttggeggtgegegtegectegecgacccagacctaceecgetega
acgtgtgcgtgetgttecggaggeccgcgaaggtgagegrtaacgacattrtoctggetatttgeagetet
tctattcgtecgttaccetgetggaacgegatgecttgecgagegagtectetgacegetggtoctgectatga
gegtecgtectgetgatgatetggacggtyggeaatgegattagetttateattoccaarctgtatacgac
€gaggceggaccegctgacccgectgaaagaaateegeogtageactecaactggegaaggcgaacctgeaa
gcaatgccgaaagaggcaatcaacaattacacgatcatgetgatggccccgatgatgetgcaactggtea
gcggcectgggtggtctgaccegtocegatcttcaacacegttatectccaacgtgecgggteccgageecgtga
cttgtatttctecgggttgtcgtectggaacagttctatocgattagectgattecgecacggtcaggegetg
aatatcaccgttgtcagetatageggtcagtttaacgtegegttcaccggegaccacgatgecactgecga
gcatgcagegtetgiecgtgtacaccggtgaggecctggaagaactggaggegectetagggeatgaagtq
ggcaagcaagccggttgttaaaccggtgaccgagaaacgecccggtcgcogegaagaagecggecagttagt
aagccggcgactgcaaaagttggtgecggtaagecggtcaaagetecggaggattaa

Secuencia de polinucleétido con codones optimizados que codifica para ES3 (Metagenoma
marino) (SEQ ID NO: 44)

atggcacgtacgccgetgaatgttcaggatgcaacctttetotectgttgaaaccgegoattacccgacygce
atattgcgggtttgcagatcttcgaaatgccggacgecgateceggattttgttggtecgectggtecgaacy
cetggtecaggerecggtegegectttetggegtegtgtgetggeeectggettectgggragecacectyg
agcgcagactgcattgaagcegaagagatcgacctggatttecacgtecgtecgtatggegetgecgegte
cgggcagcctggagceaactgeaacacctggttgagegretgeacgcacgtecgetggaccgtagecgece
actgtgggaatgetatttcgtegaaggictgggtccgaacecgetttgecatctacgccaaagteccaccac
gegetggtegatggtatgggeggcatectggttggoectggeogeattggcacaagatccggaggeggage
cgactgccecgtggtecgtggatetgecgageagt cecgegtgeteeggeaceatecctgetggacegect
gaccggcggtgcgegtctggtgaatgacctgagecatgcaaaacctgegeccagagectggattigggcaggat
cgtctggcaggcgecccatgecacgegeggacctgecattegetgegecgecatacgecgttcaatggecgea
tcgacggctaccgtegttttgttaccaagtegtigectetgacecgigttaaggecgttgecaaggeqgac
qgggtaccaccatcaacgacgttgttctggegetgacgggtgeggcgttgecgecacetggctggatggecaa
ggcgcgetgecggagegecagettggtggegagegttecggtgtetgtregtgecgeggatggegetggea
acaacctgagcecgegetgetggecgacectgggeacggatgtecgagacteegttggagegectgecacegtgt
tcgtgagagecacegeacgtggtaaggacatgattgeacgtetgtececgtggtgeggeggaggettgageg
ctggtcatgggtctggegggtetggetocggegetgetgaacgatggecgtacecetgeecgecactggceca
acctggtcattagcaacgrgecgggtecgegtggtasacgetattacgecaggtgeggaactgatcggtta
ctacccggttagecattetgacgecacggocaaggectgaatgtgacettggttagecgegaotgagageate
gactttggtttgaceggtygcgeagtegltgaltcgegatctggacaaactgggeyacgegetggaggetg
cactggcagactatgaggcagectagtgggtgatgacttggcacagegcaatgegygettttacecgeagetgt
gccagcaccggtggtcgacgtggaagegggtgatggtacggocacgeccrggeotgacgegtgtgacctaa
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Secuencia de polinucleétido con codones optimizados que codifica para E4 (Muestra de
ballena muerta n.° 3) (SEQ ID NO: 46)

atgagactgttgacggctgttgaccaactgtttctgttgctggagagecgtaagcaaccgatgecatgteg
gecggtetgtttgttttcgagectgcecggacaacgeggacagegattttgtgtaccaactggttaagraaat
gcaagaaagcgacgtgccgcecttecgtttccgttcaatcaggtcecctggagcatctggetttttggaagaaa
gataaagattttgatgttgaacaccacttgcaccacgtggccctgecgtceeccgggtegtgtecgtgage
tgctgatgtacgttageecgtgagcacggtcgtetgetggaccgecgcaatgecattgtgggaatgecatgt
tgttgagggtatcgaaccggaaaccgaaggtageccggagegttttgecactgtatttcaaaatccatcac
agcctggttgatggtattgcagetatgegtttggtgcagaaaagectgageccaaagcgcgaccgaacegg
tcacgctgccggtgtggagectgatggcacgtcatcgtaaccacgtcaacgegattctgecggctgaacy
cagcgtgaagcegtatcatcaaagagcagatcagcaccatcaaaccggtgttcacggaactgctggataat
ctgaaaaactactccgacgagggctatgtcggtaccttegatgecacctatgagecatecctgaacaagegea
tttctgectececgeecgtattgeggecacagagetacgacatcaagegtttcaacgacattgecggagegtet
gaacattagcaagaacgatgtggtcctggcggtttgcagecggtgecctgegecgttatctgattageatg
gacgcgctgecgagcaaaccgttgategegtttgtcecctatgagettgegecacggacaaatcegttageg
gcaatcagctgagecttcgtcectggcgaatcetgggcactcacctggataaceecgetgecgtegtattgactt
gattcatcgttctatgaacaatggtaagcgtegettccgecgtatgaaccaagecacaggtgatcaattac
agcgtcatcgcecgtatgcatgggagggtatcaatctggccaccggectgtttccaaagaagcaagecttcea
atctgatcatctctaacgtgccgggttcggagaaaccgetgtactggaatggtgeccgettgecagtecct
gtatccggegagcattgtgtttaacggtcaggecgatgaatatcacgectggegtcttatctggacaagatt
gagttcggecatcaccgectgttctaaggecgetgeecgegtgttcaagatatgectgatgetgattgaagaag
agctgcagttgctggaaacgactagcaaagaactggcattcaaaggcattaccgttgaggacaaggcggg
taacaagggcgacgacaaaaccaagaaactgaccccataa
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>gi| 40796035 |gb| AAR91681.1| Acido carboxilico reductasa dependiente de ATP/NADPH
[Nccardia sp. NRRL 5646] (SEQ ID NO:54)

MAVDSPDERLOQRRIAQLFAEDEQVKAARPLEAVSAAVSAPGMRLAQIAATVMAGYADRPAAGQRAFELNT
DDATGRTSLRLLPRFETITYRELWQRVGEVAMWHHDPENPLRAGDFVALLGFTSIDYATLDLADIHLGA
VIVPLQASAAVSQLIAILTETSPRLLASTPEHLDAAVECLLAGTTPERLVVFDYHPEDDDQRAAFESARR
RLADAGSLVIVETLDAVRARGRDLPAAPLFVPCTDDDPLALLIYTSGSTGTPXGAMY TNRLAATMWOGNS
MLOGNSQRVGINLNYMPMSHIAGRISLFGVLARGGTAYFAAKSDMSTLFEDIGLVRPTEIFFVPRVCOMY
FQRYQSELDRRSVAGADLDTLDREVKADLRONYLGGRFLVAVVGSAPLAAEMKTFMESVLDLPLEDGYGS
TEAGASVLLDNQIQRPPVLDYXLVDVPELGYFRTDRPHPRGELLLKAETTIPGYYKRPEVIAEIFDECGE
YKTGDIVAELZHDRLVYVDRRNNVLKLSQGEFVIVAELEAVFASSPLIRQIFIYGSSERSYLLAVIVPTD
DALRGRDTATLKSALAESIQRIAKDANLOPYEIPRDFLIETEPFTIANGLLSGIAKLLRPNLXZRYGACL
EQMYTDLATGQADELLALRREAADLEVLETVSRAAKAMLGVASADMRPDAHFTDLGGDSLSALSFSNLLE
EIPGVEVPVGVVVSPANELRDLANY IEAERNSGAKRPTFISVHGGGSEIRAADLTLDKFICARTLAAADS
IPHAPVPAQTVLLTGANGYLGRFLCLEWLERLDKTGGTLICVVRGSDAAAARKRLDSAFDSGDPGLLERY
QOLAARTLEVLAGDIGDPNLGLDDATWORLAETVDLIVAPAALVNHVLPYTQLFGPNVVGTAEIVRLAIT
ARRXPVTYLSTVGVADQVDPAEYQEDSDVREMSAVRVVRESYANGYCNSXWAGEVLLREAHDLCGLPVAV
FRSDMILAHSRYAGQOLNVODYETRLILSLVATGIAPYSFYRTDADGNRQRAHYDGLPADFTAAAITALGT
QATEGERTYDVLNPYDDGISLDEFVDALVESGHPIQRITDYSOWFHRFETAIRALPEKQROASVLPLLDA
YRNPCPAVRGAILPAKEFQAAVQTAKIGPEQDIPHLSAPLIDKYVSDLELLQLL

>gi 15609727 |ref |NP_217106.1 | Acido graso-CoA ligasa [Mycobacterium
tuberculosis H37Rv] (SEQ ID NO:S55)

MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEAITQAIDCPGVALPOLIRMVMEGYADRPALGQRALRFVTDP
DSGRIMVELLPRFETITYRELWARAGTLATALSAEPAIRPGDRVCVLGENSVDYTITIDIALIRLGAVSVP
LQTSAPVIGLRPIVTETEPTMIATSIDNLGDAVEVLAGHAPARLVVEDYHGKVDTHREAVEAARARLAGS
VTIDTLAELTERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGS TGAPKGAMYRESQVMSFWRKS SGWFEPSGYES
ITLNFMPMSHVGGRQVLYGTLSNGGTAYFVAKSDLSTLESDLALVRPTELCEVPRIWDNVFAEFHSEVER
RLVDGADRAALEAQVKAELRINVLGGRFVMALTGSAP ISAEMTAWVESLLADVHLVESYGSTEAGMVLND
GMVRRPAVIDYKLVDVPELGY S GTDQPYPRGELLVKTQTMFPGY YQRPDVTAEVFDPDGFYRTGDIMAKY
SPDQFVYLDRRNNVLKLSCGEF IAVSKLEAVFGDSPLVRQIF IYGNSARAYPLAVVVPSGDALSRHGIEN
LEPVISESLQEVARAAGLOSYEIPRDFIIETTPFTLENGLLTGIRKLARPQLKXFYGERLERLYTELADS
OSNELRELRQSGPDAPVLPTLCRAAAALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSALSLANLLAZIFGVDVPVG
VIVSPASDLRALADAIZAARTGVRRPSFASIHGRSATEVHASDLTLOKF IDAATLAAAPNLFAPSAQVRT
VLLTGATGFLGRYLALEWLDRMDLVNGKLICLVRARSDEEAQARLDATFDSGDPYLVREYRELGAGRLEV
LAGDKGEADLGLDRVIWQRLADTVDLIVEPAALVNEVLPYSQLFGPNAAGTAELLRLALTGKRKPYIYTS
TIAVGEQIPPEAFTEDADIRAISPTRRIDDSYANGYANSKWAGEVLLREAREQCGLPVTVFRCDMILALT
SYTGQLNLFDMFTRLMLSLAATGIAPGSFYELDAHGNRQRAXYDGLPVEFVAEAICTLGTHSEDREVTIYH
VMNPYDDGIGLDEFVDWLNSPTSGSGCTIQRIACYGEWLQRFETSLRALPDRQRHASLLPLLHNYREPAK
PICGSIAPTDQFRAAVQEAKIGPDKDIPHLTAATIIAKYISNLRLILGLL

>gi| 118174788 |gb|ABK75684.1|Proteina de la familia de epimerasa/deshidratasa dependiente
de NAD [Mycobacterium smegmatis str. MC2 155] (SEQ ID NO:56)

MIIETREDRENRRIDHLFETDPQFAAARPDEALSAAAADPELRLPAAVKQILAGYADRPALGKRAVEFVT
DEEGRTITAKLLPREFDIITYRQLAGRICAVINAWHENHPVNASDRVAILSFTSVDYITIDIALLELGAVSVP
~QTSAFVAQLOPIVAETEPKVIASSYDE LADAVALVESGPAPSRLVVEDYSHEVDDQREAFEAAKGKLAG
TGVVVETITDALDRGRSLADAPLYVPDEADPLTILLIYTSGSTGTPKGAMYPESKTATMWQAGSKARWDET
LGVMPSITLNFMPMSHVMGRGILCSTLASGSTAYFAARSDLS THLEDLALVRPTQLNFVPRIWDMLEQZY
QSRLONRRAEGSEDRAEAAVLEEVRTQLLGGRFVSALTGSAPISAEMKSWVEDLLDMHLLEGYGSTEAGA
VEIDGQIQRPPVIDYXLVDVPDLGYFATDRPYPRGELLVKSEQMFPGYYKRPEI TAEMFDEDGYYRTGDI
VAELGFDHLEYLDRRNNVLKLSQGEFVTIVSKLEAVFGDSPLVRQLIYVYGNSARSYLLAVVVPTEEALSRW
DEDELKSRISDSLODAARAAGLOSYEIPRDFLVETTPFITLENGLLTGIRKLARPXLXAHYGERLEQLYTD
LAZGOANELRELRRNGADRPVVETVSRAAVALLGASVTDLRSDAHFTDLGGDSLSALSFSNLLEEIFDVD
VEVGVIVSPATDLAGVAAYIEGELRGSKRPTYASVEGRDATEVRARDLALGXF IDAKTLSAAFGLPRSGT
EIRTVLLTGATGFLGRYLALEWLERMDLVDGKVICLVRARSCDEARARLDATFDTGDATLLEHYRALAAD
HLEVIAGDKGEADLGLDHDTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSOMFGPNALGTAELIRIALTTTIKPY
VYVSTIGVGOGISPEAFVEDADIRE I SATRRVDISYANGY GNSKWAGEVL LREAHDWCGLPVSVFRCDMI
LADTTYSGOLNLPDMF TRLMLSLVATGIAPGSFYELDADGNRQRAEYDGLPVEF IAEAISTIGSQVTDGE
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ETFHVMNPYDDGIGLDEYVDWLIEAGYPVERVDDYATWLSRFETALRALPERQRQASLLPLLENYQQPSP
EVCGAMAPTDRFRAAVODAKIGPDKDIPAVTADVIVKY ISNLOMLGLL

>gi|118469671 ref|YP_889972.1| supuesta acido graso-CoA ligasa de cadena larga
{Mycobacterium smegmatis str. MC2 155) (SEQ IuNO: 57)

MTSDVHDATDGVTETALDDEQSTRRIAELYATDPEFAARARPLPAVVDAAHKPGLRLAETLOTLFTGYGDR
PALGYRARELATDEGGRTVTRLLPRFDTLTYAQVWSRVQAVAAALRHNFAQPIYPGOAVATIGFASPDYL
TLOLVCAYLGLVSVPLOHNAPVSRLAPILALVEPRILTVSAEYLDLAVESVRDVNSVEQLVVFDHHPEVD
CHRDALARAREQLAGKGIAVTTLDAIADEGAGLPAEFIYTADHDQRLAMILYTSGSTCAPKGAMY TEAMV
ARLWIMSFITGDPTEVINVNFMPLNHELGGRIPISTAVONGGTSYFVPESDMSTLFEDLALVRPTELGLVP
RVADMLYQEHLATVDRLVIQGADELTAEXQAGAELREQVLGGRVITGFVSTAPLAAZMRAFLDITLGAKT
VDGYGLTETGAVTROGVIVRPPVIDYKLIDVPELGYFSTOKPYPRGELLVRSQTLTPGYYKRPEVTASVE
DRDGYYHIGDVMAETAPDHLVYVDRRNNVLXLAQGEFVAVANLEAVFSGAALVRQIFVYGNSERSELLAY
VVPTFEALEQYDPAALKAALADSLORTARDAELQSYEVPADF IVETEPF SAANGLLSGVGKLLRFNLXDR
YGQRLEQMYADIAATQANCLRELRRARATOPVIDTLIQAAATILGTGSEVASDAEFTOLGGDSLSALTLS
NLLSCFFGFEVPVGTIVNPATNLAQLAQHIEAQRTAGDRRFSFITVAGADATEIRASELTLDKFIDAZTL
RAAPGLPKVTTEPRTVLLSGANGWLGRFLILQWLERLAPVGGTLITIVRGRDDAAARARLTQAYCTDPEL
SRRTAELADRHLRVVAGDIGDPNLGLTPEZIWHRLAAEVDLVVHPAALYNHVLPYRQLFGPNVVGTAEVIK
LALTERIKPVTYLSTVSVAMGIPLFEEDGDIRTVSPVRPLDGGYANGYGNSKWAGEVLLREARDLCGLEY
ATFRSDMILAHPRYRGQVNVPDMETRLLLSLLITGVAPRSEYIGDGERPRAHYPGLTVDFVAEAVITLGA
CORSGYVSYDVMNPHDDGISLDVEFVDWLIRAGHPIDRVDDYDDWVRRFETALTALPEKRRAQIVLPLLEA
FRAPQAPLRGAPEPTEVFHAAVRTAKVGPGDIPELDEALIDKYIRDLREFGLT

>uniprot | AOPPDS |AOPPD8_MYCUA Acido graso-CoA ligasa FadD9 (SEQ 1D NO:58)

MSPITREERLERRIQDLYANDPQFAAARKPVTAITAATERPGLPLPQIIET
VMTGYADRPALAQRSVEFVIDAGTGHITLRLLPHFETISYGELWDRISAL
ADVLSTEQTVKPSDRVCLLGFNSVDYAT IDMTLARLGAVAVPLOTSAAILT
CLQPIVAETQPTMIAASVDALADATELALSGQTATRVLVFDEHRQVDAHR
AAVESARERLAGSAVVETLAEAIARGCVPRGASAGSAPGTDVSDDSLALL
IYTSGSTGAPKGAMYPRRNVATFWRKRTWFEGGYEPS ITLNFMPMSHVMG
ROILYGTLCNGGTAYFVVKSDLSTLFEDLALVRPTELTEVPRVWDMVEDE
FQSEVDRRLVDGADRVALEAQVKAE IRNDVLGGRYTSALTGSAPISDEMK
AWVEELLDMHLVEGYGSTEAGMILIDGAIRRPAVLDYKLVDVPDLGYFLT
CRPHPRGELLVKTDSLFPGYYQRAEVTADVFDADGFYRTGDIMAEVGPEQ
EVYLDRRNNVLKLSQGEFVIVSKLEAVEGDSPLVRQIYIYGNSARAYLLA
VIVPTQEALDAVPVEELKARLGDSLQEVAKAAGLQSYEIPRDFIIETTPW
TLONGLLTGIRKLARPQLKKHYGELLEQIYTDLAHGQADELRSLRQSGAD
APVLVIVCRAAAALLGGSASDVQPDAHF TDLGGDSLSALSFTNLLEEIFD
IDVPVGVIVSPANDLQALADYVEAARKPGSSRPTFASVHGASNEQVTEVH
AGDLSLDKF IDAATLAEAPRLPAANTQVRTVLLTGATGFLGRYLALEWLE
RMDLVEGKLICLVRAKSDTEARARLEKTFDSGAPELLAHYRALAGDHLEV
LAGDKGEADLGLDRQTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQLFGPNALG
TAELLRLALTSKIKPYSYTSTIGVADQIPPSAFTEDADIRVISATRAVDD
SYANGY SNSKWAGEVLLREAHVLCGLPVAVFRCDMILADTTWAGQLNVPD
MFTRMILSLAATGIAPGSFYELAADGARQRAHYDGLPVEFIAEAISTLGA
CSQDGFHTYHVMNPYDDGIGLDEFVDWLNESGCPIQRIADYGDWLQREET
ALRALPDRQRHSSLLPLLENYRQPERPVRGSIAPTDRFRAAVQEAKIGPD
KDIPHVGAPIIVKYVSDLRLLGLL

>gi | 227980601 |xe£|2P_04027864.1| proteina similar a tioéster reductasa
[Tsukamurella paurometabcla DSM 20162] (SEQ ID NO:59)
MSIETVONGVPAEGSVPPADQQTERLEQVIARIFAQFADRPATATREAGPGTPYATVSYREIWRRVTALY
ASWQSEVAPGDFVAILGFTSSPFVIVDLATTLLGAPNVPLOAGAPAARTATILDETRPKILAVSADQVDL
AQEALAESAATPRVVVEDGERDSYEGIEADILSGSALPAPEFFAPEPCTDPLVTLIYTSGSTGTPKCAMY
TEQLVRDAWLKVDSIVDIDNYPAESLLHFLPMSEMYGRNWLIAGLASGGTGYFAGASDMSTLEDDLAAARP
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TAIGLVPRVCELIKQRYLAVEADTDAETARVELRDRVLGGRLOAAMCGSAALSSELQTFMEWLLGIDIQL
GYGSTEAGGVIRDGVVVRPPVTEYKLIDVPELGYFVIDSPEPRGELLVKSTQLIPGYYNSDKRIRDDEGF
YRTGDVMAELGPDRLEYVDRRSNVIKLAQGEFVPIAQLEAIYAAGPDVREQIFLYGTSERSYLIGVVVPAP
GPDGETDAQTRTRVLDGLAAIARENDLAAYEVPRDVLIERDPFSQENGLRSGIGKLVRPALIARYGDRLH
CLYAQADTRQREGLRALDASGPIIDTVLGAAALTLGADIADFDADTRFGDLGGDSLSALSLATTLEGLYD
VPVPVOTIVGPTATLGGVARHIEKARSGGVAAPTADSVAGVGASVARATDLTLEKF IDPELLALAPTLPA
ATGEZPNTVLLTGSTGYLGRFLLLDWLRRVAPHGGTVIALVRGADADDARRRVIAAIGDSDPDLTQEFTSL
AEHALHVIAGDFGSPALGLDDATWSDLAGRVDHVVACGALVNHVLPYDQLFGPNVVATGEVVRLALTTRR
KSVOYVSTVAVVPQDDGRVLVEDDDVRELGAERRIGADAYANGYAVSKWAGEVLLESAADLADLEVRVER
SDMILAHSREHGQENEVDOF TRLLLSIAZTGLAPASFYTPDPSGHRPRYDGLPVDF TAEAITTLSAAGRS
GYRTFHVLNANDDGVSLDSEVDWIAASGRSIERIDDYDTWFARFEQALQQLPDEARQRSVLPLLHAVREP
APAAGTSALSVDRFRGAVRETGVGPGDIPVLDRALIEKYLRDFETAGWLAPGARD

>gi 254431429 | ref|2P_05045132.1| supuesta acido graso-CoA ligasa de cadena larga
[Cyanckbium sp. PCC 7001] (SEQ ID NO:60)

MNESSADQSSGNVSEGWPDASVTARALQAHLRYEQIIDAILSGYAERPALAERSYLVRPDPSTGOTVRVE
SQATRSISYRTLQERVHALTMAWRLHPDSPVQAGAFVVLYGFASIDYAVLDLALAYTKGVPVPLSPNASS
EDDDAILGTVQPVTLAVSISEFSGCVDLIARSTSIRTVIVFDLDPAVDCERAALESGIRALNEKGSDVVY
CTLQCLIDVGRDAESSFLPIQAQLQDDLALLIATSGSTGTFXGACISSRALINTWRHEVSGPYPKVIVVLA
PFHHMMGRDSMITALGAGGTAYFTLRPDLSTVIEDIRLARFTGLVLFPRLCEVIEHELTTAPEYSGNEIL
GGRLGSIVVASAPITPRLKASLECLLGVPVSEGYSSTETASGGLAMNGLLNRNNILAYRLRDVPEAGYSY
NDRPF PRGELCVK T RFGISGYFRNPEATAELFDDDGFYCTGDIVEERAPDQIAIIDRRKNVIKLAQGEYV
AVGRLEQLFQEGCGCVQQIKELHGDSTRAYLLAVVVPDRNTLAPPGSRCASEAELKARVREEILTLANQRE
LRGFEIPRDLILAEEFFSOONGLLSSLGKPIRPAIRARYRSRLESLYASEEATRGTELEAIRASAGAVDY
ETTLLALLSSTLGVVCGAADRQTSFRELGGDSLAAVQLAME IXKQFGVGLEGSQILGPGGTVEAWARRIH
TASICQAPHQRVGSPLAAIPAZCWLKXPDHYRLENLIGIPIGTPSAEVARPTGGPETYLLTGATGFLGGRL
CLEWLORLAGOGGRLICLVRPSNSHSAWERLRNRFSHLEPEQVARFRELAGRHLEVIPADIGEPGLGLEP
SCQERLATEVDAICECAAEVNHRLPYRELYRPNVIGTAEIIHLAITTRLKSVDFISSIGVASLPRRPGGS
IPVECCYARCYFASKWACZQLLRSTADCTGVPVRVIRPSLILPDRVLAGEMNPDDLLSRLLYSILVTGIA
PGCFGEESONSGRSGFSVQGLPVDOLAQTILALGEARTEGFHVLNLNADSGSGVPLCAILCDIAAKGIRL
RRVEGYDLWLDAITTRLRRLPAEQRARSLLDVAEAYAGSAGQTITQSSGEMDAGSSSCPEEITSLQPDFSR
AYRRKIVDDLARWGLIEP2GPVDQ

>uniprot |AOQIBS5 |ROQIBS_MYCAL Supuesta acil-CoA deshidrogenasa  (SEQ 1D
NO:61)

MSTATHDERLDRRVHELIATDPQFAAAQPDPAITAALEQPGLRLPQIIRT
VLDGYADRPALGQRVVEFVTDAKTGRTSAQLLPRFETITYGEVAQRVSAL
GRALSDDAVHPGDRVCVLGFNSVDYATIDMALGAIGAVSVPLQTSAAISS
LOQPIVAETEPTLIASSVNQLSDAVQLITGAEQAPTRLVVFDYHPQVDDQR
EAVQDAAARLSGTGVAVQTLAELLERGKDLPAVAEPPADEDSLALLIYTS
GSTGAPKGAMYPQSNVGKMWRRGSKNWFGESAASITLNFMPMSHVMGRSI
LYGTLGNGGTAYFAARSDLSTLLEDLELVRPTELNFVPRIWETLYGEFQR
QVERRLSEAGDAGERRAVEAEVLAEQRQYLLGGRFTFAMTGSAPISPELR
NWVESLLEMHLMDGYGSTEAGMVLFDGE IQRPPVVDYKLVDVPDLGYFST
DRPHPRGELLLRTENMFPGYYKRAETTAGVFDEDGYYRTGDVFAEIAPDR
LVYVDRRNNVLKLAQGEFVTLAKLEAVEGNSPLIRQIYVYGNSAQPYLLA
VVVPTEEALASGOPETLKPKIADSLOQVAKEAGLQSYEVPRDFIIETTPE
SLENGLLTGIRKLAWPKLKQHYGERLEQMYADLAAGQADELAELRRNGAQ
APVLQTVSRAAGAMLGSAASDLSPDAHF TDLGGDSLSALTFGNLLREIFD
VDVPVGVIVSPANDLAAIASYIEAERCGSKRPTFASVHGRDATVVRAADL
TLDKFLDADTLASAPNLPKPATEVRTVLLTGATGF LGRYLALEWLERMDM
VDGKVIALVRARSDEEARARLDKTFDSGDPKLLAKYQOLAADHLEVIAGD
KGEANLGLRQDVWQRLADTVDVIVDPAALVNHVLPYSELFGPNALGTAEL
IRLALTSKQKPYTYVSTIGVGDQTEPGKFVENADTROMSATRATNDSYAN
GYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRCOMILADTTYAGQLNLPDMETR
LMLSLVATGIAPGSFYELDADGNRQRAEYDGLPVEFIAAALISTLGSQITD

101



ES 2536 240 T3

FIG. 17 Cont.

SDTGFQTYHVMNPYDDGIGLDEYVDWLYDAGYSIERIADYSEWLRRFETS
LRALPDRORQYSLLPLLENYRTPEKPINGSIAPTDVF RAAVQEAKIGPDK
DIPHVSPEVIVKYITDLQLLGLL

>uniprot |AOQWIT7|A0QWIT_Mycs2 proteina de la familia de epimerasa/deshidratasa

dependiente de NAD (SEQ ID NO:62)

MTIETREDRENRRIDHLFETDPQFAAARPDEAISAAAADPELRLPAAVKQ
ILAGYADRPALGKRAVEFVIDEEGRTTAKLLPRFDTITYRQLAGRIQAVT
NAWHNEPVNAGDRVAILGFTSVDYTTIDIALLELGAVSVPLQTSAPVAQL
QPIVAETEPKVIASSVDFLADAVALVESGPAPSRLVVFDYSHEVDDQREA
FEAAKGKLAGTGVVVETITDALDRGRSLADAPLYVPDEADPLTLLIYTSG
STGTPKGAMYPESKTATMWQAGSKARWDETLGVMPSI TLNFMPMSHVMGR
GILCSTLASGGTAYFAARSDLSTFLEDLALVRPTQLNFVPRIWDMLFQEY
QOSRLDNRRAEGSEDRAEAAVLEEVRTQLLGGRFVSALTGSAPISAEMKSW
VEDLLDMELLEGYGSTEAGAVF IDGQIQRPPVIDYXLVDVPDLGYFATDR
PYPRGELLVKSEQMFPGYYKRPE ITAEMFDEDGYYRTGDIVAELGPDHLE
YLDRRNNVLKLSQGEFVTVSKLEAVEGDSPLVRQIYVYGNSARSYLLAVV
VPTEEALSRWDGDELKSRISDSLODAARAAGLQSYEIPRDFLVETTPFTL
ENGLLTGIRKLARPKLKAHYGERLEQLYTDLAEGQANELRELRRNGADRP
VVETVSRAAVALLGASVTDLRSDAEFTDLGGDSLSALSFSNLLHEIFDVD
VPVGVIVSPATDLAGVAAY IEGELRGSKRPTYASVHGRDATEVRARDLAL
GREIDAKTLSAAPGLPRSGTEIRTVLLTGATCGFLGRYLALEWLERMDLVD
GKVICLVRARSDDEARARLDATFDTGCATLLEHYRALAADHLEVIAGDKG
EADLGLDHDTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPY SQMFGPNALGTAELIR
IALTTTIKPYVYVSTIGVGOGISPEAFVEDADIREISATRRVDDSYANGY
GNSKWAGEVLLREAADWCGLPVSVFRCOMILADTTY SGQLNLPDMFTRLM
LSLVATGIAPGSFYELDADGNRQRAKYDGLPVEFIAEAISTIGSQVTDGF
ETFHVMNPYDDGIGLDEYVDWLIEAGYPVERVDDYATWLSRFETALRALP
ERQRQASLLPLLAENYQQPSPPVCGAMAPTDRFRAAVQDAKIGPDKDIPHV
TADVIVKYISNLOMLGLIL

>gi| 254819907 |ref|ZP_05224908.1| FadD9® [Mycobacterium intracellulare
ATCC 13950] (SEQ ID NO:63)

METAIZDERLDRRIEELIANDPQFAAARPDPALTAATEAPGLRLPQIIRTVLDGYADRPALAQRVVESVT
DAKTGRTITAELLPRFETITYGELGERVSALGRAWAGDAVRPGDRVCVLGFNSVDYATIDIALGTIGAVSY
PLOTSAAISSLOPIVAETEPSLIASSVNQLPDAVELILAGDEV2GKLVVFDYQPQVDDQREAVEAAAARL
ACSGVAVEALADVLRRGKDLPAVEPPASDEDSLALLIYTSGSTGAPKGAMYPQSNVGKMWRRGSXNWFGE
SAASITLNFMPMSHVMGRGILYGTLGNGGTAYFAARSDLSTLLEDLELVRPTEMNFVPRIWETLYGEFQR
QVERRLADGDAGFEARETVAAAVLEECRQY LLGGRF IFAM IGSAPTSPELXKAWAESLLONELMDGYGSTE
ACMVLFDGEIQRFPVIDYKLVDVPDLGYFSTDRPEPRCELLLRTENMEPGYYXKRAETTANVEDEDGYYRT
GLVFAEIAPDRLVYVDRRNNVLKLAQGEFVTILAKLEAVEGNSPLIRQIYVYGNSSQPYLLAVVVPTEEAL
ALNDLESLKPKIADSLOKVAKETGLOSYEVPRDFIIETTPFTLENGLLTGIRKLAWPKLKAHYGDRLEQM
YAELAACQANELAELRRSGAAAPVAQTVSRAAAALLGATACDLSADAHF TDLGGDSLSALTFCNLLREIF
OVDVRVGVIVSPANDLAGIAAY IZAERQGSKRPIFAAVEGRGATMVHASDLTLDXFLDEATLAAAPSLPK
PATEVRTVLLTGATGFLGRY LALDWLERMDMVDGKVIALVRARTDEEARARLDKTEDSGDPKLLAHYQRL
AADHLEVIAGDXGEANLGLDPQTWORLAEEVDVIVDPAALVNEVLPYSELFGPNALGTAELIRIALTSRO
KPYTYVSTIGVGDQIQPGEFVENADIRQISATREINDGYANGYGNSKWAGEVLLREAHRDLCGLPVTVFRC
DMILADTTYAGQLNLPDMFTRLMLSLVATGIAPGSFYELDADGNRQRAHYDGLPVEF IAAALISTLGTQLT
DSDTGFQTYRVMNPYODGIGLDZYIDWL IZAGYSIERIADYSEWLRRTETSLRALPDRORQYSLLPLLHN
YCKPZKPINGSMAPTOVERAAVQEAKIGPDKDIPHVSAPVIVKYITDLELLGLL
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>uniprot |AOR484 | AOR484_MYCS2 Supuesta acido graso-CoA ligasa de cadena
larga (SEQ ID NO:64)

MTSDVHDATDGVTETALDDEQSTRRIAELYATDPEFAAAAPLPAVVDAAH
KPGLRLAEILQTLFTGYGDRPALGYRARELATDEGGRTVTRLLPRFDTLT
YAQVWSRVQAVAAALRHNFAQP IYPGDAVAT IGFASPDYLTLDLVCAYLG
LVSVPLQHNAPVSRLAPI LAEVEPRILTVSAEYLDLAVESVROVNSVSQL
VVFDHEPEVDDHRDALARAREQLAGKGIAVTTLDAIADEGAGLPAEPIYT
ADHDQRLAMILYTSGSTGAPKGAMY TEAMVARLWTMSFITGDPTPVINVN
FMELNHLGGRIPTSTAVONGGT SYFVPESDMSTLFEDLALVRETSLGLVE
RVADMLYQIHLATVDRLVTQGADEL TAEKQAGAE LREQVLGGRVITGEVS
TAPLAAEMRAFLDITLGAHIVDGYGLTETGAVTRDGVIVRPPVIDYKLID
VPELGYFSTDKPYPRGELLVRSQTLTPGYYXRPEVIASVFDRODGYYHTGD
VMAETAPDHLVYVDRRNNVLKLAQGEFVAVANLEAVF SGAALVRQIFVYG
NSERSF LLAVVVPTPEALEQYDPAALKAALADSLQRTARDAELQSYEVPA
DFIVETEPFSAANGLLSGVGKLLRPNLKOCRYGQRLEQMYADIAATQANQL
RELRRAAATQPVIDTLTQAAAT ILGTGSEVASDARFTDLGGDSLSALTLS
NLLSDFFGFEVPVGT IVNPATNLAQLAQHISAQRTAGDRRPSFTTVHGAD
ATEIRASELTLDKFIDAETLRAAPGLPKVTTEPRTVLLSGANGWLGRFLT
LQWLERLAPVGGTLITIVRGRDDARARARLTQAYDTDPELSRRFAELADR
ELRVVAGDIGDPNLGLTPE IWHRLAAEVDLVVHEARLVNHVLEYRQLFGE
NVVGTAEVIKLALTERIKPVTYLSTVSVAMGIPDFEEDGDIRTVSPVRPL
DGGYANGYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVATFRSDMILAHPRY RGQVNV
PDVMFTRLLLSLLITGVAPRSFY IGDGERPRAHYPGLTVDFVAEAVTTLGA
QOREGYVSYDVMNPHDDGI SLOVFVDWL IRAGHE IDRVDDY DDWVRRFET
ALTALPEKRRAQTVLPLLHAFRAPQAPLRGAPEPTEVFEAAVRTAKVGEG
DIPHLDEALIDKYIRDLREFGLI

>gi|240173202 1ref|2ZP_04751860,1| FadD9 [Mycobacterium kansasii ATCC
124781 (SEQ ID NO:65)

MSTTTRDERLERRIDTLIHDDAQFAAAKPDPAIAAALEKPGLSLPEL IQTALQGYADRPALGQRAVEFVT
DTQTGRTSVRLLTRFETITYRQLGDRVGALARALTHDSVHAGDRVCVLGFNSLDYTTIDMALAXVGAVSY
PLOTSAAVTQLQPIVAETEPTMMAASVNQLSDAVDVLLSGHLPAKLVVFDYHPEVDDQREALDTARERLA
DTAVVVQTLXDVLDHGATLAAGSVAEPLAASGDNDSLALLIYTSGSTGAPKGAMYRQSNVGKMWRRSSKN
WEGPTAASITLNFMPMSHIMGRGVLYGT LGNGGTAYFAARSDLSTLLEDLRLVRPTELNFVPRIWETLYG
EYQRAVDQRSVDPGEPAAREAVEAQVMAEQRODLLGGRY IFAMTGSAPMSPELRNWVEALLEIPLLDGYG
STEAGMVMF DGEIQRPPVIDYKLVDVPDLGYFSTDOPYPRGELLLKTENMFPGYYKRPEVTASVFDADGY
YRTGDVVAEVAPDRLVYVDRRNNVLKLAQGEFVIVAKLEAVFGNSPLVRQIYVYGNSAHPYLLAVVVPTE
EASAGTDIAALKPLIADSLQTVAKEAGLOSYEVPROFLIETTPFTLENGLLTGIRKLAWPKLRQEYGERL
EQLYTELAASQANELSELRRSGAHAPVLETVSRAAGALLGAASTALSPDAHFTDLGGDSLSALTFGNLLR
EIFDVDVPVGVIVSPASDLAAIAAY IEGERQGSKRPTFAVIHGRDALEVHASDLTLDKF IDASTLAAAPV
LPPPSAAVRTVLLTGATGFLGRYLALOWLERMDLVDGKVIALVRAKSDDDARARLDKTFDSGDPELLTHY
RRLATDHLEVIAGDKGEANLGLDQLTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSELFGEPNALGTAELIRIALT
GKLEPYTYVSTIGVGDQIEPGKFTEDADIRHISATREKINDSYANGYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLEVAV
FRCDMILADTTWAGQLNVPDMF TRMMLSLVATGIAPGSFYELDADGNRQRAHYDGLPVEF IAEAIATLGA
RDGKGFQTYHVMNPYDDGIGMDRFVDNLVDAGCATHRIDDYGDWLRRFETALRGLPEKQRHASLLPLLHN
YOKPAPPLRGSMAPTDRFRAAVQDAKVGPDKDIPHISPQIIAKYLSDLRLLGLL

>uniprot |R1KLT8 |A1KLT8_MYCBP Probable Acido graso-CoA ligasa fadD9 (SEQ
ID NO:66)

MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEAITQAIDQPGVALPQLIRMVM
EGYADRPALGQRALREYVTDPDSGRTMVE LLPRFETITYRELWARAGTLAT
ALSAEPAIRPGDRVCVLGFNSVDYTTIDIALIRLGAVSVPLOTSAPVTGL
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RPIVTETEPTMIATSIDNLGDAVEVLAGHAPARLVVE DYHGKVDTHREAV
EAARARLAGSVTIDTLAELIERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTG
APKGAMYRE SQVMSFWRKSSGWFEPSGYPSITLNFMPMSHVGGRQVLYGT
LSNGGTAYYVAKSDLSTLFEDLALVRPTELCFVPRIVDMVEAEFHSEVDR
RLVDGADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAP ISAEMTAWVESLL
ADVHLVEGYGSTEACMVLNDGMVRRPAVIDYXLVDVPELGYFGTDQPYPR
GELLVKTQTMFPGYYQRPDVTAEVF DPDGFYRTGDIMAKVGPOQFVYLDR
RNNVLKLSQGEF IAVSKLEAVFGDSPLVRQIF IYGNSARAYPLAVVVPSG
DALSRHGIENLKPVISESLQEVARAAGLOSYEIPRUF IIETTPFTLENGL
LTGIRKLARPQLKKFYGERLERLYTELADSQSNELRELRQSGPDAPVLPT
LCRAAAALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSALSLANLLHE IFGVDVPVG
VIVSPASDLRALADHIEAARTGVRRPSFASTIHGRSATEVHASDLTLDKFI
DAATLAAAPNLPAPSAQVRTVLLTGATGF LGRYLALEWLDRMDLVNGKLI
CLVRARSDEEAQARLDATFDSGDPY LVRHYRELGAGRLEVLAGDKGEADL
GLORVTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQLFGPNAAGTAELLRLALT
GKRKPYIYTSTIAVGEQIPPEAFTEDADIRAISPTRRIDDSYANGYANSK
WAGEVLLREAREQCGLPVTVFRCDMILADTSYTGQLNLPDMFTRLMLSLA
ATGIAPGSFYELDAHGNRQRAHYDGLPVEFVAEAICTLGTHSPDRFVTYH
VMNPYDDGIGLDEFVDWLNSPISGSGCTIQRIADYGEWLQRFETSLRALP
DRORHASLLPLLENYREPAKPICGSIAPTDQFRAAVQEAKIGPDKDIPHL
TAAIIAKYISNLRLLGLL

>gi| 254822803 ref|2P_05227804.1|Supuesta acido graso-CoA ligasa de cadena
larga [Mycobacterium intraceilulare Arce 13950) (SEQ ID NO:67)

MAATDEQFRNAQPDLSLQQAARQPGLRLPQILELFVEGYADRPAVGWRARTLSTDPATGRTITRLLPRFD
TMTYRELWADVRAIAAAWREDAANPVSPGDFVATVGFASAEYLTLDLVCGYLGLVAVPLQENTTPSRLRP
IVDEVEPSILAAGVGYLDLAVEAASGSSSLRRLVVFDYQPEVDEQREALQRAQATLAAAGAAVTIETLDE
IZERGRALPPEPMYTIGDTDQRLAMIMY TSGSTGLPKGAMY TEQMLAKVWINELMPDFADTPVENVNFMPL
NHLGGRIPLSTAFQAGGTSYFVPESDLSTLFDDWNLVRPTEMGLVPRVAZMLY QRYQSAVDRLVASGADA
GSAEARARAELREEVLGGRIVTAFCGTAPLAAEMRAFVETCLDVHVLDGYGLTEVGMVTKDGRMTRPPVL
DYKLIDVPELGYFHTDXPYPRGELLVKSLTATPGYFKRPDVTANAFDPDGYYRTGDVMAELEPDRLAYVD
RRNNVLKLAQGEFVAVARLEAVFASAPLIRQIFVYGNSERPYLLAVVVPTADAAERFTGDPEGLKAAVAE
SLRQSAQLAELQSYEVPVDFVVETEPFSEDNGLLSGVGKLLRPKLKERYADRLEQLYAELAENRVTELRA
LREGADKHPVVFTLTRAAEALLGVAGGPPAPDALF IELGGOSLSALTFSNLLRDIFDVDVPVGMITGPAT
DLGQLAEYVEZSERKSGSRRPTFATVHGRGAAEVRAAELTLDKFIDATTLAAAPNLPRATGTPHTVLLTGA
NGYLGRFLALEWLERLAETCGKLVS IVRATDTAAAVKRLEAVFDSGDPQLLERFRTLAAEHLEVIVGDIG
EPNLGLOQATWQRLAQSVDLIVHPAALVNHVLPYDQLFGPNVVGTAELIRLAITIRIKPVIYLSTVAVAM
TVDPGEFAEDGDIRAVSAVRPIDDS YANGYANSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRSDMILAKRSRYAGQL
NVPDAFTRLMFSLLTTGIAPTTFYRTDEXEGNRAVAHY DGLPADFVAEAVTTLGEQMAAREESGGYRSYDVM
NPHDDGVSLOVFVDWLIAAGHDIRRIEDYDEWLGRFTTALRALPDKQRQHSVLPLLDAYREPATPLRGAP
APTDVFRHAVRTAKIGADEDIPHLSAALIDKYVADLRLLGLV

>uniprot |ALQUM2 | A1QUM2_MYCTE Acido graso-CoAligasa f£adD$ (SEQ ID
NO:68)

MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEALTQAIDQPGVALPQLIRMVM
EGYADRPALGQRALRFVIDPDSGRTMVELLPRFETITYRELWARAGTLAT
ALSAEPAIRPGDRVCVLGFNSVDYTTIDIALIRLGAVSVPLOTSAPVIGL
RPIVIETEPTMIATSIDNLGDAVEVLAGHAPARLVVF DYHGKVDTHREAV
EAARARLAGSVTIDTLAELIERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTG
APKGAMYRESQVMSEFWRKSSGWFEPSGY PSITLNFMPMSHVGGRQVLYGT
LSNGGTAYFVAKSDLSTLFEDLALVRPTELCFVPRIWDMVFAEFHSEVDR

104



ES 2536 240 T3

FIG. 17 Cont.

RLVDGADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAPISAEMTAWVESLL
ADVHLVEGYGSTEAGMVLNDGMVRRPAVIDYKLVDVPELGYFGTDQPYPR
GELLVKTQTMFPGYYQRPDVTAEVFDPDGFYRTGDIMAKVGPDQFVYLDR
RNNVLKLSQGEF IAVSKLEAVEGDSPLVRQIF IYGNSARAYPLAVVVPSG
DALSREGIENLKPVISESLQEVARAAGLOSYEIPRDFIIETTPFTLENGL
LTGIRKLARPQLKKFYGERLERLYTELADSQSNELRELRQSGPDAPVLPT
LCRAAAALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSALSLANLLHEIFGVDVPVG
VIVSPASDLRALADHIEAARTGVRRPSFASIKGRSATEVHASDLTLDKFI
DAATLAAAPNLPAPSAQVRTVLLTGATGFLGRYLALEWLDRMDLVNGKLI
CLVRARSDEEAQARLDATFDSGDPYLVRHYRELGAGRLEVLAGDKGEADL
GLDRVIWQRLADTVDL IVDPAALVNHVLPYSQLFGPNAAGTAELLRLALT
GKRKPYIYTSTIAVGEQIPPEAFTEDADIRAISPTRRIDDSYANGYANSK
WAGEVLLREAHEQCGLPVTIVFRCDMILADTSYTGQLNLPDMFTRLMLSLA
ATGIAPGSFYELDAHGNRQRAHYDGLFVEFVAEAICTLGTHSPDREVIYH
VMNPYDDGIGLDEEVDWLNSPTSGSGCTIQRIADYGEWLORFET SLRALP
DRQRHASLLPLLHNYREPAKPICGS IAPTDQFRAAVQEAKIGPDKDIPHL
TAAIIAKYISNLRLLGLL

suniprot |A1T887|a1T887_Mycve Dominio de tioéster reductasa (szg 1D N0:69)
MSTDTREDRLARRIADLYATDPQFAAAAPDDAISHAIDQPGTHLPVIVQT
VLDGYAERPALGQRAVRFVIDPATGRTTTELLPRFETITYAELSRRIHAV
TAALTDVHPGDRVAVLGFTSIDYTTVECMALAMLGAVAVPLQTSAPATTIVR
PIVAETEPVVIASSVDALTDAVGLALDAPTVTRLVVF DHRAGVDDHRDAL
ISASDRLRAANSPIEVETITDIVARGSKLPVRAQFSADCDALSLLIYTSG
STGAPKGAMYPQHLVANSWRRLARSFWGDLGVEPAITLNFMPMSEVMGRG
LLYGTLDAGGTAYFAARSDLSTFLEDLALVRPTQLSFVPRIWDT IHAEVS
QELERRPSDATEVIADLRRSLLGGRYVTAMTGSAPLSPEMRAFVENLLDY
HLIDGYGSTEAGAVFVDGRVQRPPYVIDYKLVOVADLGYE STDRPHPRGEL
LVKSETLFPGYYKRPDVTAEMFDEDGYYRTGDIVAETGADQLTY LORRNN
VLKLSOGEFVIVSRLEAVFGNSPLVRQIYVYGNSARPYLLAVVVPTEAAL
AGADAKAAVAESLQDVAKATGLQSYEIPRDFLLETTPFTLENGLLTGIRK
LARPRLRERYGEQLEALYTMLSEEQADE LRELRRSGGERPALETVGRAAG
ALLGTTAGELEPSAHF TDLGGDSLSALTFANLLRDIFDVDVPVGVIVSPA
TDLQALADY VESARRHGSVRPTFESVHGHSGRPGTEVHARDLTLDEFVOA
ATLAHAPTLPGPRAEVRTVLLTGATGFLGRY LALEWLERMALVGGKLICL
VRAKDDAAARVRLDSTFDSGDPELLRAYRRLAADHLEVIAGDKADADLGL
DARTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYRQLFAPNVLGTAELLRIALTTR
MKPFVYVST [GVGAGIEPARE TEDADIRQI SATRRIDDSYANGYGNSKWA
GEVLLREAHDLCGLPVSVFRCDMILADTTYAGQLNLPDMFTRLIFSLVAT
GVAPESFYHELATDGTRQRAHYDGLEPVEFIAEAISTLGSDVASGFRTYHVM
NPHDDGIGLDEYVDWL IDAGHPIRRVGDYPTAWLORFTVAITALPERQROA
SLLPLLENYQHPETPIRGSIAPTDRFREAVQDAKIGFDKDIPHVTPQIVI
XKYVTDLQRLGLL

>uniprot |ALUFAS8 |ALUFAS_MYCSK Dominio de tioéster reductasa (seQ ID NO:70)
MSTETREARLQQRIAHLFTTDPQFAAARPDPRISDAVDRDDTRLTAIVSA
VMSGYADRPALGQRAAEFVTDPQTGRT TMELLPRFDT ITYRELLDRVRAL
TNAWHADGVRPGDRVAILGFTGIDYTVVDLALIQLGAVAVPLQT SAAVEA
LRPIVAETEPMLIATGVDHVDAAAELALTGHRPSRVVVEDHREQVDDERD
AVRAATARLGDAVPVETLAZVLRRGARLPAVAPHVFCEADPLRLLIYTSG
SAGAPKGAMYPESKVAGMWRASAKAAWNNDOTAIPSITLNFLPMSHVMGR
GLLCGTLSTGGTAYFAARSDLSTLLEDLRLVRPTQLSFVPRIWDMLFQEF
VGEVDRRVNDGADRPTASADVLAVQRHE LLGGRFVTAMTGSAP L SLEMKT
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WVETLLDMHLVEGYGSTEAGAVFVDGHIQRPPVLDYKLVDVPDLGYFSTD
RPHPRGELLVRSTQLFPGY YKRPDVTAEVFDDDGFYRTGDIVAEVGPDQV
QYLDRRNNVLKLAQGEFVTISKLEAVFAGSALVRQIYVYGNSARSYLLAV
VVETDDAVARHDPASLKTAISASLOQAAKTAGLQSYELPRDFLVETQPFT
LENGLLTGIRKLARPKLKARYGDRLEALYVELVEGQAGELRTLRRDGAKR
PVAETVGRAAAALLGAAAADVRPDARF TOLGGDSLSALTFGNLLOEIFGV
DVEVGVIVSPAADLASIAAYIEAEQASTGKRPTYASVHGRDAEQVHARDL
TLDKFIDAETLSAATELPGPSGEVRTVLLTGATGFLGRYLALOWLERMAL
VDGKVICLVRAKDDAAARKRLDDTFDSGDPXLLAHYRKLAADHLEVLAGD
KGEADLGLPHPVWQRLADTVDL IVDPAALVNHVLPYSQLFGPNALGTAEL
IRLALTTRIKPFTYVSTIGVGAGIEPGRFTEDDDIRVISPTRAVDTGYAN
GYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRCDMILADTTYAGQLNLPDMFTR
MMLSLVTIGIAPKSFHPLDAKGHRQSAHYDGLPVEFVAESISALGAQAVD
EAGTGFATYHVMNPHDDGIGLDEFVDWLVEAGYRIDRIDYYAAWLQRFET
ALRALPERTRQYSLLPLLENYQRPAHPINGAMAPTDRFRAAVOEAKLGPD
KDIPEVTPAVIVKYATDLELLGLIX

>gi| 254775919 | ref | ZP_05217435.1| FadD9 ([Mycobacterium avium subsp.
avium ATCC 252%1] (SEQ ID NO:71)
MSTATEDERLDRRVHELIATDPQFAAAQPDPAITAALEQPGLRLPQIIRTVLDGYADRPALGQRVVEFVT
DAKTGRTSAQLLPRFETITYGEVAQRVSALGRALSDDAVHPGDRVCVLGFNSVDYATIDMALGAIGAVSY
PLQTSAAISSLQPIVAETEPTLIASSVNQLSDAVQLITGAEQAPTRLVVFDYHPOVDDQREAVODAAARL
SSTGVAVOTLAELLERGKDLPAVGEPPADEDSLALLIYTSGSTGAPKGAMYPQSNVGKMWRRGSKNWFGE
SAASITLNFMPMSHVMGRSILYGTLGNGGTAYFAARSDLSTLLEDLELVRPTELNFVPRIWETLYGEFQR
QVERRLSESGDAGERRAVEAEVLAEQRQYLLGGRFTFAMTGSAPISPELRNWVESLLEMELMDGYGSTEA
GMVLFDGEIQRPPVIDYKLVDVPDLGYF STDRPEPRGELLLRTENMFPGYYKRAETTAGVFDEDGYYRTG
DVFAEIAPDRLVYVDRRNNVLKLAQGEFVTLAKLEAVFGNSPLIRQIYVYGNSAQPYLLAVVVPTEEALA
SGDPETLKPKIADSLQQVAKEAGLQSYEVPRDFIIETTPFSLENGLLTGIRKLANPKLKQHYGERLEQMY
ADLAAGQANELAELRRNGAQAPVLQTVSRAAGAMLGSAASDLSPDAHFTDLGGDSLSALTFGNLLREIFD
VDVPVGVIVSPANDLAAIASY IEAERQGSKRPTFASVHGRDATVVRAADLTLDKFLDAETLAAAPNLPKP
ATEVRTVLLTGATGFLGRYLALEWLERMDMVDGKVIALVRARSDEEARARLDKTEDSGDPKLLAKYQQLA
ADHLEVIAGDKGEANLGLGODVWQRLADTVDVIVDPAALVNHVLPYSELFGPNALGTAELIRLALTSKQK
PYTYVSTIGVGDQIEPGKFVENADIRQMSATRAINDS YANGYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVEFRCD
MILADITYAGQLNLPDMFTRLMLSLVATGIAPGSFYELDADGNRQRAHYDGLPVEFIAAAISTLGSQITD
SDTGFQTYHVMNPYDDGIGLDEYVDWLVDAGYSIERIADYSEWLRRFETSLRALPDRQRQYSLLPLLENY
RTPEKPINGSIAPTDVFRAAVQEAKIGPDKDIPHVSPPVIVKYITDLOLLGLL

>uniprot |A3PYWY |A3PYWI_MYCSJ Dominio de tioéster reductasa (SEQ ID NO:72)

MSTETREARLOORIAHLFATDPQFAAARPDPRISDAVDRDDARLTAIVSA
VMSGYADRPALGQRAAEFATDPQTGRTTMELLPRFDTITYRELLDRVRAL
TNAWHADGVRPGDRVATLGFTGTDY TVVDLALTQLGAVAVPLQT SAAVEA
LRPIVAETEPMLIATGVDHVDAAAELALTGHRPSQVVVFDHREQVDDERD
AVRAATARLGDAVPVETLAEVLRRGAHLPAVAPHVFDEADPLRLLIYTSG
STGAPKGAMYPE SKVAGMWRASAKAAWNNDQTAIPSITLNF LPMSHVMGR
GLLCGTLSTGGTAYFAARSDLSTLLEDLRLVRPTQLSFVPRIWDMLFQEF
VGEVDRRVNDGADRPTAEADVLAELRQELLGGRFVTAMTGSAPISPEMKT
WVETLLDMELVEGYGSTEAGAVFVDGHIQRPPVLDYKLVDVPDLGYFSTD
RPHPRGELLVRSTQLFPGYYKRPDVTAEVFDDDGF YRTGDIVAELGPDQL
QYLDRRNNVLKLAQGEFVTISKLEAVFAGSALVRQIFVYGNSARSYLLAV
VVPTDDAVARHDPASLKTAISASLOQAAKTAGLQSYELPRDFLVETQPFT
LENGLLTGIRKLARPKLKARYGDRLEALYVELAEGQAGELRTLRRDGAKR
PVAETVGRAAAALLGAAAADVRPDAHETDLGGDSLSALTFGNLLQEIFGV
DVPVGVIVSPAADLASIAAYIETEQASTGKRPTYASVHGRDAEQVRARDL
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TLDKFIDAETLSAATELPVPIGEVRTVLLTGATGFLGRYLALDWLERMAL
VDGKVICLVRAXDDAAARKRLDDTFDSGDPKLLAHYRKLAADHLEVLAGD
KGEADLGLPHQVWQRLADTVDL IVDPAALVNHVLPYSQLFGPNALGTAEL
IRLALTTRIKPFTYVSTIGVGAGIEPGRFTEDDDIRVISPTRAVDTGYAN
GYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRCDMILADTITYAGQLNLPDMFTR
MMVSLVTTGIAPKSFHPLDAKGHRQRAHYDGLPVEFVAESI SALGAQAVD
EAGTGFATYHVMNPHDDGIGLDEFVDWLVEAGYRIDRIDDYAAWLQRFET
ALRALPERTRQYSLLPLLHNYQRPAHPINGAMAPTDRFRAAVQEAKLGPD
KDIPHVTPGVIVKYATDLELLGLI

>gi|219932734|emb|CAR70557.1| proteina hipotética [Mycobacterium
leprae Br4923) (SEQ ID NO:73)

MSTVDGVCDEDIYYYYDCIYCAADVASPTGYLPGGLF SLAKLLVIRGEKQYVFGLNDST SVGPGPGNMPW
LDOCPGLSAVIASSVAAAELAAMRSH

>uniprot |ASCM59 |A5CM58_CLAM3 Supuesta acil-CoA sintetasa (SEQ ID
NO:74)

MSTEQMGTEQMGSQHEDTSIEAIFAQHADRTALRQRSGPDITOMGFRELN
DRAGALAAALGETVSAGDRIAVLGTATADAVILDLAAWILGAVSVPLQAS
APVAALRAIVEETTPVWIAATADQAATARAVAEASGDGIRTMRLDTDTDA
DTCTDAALTLGALVARGAGLRRRSPWEPAPGDDPLALLLYTSGSTGTPKG
AMYTRSMVERMWHALRPDPAAPADASTTADDGDAAATVGYAYLPMSHLTG
RSSLLATLGRGGTVALATSTDLSTLFDDLRTFAPTEFVFVPRVAELVRQE
GDREEQRRLTAGSTDRDAVRAEVQADLRARAFGGRIHRAICTSAPLTPEL
RTYIEGCLGLTLEDLYGSTEAGGILEDGVIQQPPVTEHKLVDVPELGYRT
TDRPHPRGELLVKSASVIAGYFRRPDVTAAVE DEDGFYRTGDVMAQTGPG
TYEYVDRRNNVIKLSQGEFVAVASLEATYGGTPEVHQIALHEGDSREAFLV
AVVVPADPAASERDILAALQRTAREHGLAPYEVPRCGVIVEPDPFTVDGGM
LSDAGKLLRLRLTQRYGERLAALYDALEEQQSGTLVAALRERADDEPTVD
TVVRAALLLLGAEVSPATAAAAREFSDLGGDSLSALTFSGILEDVFGTEVP
VGVLTDPTNDLAAVAAYVERSASDDRPTVIRVHGAGASTLRVGDLRLDRM
LGGIPTPVPRASAARPGSRTVLLTGANGYLGRFLAIDWLERLAATGGTLV
CIVRGADDADARRRLEAAFAADPAF ARRFAELSGSLEVLAGDVSEHRLGL
DDERWIDLAARVDLVAHAAALVNHVLPYSALFGPNVVGTAEAIRLATAAG
SVPVTFVSSVAVAGGARPGATADAEPSAPGALDEEADRIRATIPEWAVGDE
YANGYGASKWASEVLLREABEHEGVPVAVFRSDMILAHPRWRGQVNLFPDV
FTRLIWSVLTTGLAPASFVRRGPDGERQRSHYDGLPADFTAAAIDGIGAA
LTEGHRTFNVVNPHDODGVSLDTFVDWIREDGHDIARVDDHAEWVDRF RAA
LGALPDADRARSVLPLMHAFASPEEPHAGSAIPADAFAEAVRAVRPLGSP
DIPSLDHALIAKVADDLAFLGLLAPARAAAA

>uniprot |A8M8D3 |A8M8D3_sSALAT Dominio de tioéster reductasa (SEQ ID NO:75)

VITTEQTLTERLIAEDEQIRRAQVSAEVSAAMRVPGMSQAQIVAAGF TGY
ADRAALGERAREAVIDPVTGRTTHRLLPWFDTITYGEVRSRVLALSAAWW
HDVDAPLRPGAFVVSVGVPSADLVIVELAVLHTGAVSVPLQVSSTAEQLR
PILDEAAPLIVATSVDRLAVVTAAMSGNASVRRIMVLNEDAAITAHRDAV
DAARSALAGTAVVVHTLTEVLDRGRGLPAPEPYARPTGEDPLSLLIYTSG
STGTPKGAMFPESMTRANWVRFDPKPTDMAVIRLNYLPLSHNVGRIVLFE
ALAVGGIAFFTARSDLSTLLEDMALARPTDLFLIPRLCOMLAQRHDSELA
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RRRITTADHEGVRQVHTHLREAVLGGRVTRAMSLSAPLSPQLRRFVESCL
GFAVHDVFGSTEAGGLLVNGRVLRPPVLDYRLVDVPDLGYFTTDRPYPRG
ELLVRTATIIPGYYQRPELNAELFTEDGYYRTGDIMAEYGPDELGYVDRT
TSVLKLSQGEFVAVSRLEELFAASPLIRQIYLYGNSERPYLLAVVVETEE
AHAATREPAALKAVLGESLORIAQQOHGLHPYEVPRDLLIETTPFSTANGL
LSDIRKPLRPKLKTRYAPRLEALYTELAEREADRIRTLRDAGSAQPVLPA
LREAARAFLGRPGAALDVNDRFVDLGGDSLSALALSNLLSDIFEVRVPVG
IMISATGTLGSVAAWIEAERATAGAGIGRATPTSVHEGANLTQVHADDLTL
GTFLOVITLAAAACLPRAPLSDPRVVLLTGATGY LGRF LALEWLDRLSRS
GGTLVCVVRAADDAEAARRLESVYGSSDPELLERFRSLAGHVRVLAGDVA
EARFGLPAGVWQELAETVCLIVESAALVNHVLPYEQLFGPNVAGTAELVR
LAVSVRVKGIAFLSTVAVITSQTTTPDEDADIRQASPHRVLDDSYANGYA
ASKWAGEVLLRRAHEEYGVPVSVFRSDVILAHSRYAGQLNVPDMFTRLLL
STILATGIAPASFYRTGPDGERQPAHYDGLPVDFTAAAVAAVGVTEGHRTF
NVLNPHEDGIGLDTFVDWLVAAGHPVQRIACHDEWVTRFATAMRGLPERQ
RRSSILPLLEAFAEPAPPTFGSRLPTDRFRAAVKAANVVPGNEIPHLDAA
LVTKYADDLRLLDLL

>uniprot |B1MCRY |BIMCRY_MYCAB Probable 4&cido graso-CoAligasa FadD (SEQ
ID NO:76)

MTVINETNPQQEZQLSRRIESLRESDPQFRAAQPDPAVAEQVLRPGLHLSE
AIAALMTGYAERPALGERARELVTDQDGRTTLRLLPRFDTTTYGELWSRT
TSVAAAWERDAAHPVKAGDLVATLGFTSIDYTVLDLAIMILGGVAVPLQT
SAPASQWTTILAEAEPNTLAVSIELIGAAMESVRATPSIKQVVVEDYTPE
VDDQREAFEAASTQLAGTGIAIETLDAVIARGAALPAAPLYAESAGDDPL
ALLIYTSGSTGAPKGAMHSENIVRRWWIREDVMAGTENLPMIGLNFMPMS
HIMGRGTLTSTLSTGGTGYFAASSDMSTLFEDMELIRPTALALVPRVCDM
VFQRFQTEVDRRLASSDTASAEAVAAEVKADIRDNLFGGRVSAVMVGSAP
LSEELGEF IESCFELNLTDGYGSTEAGMVFRDGIVQRPPVIDYKLVDVPE
LGYFSTDKPHPRGELLLKTDGMFLGYYKRPEVTAGVFDADGFYMTGDIVA
ELAHDNIEIIDRRNNVLKLSQGEFVAVATLEAEYANSPVVHQIYVYGSSE
RSYLLAVVVEPTPEAVAAAKGDAAALKTTIADSLODIAKEIQLOSYEVPRD
FIIEPQPF TOGNGLLTGIAKLARPNLKAHYGPRLEQMYAEIAEQQAAELR
ALHGVDPDKPALETVLKAAQALLGVSSAELAADAHFTDLGGDSLSALSFS
DLLRDIFAVEVPVGVIVSAARNDLSGVAKFVDEQRY SGGTRPTAETVHGAG
ETEIRAADLTLDKFIDEATLHAAPSLPKAVGIPHTVLLTGSNGYLGHYLA
LEWLERLCKTEGKLIAIVRGKNAEAAYRRLEEAFDTGDTQLLAHFRSLAD
KHLEVLAGDIGDPNLGLDADTWQRLADTVDVIVHPAALVNHVLPYSQLFG
PNVVGTAEI IKLAITTXKIKPVTYLSTVAVAAYVCPTTFDEESDIRLISAV
RPVDELYANGYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRSDMILAHSRYTGQ
LNVPDQFTRLILSLIATGIAPGSFYQAHATGERPLAHYDGLPGDFTAEAL
TTLGTQVVDSYETYCCVNPHADGVSLDNFVDWLIEAGYPIARIDNYTEWF
TRFDTAIRSLPEKQKQHSLLPLLHAFEQPSAAENHGVVPAKRFQHAVOAA
GIGPAGQOGTTDIPHLSRRLIVKYAKOLEQLGLL

>uniprot |BIMCSO|BIMCSO_MYCAB Probable acido graso-CoAligasa FadD (SEQ
ID NO:77)

MTIDATADNTKEARRQRLGDRIRRLF TDDEQF RAAKPDTAVDTAVAQEGL

RLAQVVAT IMNGYADRPALGHRVQELVADAAGRSTLRPLPEFETVIYGEL

WGMARALAS TWYHDPAAPVRAGDFVAMLGF TSVDYTAVDLACIELGAVAV
PLOTSASASNWTAILAESEPAVLAVSAELLDTAMESVLATPSLRHITVED
YHPGVCVQRESLESAQHRIAEAGLPISVDPIELAIGHGRALPDAPLETAE
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EGTDPLALVIYTSGSTGTPKGATYSEKMVAKPALRADTLSSKAEIPLINL
NFMPMSHVMGRGSLVTALACGGLAYFAASSDMSTLFEDITLTRPTVVTLY
PRVCDMLFQRYRNEVERRTGLDPAADLATLDADVXTDIRENLFGGRVLTI
VCGSAPLSEELRAFIESCLDARITDGYGSTEAGV IVRNGRIQRPPVIDYK
LVDVPELGYFSTDKPHPRGELLVKAESVFGGYFKRPDVTADVFDPDGY YK
TGDIVAELEPDKIQIVDRRNNVIKLSQGEFVAIANLEAEFANSPLVHQIC
VYGSSERSYLLAVVVPTAEAYEQSGGDEDLLKRLIADSLAQVAREAQLQS
YEVPRDFLLETEPFTAANGLLTGIAKLARPKLHEKYGARLEQLYSDIAAA
QALELQALHSAGHEDKPVLDTVQRAVIALLGLSAAEVSPDAKFIDLGGDS
LSALAFSDLLRDIFTVEVPVGDIVSAANDLTAIARIVERHREADGHSVTP
TAESVHGAGERE IRAADLT LDKF IDADTLRAAPALSTFTGTPHTVLLTGA
NGYLGRFLALEWLERLDKTDGKLIATIVRGKNAEAAYRRLEEAFDTIGDTOQL
LAEFRSLADKHLEVLAGDIGDPNLGLDADTWQRLAETVDVIVHPAALVNH
VLPYSQLFGPNVVGTAEIIKLALTTKIKPITYLSTVAVAISVDPKVFDED
SDIRTISAVRPINDGYANGYGNAKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRSDMI
LAESRYTGQLNVPDQFTRLILSLIATGVAPGSFYQAHATGERPLAHYDGL
PADFTASAITALGPIEEFHTYDSVINPHADGISLDNFVDWLIEAGYPIART
DNYTEWETRFDTAIRSLPEKQKQHSLLPLLHAYRHPQHPHNGAFLPAIRF
SEGVQAHLNADIPHLTRELIAKYAADLKQLGLL

>uniprot |BIMDX4 |B1MDX4_MYCAB Supuesta acido graso-CoAligasa  (SEQ ID
NO:78)
MTAGAAARVAKLFESDPQFRAAMPDPAVMDSLLAPGLRLSQVLHALLSGY
AERPVMGFRSRESVVDTATGRTVDRLLPAFETITYGQLLEDISAILAEWQ
HGDIPMGAGDFIATIGFSSPDYVTLDLATLMNGSVS IPLOHNTSVAQLRM
MLEETSPRLVAASADCLDLAVEAAVGLTDLRRVVVFDYRAETDDHREKLA
' TARERLHAAGMDVVVEPLAEVIGRGRDLPEPVLYTAGDDQRTALIMYTSG
STGAPKGAMF TEWTVTRFWSSGAAPNRDTPI INVNFLPLNHLAGRVGLLT
AFIPGGTCYFVPESDLSTLFEDWQLARP THMGVVPRVVDMLFQHYQTRVD
ALMAGGTDVDTADRLAKTELREDVLGGRVVAGMLATAPLSPEMKAFLESS
LDF HLLDLYGLTEVGGVFRDGK I SRPPVLDYKLVDVPELGY YTTDKPHPR
GELLVKSATATPGYYKRPDVTAEVF DADGY YRTGDVMAEVAPDQLVYVDR
RNNVIKLAQGEFVAVANLETVYVGAPLVRQIFVYGNSERAYLLAVVVPTE
EALRAHPDPVELKNSIRESLQRTARSNHLHSYELPADFIIETTPFTIESG
MLAAVGKPIRPKMIEHYGDRLEQLYVDLAEARVQELRQLRCTAQQORPVLD
TVTEAAQALLGMSADAVRPDHHF IDLGGDSLSALTFSNLLRDLFDVEVRV
GVITGPAADLRKLAAY IQHEREHSTATAASVEGLDTTVISATELTLDKFI
DAETLENASQLDVPAGAVATVLLTGANGYLGRF LCLEWLQRLSQTGGQLI
CLVRGDNADQALARLVAAYGDTDRTLLEEFHTLARRHLRVIAADIAQPRF
GVDDATWEQLARDVDK IVEPAALVNHVLPYNQLFGPNVFGTAEVIRLALT
TRIKPVTYLSTMAVAMTVPDFDEDGDIRTVSPTRHIDPGYANGYANSKWA
GEVLLREAHDICGLPVSVFRSDMILTHRRYSGQLNVTDAFTRMLLSLVLT
GIAPRSFYQOGDGSGARPRAHYEGLPVDFVTEAITSLGLSSSEGFRSYDVM
NPHDDGISVOTFVDWLMEDGHSIDI IDNYDEWLSRFETALRGLPDEQRRA
SVLPLLDAYRIPGNPRRAAATPNHVFRKAVQENNIGGDGADIPQIDRALL
AKYIADLRAHRLL

>uniprot B1MLD7|B1lMLD7_MYCAB Probable &cido graso-CoAligasa FadD (SEQ
ID NO:79)

MTETISTAAVPTTDLEEQVKRRIEQVVSNDPQLAALLPEDSVTEAVNERD
LPLVEVIRRLLEGYGDRPALGQRAFEFVTGDDGATVIALKPEYTTVSYRE
LWERAEAIAAAWHEQGIRDGDFVAQLGF TSTDFASLDVAGLRLGTVSVPL
QTGASLQORNAILEETRPAVFAASIEYLDAAVDSVLATPSVRLLSVEDYH
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AEVDSQREALEAVRARLESAGRTIVVEALAEALARGRDLPAAPLPSADPD
ALRLLIYTSGSTGTPKGAMYPQWLVANLWQKKWLTDDVIPSIGVNEFMPMS
HLAGRLTLMGTLSGGGTAYYIASSDLSTFFEDIALIRPSEVLFVPRVVEM
VFQRFQAELDRSLAPGESNSEIAERIKVRIREQDFGGRVLSAGSGSAPLS
PEMTEFMESLLOVPLRDGYGSTEAGGVWRDGVLQRPPVTDYKLVDVPELG
YFTTDSPHPRGELRLKSETMFPGYYKRPETTADVFDDEGYYKTGDVVAEL
GPDHLKYLDRVKNVLKLAQGEFVAVSKLEAAYTGSPLVRQIFVYGNSERS
FLLAVVVPTPEVLERYADSPDALKPLIQDSLQQVAKDAELQSYEIPRDFI
VETVPFTVESGLLSDARKLLRPKLKDHYGERLEALYAELAESQNERLRQL
AREAATRPVLETVTDAAAALLGASSSDLAPDVRFIDLGGDSLSALSYSEL
LRDIFEVDVPVGVINSVANDLAAIARHIEAQRTGAATQPTFASVHGKDAT
VITAGELTLDKFLDESLLKAAKDVQPATADVKTVLVTGGNGWLGRWLVLD
WLERLAPNGGKVYALIRGADAEAARARLDAVYESGDPKLSAHYRQLAQQS
LEVIAGDFGDQDLGLSQEVWQKLAKDVDLIVHSGALVNHVLPYSQLFGPN
VAGTAEITKLAISERLKPVTYLSIVGIADQIPVTEFEEDSDVRVMSAERQ
INDGYANGYGNSKWAGEVLLREAHDLAGLPVRVFRSDMILAHSDYHGQLN
VIDVFTRSIQSLLLTGVAPASFYELDADGNRQRAHYDGVPGDEFTAASITA
IGGVNVVDGYRSFDVFNPHHDGVSMDTFVDWLIDAGYKIARIDDYDQWLA
RFELALKGLPEQQRQQSVLPLLKMYEKPQPATDGSALPTAEFSRAVHEAK
VGDSGEIPHVTKELILKYASDIQLLGLV

>uniprot |B1VMzZ4|B1VMZ4_STRGG Supuesta acido carboxilico reductasa (SEQ

ID NO:80)
MAEPLDAATASAHDPGOGLAEALAAVEPGRALAEVMASVLEGHGDRPALG
ERAREPETGRLLPHFDTISYRELWSRVRALAGRWHHDPEYPLGPGDRICT
LGFTSTDYATLDLACIHLGAVPVPLPSNAPLPRLAPVVEESGPTVLAASYV
DRLDTAIDVVLASSTIRRLLVFDDGPGATRPGGALAAARQRLSGSPVTIVD
TLAGLIDRGRDLPPPPLYIPDPGEDPLALLIYTSGSTGAPKGAMYTQRLL
GTAWYGFSYGAADTPAISVLYLPQSHLAGRYAVMGSLVKGGTGYFTAADD
LSTLFEDIALVRPTELTMVPRLCDMLLOHYRSERDRRADEPGDIEAAVTK
AVREDFLGGRVAKAFVGTAPLSAELTAFVESVLGFHLYTGYGSTEAGGVL
LDTVVQRPPVTDYKLVDVPELGYYATDLPHPRGELLLKSHTLIPGYYRRP
DLTAAIFDADGYYRTGDVFAETGPDRLVYVDRTKDTLKLSQGEFVAVSRL
ETVLLDSPLVQHLYLYGNSERAYLLAVVVPTPDALAGCGGDTEALRPLLM
ESLRSVARRAGLNAYEIPRGILVEPEPFSPENGLFTESHKLLRPRLKERY
GPALELLYDRLADGQDRRLRELRRTGADRPVQETVLRAAQALLGSPGSDL
RPGAHFTDLGGDSLSAVSFSELMKEIFHVDVPVGAIIGPAADLAEVARYT
TAARRPAGAPRPTPASVHGEHRTEVRAGDLAPEKFLDAPTLAAAPALPRP
DGDVRTVLLIGATGYLGRFLCLEWLERLAPSGGRLVCLVRGSDATVAARR
LEAAFDSGDTALLRRYRKAAGKTLDVVAGDIGEPLLGLAEE TWRELAGAV
DLIVHPAALVNHLLPYGELFGPNVVGTAEAIRLALTTRLKPVNHVSTVAV
CLGTPAETADENADIRAAVPVRTTGQGYADGYAT SKWAGEVLLREAHERY
GLPVAVFRSDMVLAHRTYTGOVNVPDVLTRLLLSLVATGIAPGSFYRTIDT
RAHYDGLPVDFTAEAVVALGAPITEGHRTFNVLNPHDDGVSLDTEFVDWLI
EAGHPIRRIDDHGAWLTRFTAALRALPEKQRQHSLLPLIGAWAEPGEGAP
GPLLPARRFHAAVRAAGVGPERDIPRVSPDLIRKYVTDLRALGLLAGP

>uniprot |B2HE9S5|B2HE9S_MYCMM Acido graso-CoA ligasa FadD9_1 (SEQ ID
NO:81)

MSITCVDTRAQRSARRIEQLYSTDAQFAAARPSTAVGIAISKSGLGLPQL
IQTVMDGYPQORPALGQRATRVVTDPNTGRSSAQLLAEFET I TYRELWNRT
NALTNAFAAEALADRGQRVCVLGFASIDYATIDLALMLLGAVSVPLPTNA
ARAQLCHIVSETQPSLIASSTENLPDAISLVLSHRAPHRVVVEDYRPELD
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AHREALEAARARLAAIPVIVETLTAIIARGRTVRPAEADCGAQSADAPAL
LIYTSGSTGAPKGVVYTRNRVADFWRTSKAEVEATEQRTAPSITLNFMPM
SHANGROQVLYGTLSNGGTAYFTARSDLSTLFDDLALVRPTELGFPPRIWD
MLLERFGREVDRRLRDGTAEGADPGALKARVAADLRQVLLGGRYALAMMG
SAPISEQMKASVESLLDLDVMEGYGSTEAGTVIINNEVQRPQVIDYKLVD
VAELGYFLTDRPYPRGELLVKTRTLFSGYYRDPEDGAQVFDPDGFYRTGD
IMAQVGPDRLAY LDRRNNVLKLSQGEFVAVSRLEAIFANSPLVRQIFVYA
NGARAYPLAVVVPTQDAQSRHGRAELKAELHTSLHRVAMSAGLAPYEIPR
DFIVETTPFTPONGLLTAIHKLARPHLTQRYGARLELLYTELADSQTRRL
HRLROTGGRLPALETIRRAAGALLGTETTEPRPEAHFKDLGGDSVSAVTE
SNLLHDIYGFDVPVGVILGPATDLRALASHVESRRGAGWSGPSFASVHVP
RATSVHAGDLKLAKFLDTKTLAAAT SLPAADARARTVLLTGATGFLGRYL
VLEWLRRLRAVGGKLICLVRAASDEQARVRLDTAFDSGDPQLPEHFRQLA
VDRLEVLAGDKSEPGLGLDGPTWQRLADTVDLIVDPATLVNHVLSYRQLF
APNVAGTAELLRLALTTKRKPYAYVSTVSVANQIEPSAFTEDADIREISR
TRTIDCDSFANGYTTSKWASEVLLREAHDLCGLPVTVEFRCDMILADTSYAG
QLNLADTFTRLMLSVAATGIAPASFYRLGPDGKROPAHFDGLPVEFIAEA
VATLGARRHDGFQVHHVANPHHDGVGLDEYVDWLVDAGCPIRRIPDYDEW
LSRFETALHALPDRKRRHSLLPLLONYREPAEPIRGGTAPAPRFRGAVRQ
AKIGRDNDIPHVGPAI IAKYASDLQLLGLA

>uniprot |B2HN69 |B2HN69_MYCMM  Acido graso-CoA ligasa FadD9 (SEQ ID
NO:82)
MSPITREERLERRIQDLYANDPQFAAAKPATAITAAIERPGLPLPQIIET
VMTGYADRPALAQRSVEFVIDAGTIGHTTLRLLPEFETISYGELWDRISAL
ADVLSTEQTVKPGDRVCLLGFNSVDYATIDMTLARLGAVAVPLQTSAAIT
QLQPIVAETQPTMIAASVDALADATELALSGQTATRVLVFDHHRQVDAHR
AAVESARERLAGSAVVETLAFEATARGDVPRGASAGSAPGTDVSDDSLALL
IYTSGSTGAPKGAMYPRRNVATFWRKRTWFEGGYEPS ITLNFMPMSHVMG
RQILYGTLCNGGTAYFVAKSDLSTLFEDLALVRPTEL TFVPRVWOMVFDE
FQSEVDRRLVDGADRVALEAQVKAEITRNDVLGGRYTSALTGSAPISDEMK
AWVEELLDMHLVEGYGSTEAGMILIDGAIRRPAVLDYKLVDVPDLGYFLT
DRPHPRGELLVKTDSLFPGYYQRAEVTADVFDADGFYRTGDIMAEVGPEQ
FVYLDRRNNVLKLSQGEFVTVSKLEAVFGDSPLVRQIYIYGNSARAYLLA
VIVPTQEALDAVPVEELKARLGDSLQEVAKAAGLQSYEIPRDFI IETTPW
TLENGLLTGIRKLARPQLKKHYGELLEQIYTDLAHGQADELRSLRQSGAD
APVLVTVCRAAAALLGGSASDVQEDAHF TDLGGDSLSALSFTNLLHEIFD
IEVPVGVIVSPANDLQALADYVEAARKPGSSRPTFASVHGASNGOVTEVH
AGDLSLDKFIDAATLAEAPRLPAANTQVRTVLLTGATGFLGRYLALEWLE
RMDLVDGKL ICLVRAKSDTEARARLDKTFDSGDPELLAHYRALAGDHLEV
LAGDKGEADLGLDRQTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQLEGPNALG
TAELLRLALTSKIKPYSYTSTIGVADQIPPSAFTEDADIRVISATRAVDD
SYANGYSNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRCDMILADTTWAGQLNVPD
MFTRMILSLAATGIAPGSFYELAADGARQRAHYDGLPVEFIAEAISTLGA
QSQDGF HTYHVMNPYDDG IGLDEFVDWLNESGCP IQRIADYGDWLORFET
ALRALPDRQRHSSLLPLLHNYRQPERPVRGSIAPTCRFRAAVQEAKIGPD
KDIPHVGAPTIVKYVSDLRLLGLL

>uniprot |0694841069484_MyCLE | Supuesta acil-CoA sintetasa (SEQ ID
NO:83)

MSTITKQEKQLARRVDDLTANDPQFAAAKPDPAVAAALAQPGLRLPQIIQ
TALDGYAERPALGQRVAEFTKDPKTGRTSMELLPSFETITYRQLGDRVGA
LARAWRHDLLHAGYRVCVLGFNSVDYATIIDMALGVIGAVAVPLQTSAAIT
QLQOSIVTETEPSMIATSVNQLPDTVELILSGQAPAKLVVFDYHPEVDEQH
DAVATARARLADSSVVVESLTEVLGRCKTLPATPIPVADDSADPLALLIY
TSGSTGAPKGAMYLQSNVGKMWRRS DGNWFGPTAASI TLNFMPMSHVMGR
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GILYGTLGNGGTAYFAARSDLSTLLEDLKLVRPTELNFVPRIWETLYDES
KRAVDRRLANSGSADRAATIKAEVMDEQRQSLLGGRY TAAMTGSAPTSPEL
KHGVESLLEMHLLEGYGSTEAGMVLFDGEVQRPPVIDYKLVDVPDLGYFS
TDQPYPRGELLLKTOQNMFPGYYKRPEVTATVFDSDGYYQTGDIVAEVGPD
RLVYVDRRNNVLKLAQGOFVIVAKLEAAFSNSPLVRQIYIYGNSAHPYLL
AVVVPTEDALATNDIEVLKPLIIDSLQKVAXEADLQSYEVPRDLIVETTP
FSLENGLLTGIRKLAWPKLKQHYGARLEQLYADLVEGQANATLHVLKQSVA
NAPVLOTVSRAVGTILGVATTDLPSNAHFTDLGGDSLSALTFGSLLRELF
DIDVPVGVIVSPVNNLVAIADY IERERQGTXKRPTFIAIHGRDAGKVHASD
LTLDKFIDVSTLTAAPVLAQPGTEVRTVLLTGATGF LGRYLALKWLERMD
LVEGKVIALVRAKSNEDARARLDKTFDSGDPKLLAHYQELATCHLEVIAG
DKGEVDLELDRQTWRRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSELFGPNTLGTAE
LIRIALTSKQKPYIYVSTIGVGNQIEPAKFTEDSDIRVISPTRNINNNYA
NGYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVTVFRCOMILADT SYAGQLNVPDMFT
RMMLSLAATGIAPGSFYELDAESNRQRAHYDGLPVEF IAEAISTLGDQSL
HDRDGFTTYHVMNPHDCGIGMDEFVDWLIDAGCPIQRINDY DEWLRRFEI
SLRALPERQRHSSLLPLLHNYQKPEKPLHGSLAPTIRFRTAVQNANIGQD
KDIPHISPAIIAKYVSOLOLLGLV

>uniprot |Q10896 |Q10896_MYCTU PROBABLE PEPTIDO SINTETASA NRP (PEPTIDO
SINTASA)  (SEQ ID NO:84)
MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEAITQAIDQPGVALPQLIRMVM
EGYADRPALGQRALRFVTDPDSGRTMVELLPRFETITYRELWARAGTLAT
ALSAEPAIRPGDRVCVLGFNSVDYTTIDIALIRLGAVSVPLQTSAPVTGL
RPIVTETEPTMIATSIDNLGDAVEVLAGHAPARLVVF DYHGKVDTHREAV
EAARARLAGSVTIDTLAELIERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTG
APKGAMYRESQVMSFWRKSSGWFEPSGYPSITLNFMPMSHVGGRQVLYGT
LSNGGTAYFVAKSDLSTLFEDLALVRPTELCFVPRIVWDMVFAEFHSEVDR
RLVDGADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAPISAEMTAWVESLL
ADVHLVEGYGSTEAGMVLNDGMVRRPAVIDYKLVDVPELGYFGTDQPYPR
GELLVKTQTMFPGYYQRPDVTAEVFDPDGF YRTGDIMAKVGPDQFVYLDR
RNNVLKLSQGEF IAVSKLEAVEGDSPLVRQIFIYGNSARAYPLAVVVPSG
DALSRHGIENLKPVISESLQEVARAAGLOSYEIPRDFITETTPFTLENGL
LTGIRKLARPQLKKFYGERLERLYTELADSQSNELRE LRQSGPDAPVLPT
LCRAAAALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSALSLANLLHE IFGVDVPVG
VIVSPASDLRALADHIEAARTGVRRPSFASIEGRSATEVHASDLTLDKFI
DAATLAAAPNLPAPSAQVRTVLLTGATGFLGRYLALEWLDRMDLVNGKLI
CLVRARSDEEAQARLDATFDSGDPY LVRHYRELGAGRLEVLAGDKGEADL
GLDRVTWORLADTVDOLIVDPAALVNHVLPYSQLFGPNAAGTAELLRLALT
GKRKPYIYTSTIAVGEQIPPEAFTEDADIRATSPTRRIDDSYANGYANSK
WAGEVLLREAHEQCGLPVIVFRCDMILADTSYTGQLNLPDMFTRLMLSLA
ATGIAPGSFYELDAHGNRQRAHYDGLPVEFVAEAICTLGTHSPDRFVTYH
VMNPYDDGIGLDEFVDWLNSPTSGSGCT IQRIACYGEWLQRFET SLRALP
DRQRHASLLPLLENYREPAKPICGS IAPTDQFRAAVQEAKIGPDKDIPHL
TAAITIAKYISNLRLLGLL

>uniprot |Q5YY80 | Q5YY80_NOCFA Supuesta acido carboxilico reductasa {SEQ
ID NO:85)

VESTRATRLRQRIAALYADDAQVRDARPDEAISTALREPGLRLRELVATY
VDGYRDRPALAARSVQPAVDAATGACVARLLPEY TTMSYGELGLRLRAVA
AAWQHDDETRLRPGEFVATLGFTSPDYAVVDLACVWAGAVAVPLQASASY
TQLTAILAETAPAILATGLDTLPEAVDCVLAGATPRALHVEDFDPAIDAQ
RTVYEAACARLAGTGVRVRILAEVEDRGRALPPAVIDDGPGDDRLALLIY
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TSGSTGTPKGAMYTERLVALMWLGQPQVAALTVNYLPLSEVAGRLALFGL
LARGGTAYFTARADMSTLFEDLALARPTELFVVPRVCEMVLQRFQTERLR
RQADDDRVKADLRLELFGDRLLSVVCGSAPLAPELKAFMESVLDLTLEDG
YGSTEAGGSVVIDTTVRRPPVLDYRLADVPELGYFRTDKPEPRGELLLKT
TTMIPGYYRRPELNAQIFDEDGFYRTGDVVAELAPDRLVYVDRRNNVLKL
AQGEFVTIARLEAIFANSPLVRQIFVYGNSERAYLLAVIVPSRQAMAGDP
ATLKTRIAESLOLIGRDAELEAYEIPRDFLIETEPFTTESGLLSGIGKIL
RPAVEARYRDRLEQLYADLAAAQQDELAALRREAGORPVLETVTRAAAAL
LGGTASDLSPAAHFTDLGGDSLAALALSNLLREIFAVEVPVGVITGPATD
LRGLAAHIAAERENRTETPLFDRVHPDQILIRATDLALEKFFDAEELAAA
ATAAPPVAEPRVVLLTGANGYLGRFLCLEWLERLDRVEDGRL ICLVRGADE
AAALARLEAAFDSGDPELVRRFKELAQRRLTVVAGDIGEPGLGLATATWR
RLAAEVEHIVHPAALVNHVLPYRQLFGPNVAGTAEILRLALTERRKPIDF
LSTVAVAAQIPADRFAEDGDIRVISPTRTVDRGYANGYGNSKWAAEVLLR
AAHDRFDLPVAVFRSDMILAHGSFAGOLNIPDVETRLLLSLLVTGIAPAS
FHAATVTGERPRAHYDGLPADF TAAAITALGARTAGFHTYDVLNPHDDGI
SLDTFVDOWLIEAGHPIERIPEHESEWVTRFETALEALPERQRKHSLLPLLH
AYRRPVPALRGSALPAAEFRAAVRAAGITADGDIPHLTRALIEKYVADLR
LHGLL

suniprot |Q6RKB1 | Q6RKB1_9NOCA Acido carboxilico reductasa dependiente de
ATP/NADPH (SEQ ID NO:86)

MAVDSPDERLQRRIAQLFAEDEQVKAARPLEAVSAAVSAPGMRLAQIAAT
VMAGYADRPAAGQRAFELNTDDATGRTSLRLLPRFET ITYRELWQRVGEV
AAAWHHDPENPLRAGDFVALLGFTSIDYATLDLADIELGAVTVPLOQASAR
VSQLIAILTETSPRLLASTPEHLDAAVECLLAGTTPERLVVFDYHPEDDD
QRAAFESARRRLADAGSLVIVETLDAVRARGRDLPAAPLFVPDTDDDPLA
LLIYTSGSTGTPKGAMYTNRLAATMWOGNSMLOGNSQRVGINLNYMPMSH
IAGRISLFGVLARGGTAYFAAKSDMSTLFEDIGLVRPTEIFFVPRVCDMY
FQRYQSELDRRSVAGADLDTLDREVKADLRONYLGGRFLVAVVGSAPLAA
EMKTFMESVLDLPLHDGYGSTEAGASVLLDNQIQRPPVLDYKLVDVPELG
YFRTDRPHEPRGELLLKAETTIPGYYKRPEVTAEIFCEDGFYKTGDIVAEL
EHDRLVYVDRRNNVLKLSQGEFVIVAELEAVFASSPLIRQIFIYGSSERS
YLLAVIVPTDDALRGRDTATLKSALAESIQRIAKDANLQPYEIPRDFLIE
TEPFTIANGLLSGIAKLLRPNLKERYGAQLEQMYTDLATGQADELLALRR
EAADLPVLETVSRAAKAMLGVASADMRPDAHFTDLGGDSLSALSFSNLLA
EIFGVEVPVGVVVSPANELRDLANY IEAERNSGAKRPTFTSVHGGGSETR
AACLTLDKFIDARTLAAADSIFHAPVPAQTVLLTGANGYLGRFLCLEWLE
RLOKTGGTLICVVRGSDAAAARKRLDSAFDSGDPGLLERYQQLAARTLEV
LAGDIGDPNLGLDDATWORLAE TVDL IVHPAALVNHVLPY TOLFGENVVG
TAEIVRLAITARRKPVTYLSTVGVADQVCPAEYQEDSDVREMSAVRVVRE
SYANGYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVEFRSDMILAKESRYAGQLNVQD
VFTRLILSLVATGIAPYSFYRTDADGNRQRAHYDGLPADFTAAAITALGI
QATEGFRTYDVLNPYDDGISLDEFVDWLVESGHPIQRITDYSDWFHRFET
AIRALPEXKQROASVLPLLDAYRNPCPAVRGAILPAKEFQAAVQTAKIGPE
QDIPHLSAPLIDKYVSDLELLQLL

>uniprot |Q741P9|Q741P9_MYCPA FadD9 (SEQ ID NO:87)

MSTATHDERLDRRVHELIATDPQFAAAQPDPAITAALEQPGLRLPQITRT
VLDGYADRPALGQRVVEFVTDAKTGRTSAQLLPRFETITYSEVAQRVSAL
GRALSCDAVHPGDRVCVLGENSVDYAT I DMALGALGAVSVEPLQTSAALSS
LOPIVAETEPTLIASSVNQLSDAVQLITGAEQAPTRLVVFDYHPQVDDOR
EAVQDAAARLSSTGVAVQTLAELLERGKDLPAVAEPPADEDSLALLIYTS
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GSTGAPXGAMYPQSNVGKMWRRGSKNWE GESAAS ITLNFMPMSHVMGRST
LYGTLGNGGTAYFAARSDLSTLLEDLELVRPTELNFVPRIWETLYGEFQR
QVERRLSEAGDAGERRAVEAEVLAEQRQY LLGGRFTFAMTGSAPISPELR
NWVESLLEMEIMDGYGSTEAGMVLF DGEIQRPPVIDYKLVDVPDLGYFST
DRPHPRGELLLRTENMEPGYYKRAETTAGVFDEDGYYRTGDVFAEIAPDR
LVYVORRNNVLKLAQGEFVTLAKLEAVFGNSPLIRQIYVYGNSACPYLLA
VVVPTEEALASGDPETLKPKTADSLOQVAKEAGLQSYEVPRDF I TETTPF
SLENGLLTGIRKLAWPKLKQHYGERLEQMYADLAACQANELAELRRNGAQ
APVLQTVSRAAGAMLGSAASDLSEDARF TOLGGDSLSALTFGNLLREIFD
VDOVPVGVIVSPANDLAAIASYIEAERQGSKRPTFASVHGRDATVVRAADL
TLOKFLDAETLAAAPNLPXKPATEVRTVLLTGATGFLGRYLALEWLERMDM
VDGKVIALVRARSDEEARARLDKTF DSGDPXKLLAHYQQLAADHLEVIAGD
KGEANLGLGODVVWQRLADTVDVIVDPAALVNHVLPYSELFGPNALGTAEL
IRLALTSKQKPYTYVSTIGVGDQIEPGKFVENADIRQMSATRAINDSYAN
GYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRCDMILADTTYAGQLNLEDMFTR
LMLSLVATGIAPGSFYELDADGNRQRAHYDGLPVEF IARAISTLGSQITO
SDIGFQTYHVMNPYDDGVGLDEYVDWLVDAGYSIERIADYSEWLRRFETS
LRALPDRQRQYSLLPLLHNYRTPEKPINGSIAPTDVF RAAVQEAKIGPDK
DIPRVSPPVIVKYITHLQLLGLYL

>uniprot |Q7D6X4 |Q7D6X4_MYCTU Supuesta sustrato-CoA ligasa (SEQ ID
NO:88)

MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEAL TQAIDQPGVALPQLIRMVM
EGYADRPALGQRALRFVTDPDSGRTMVELLPRFETITYRELWARAGTLAT
ALSAEPAIRPGDRVCVLGENSVDYTTIDIALIRLGAVSVPLQTSAPVTIGL
RPIVTETEPTMIATS I DNLGDAVEVLAGHAPARLVVF DYHGKVDTHREAV
EAARMRLAGSVTIDTLAELYERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTG
APKGAMYRESQVMSFWRKSSGWFEPSGYPSTITLNFMPMSHVGGRQVLYGT
LSNGGTAYFVAKSDLSTLFEDLALVRPTELCEVPRIWDMYFAEF HSEVDR
RELVDGADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAPISAEMTAWVESLL
ADVHLVEGYGSTEAGMVLNDGMVRRPAVIDYKLVDVPELGYFGTDQPYPR
GELLVETQTMFPGYYQRPDVTAEVF DPDGFYRTGDIMAKVGPDQFVYLDR
RNNVLKLSQGEF IAVSKLEAVEGOSPLVRQIF IYGNSARAYPLAVVVPSG
DALSRHGIENLKPVISESLQEVARAAGLQSYEIPRDFIIETTPFTLENGL
LTGIRKLARPQLKKFYGERLERLYTELADSQSNELRELRQSGPDAPVLET
LCRAARALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSALSLANLLHE IFGVDVPVG
VIVSPASDLRALADHIEAARTGVRRPSFASIHGRSATEVHASDLTLDKFI
DAATLAAAPNLPAPSAQVRIVLLTGATGILGRYLALEWLDRMDLVNGKLI
CLVRARSDEEAQARLDATFDSGDPYLVRHYRELGAGRLEVLAGDKGEADL
GLDRVTWQRLADTVDL TVDPAALVNHVLPYSQLFGPNAAGTAELLRLALT
GKRKPYIYTSTIAVGEQIRPEAETEDADIRATSPTRRIDDSYANGYANSK
WAGEVLLREAHEQCGLPVIVFRCDMILADTSYTGQLNLPODMFTRLMLSLA
ATGIAPGSFYELDAHGNRQRAHYDGLPVEFVAEATCTLGTHSPDREVIYH
VMNPYDDGIGLDEFVDHLNSPTSGSGCT IQRIADYGEWLQRFETSLRALD
DRQRHASLLPLLHNYREPAKPICGS IAPTDQFRAAVQEAKIGPDKDIPHL
TAAITAKYISNLRLLGLL

>unlprot |Q7TY99107TY99 MYCEO PROBABLE ACIDO GRASO CoA LIGASA FADDI
(ACIDO GRASO-CoA SINTETASA) (ACIDO GRASO-CoA SINTASA) (SEQ TD NO:89)
MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEATTQATDQPGVALPQLIRMVM
EGYADRPALGQRALRFVTDPDSGRTMVELLPRFETITYRELWARAGTLAT
ALSAEPAIRPGDRVCVLGFNSVDYTTIDIALIRLGAVSVPLOTSAPVIGL
RPIVIETEPTMIATSIDNLGDAVEVLAGHAPARLVVFDYHGEVDTHREAV
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EAARARLAGSVTIDTLAELIERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTG
APKGAMYRE SQVMSFWRKSSGWFEPSGYPSITLNFMPMSHVGGRQVLYGT
LSNGGTAYYVAKSDLSTLFEDLALVRPTELCFVPRIWDMVFAEFHSEVDR
RLVDGADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAPISAEMTAWVESLL
ADVHLVEGYGSTEAGMVLNDGMVRRPAVIDYKLVDVPELGYFGTDOPYPR
GELLVKTQTMEPGYYQRPDVTAEVFDPDGFYRTGDIMAKVGPDQFVYLDR
RNNVLKLSQGEFIAVSKLEAVFGDSPLVRQIFIYGNSARAYPLAVVVPSG
DALSRHGIENLKPVISESLQEVARAAGLOSYEIPRDFIIETTPFTLENGL
LTGTRKLARPQLEKKFYGERLERLYTELADSQSNE LRELRQSGFDAPVLPT
LCRAAAALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSALSLANLLHEIFGVDVPVG
VIVSPASDLRALADHIEAARTGVRRPSFASIHGRSATEVHASDLTLDKFI
DAATLAARPNLPAPSAQVRTVLLTGATGE LGRYLALEWLDRMDLVNGKLI
CLVRARSDEEAQARLDATFDSGDPY LVRHYRELGACRLEVLAGDKGEADL
GLDRVTWQRLADTVDL IVDPAALVNHVLPYSQLFGPNAAGTAELLRLALT
GKRKPY IYTSTIAVGEQIPPEAFTEDADIRAISPTRRIDDS YANGYANSK
WAGEVLLREAHREQCGLAVTVFRCOMILADTSYTGQLNLPDMFTRLMLSLA
ATGIAPGSFYELDAHGNRQRAHYDGLPVEFVAEAICTLGTHSPDRFVTYH
VMNPYDDGIGLDEFVDWLNSPTSGSGCTIQRIADYGEWLQRFETSLRALP
DRQRHTSLLPLLHENYREPAKPICGS TAPTDQFRAAVQEAKIGPDXDIPHL
TAAIIAKYISNLRLLGLL

>uniprot Q9CCT41Q9ccT4_MYCLE Supuesta acil-CoA sintetasa  (SEQ Tp N0:90)
VWRQQS ISHRKESVMST I TKQEKQLARRVDDLTANDPQFAAAKPDPAVAA
ALAQPGLRLPQIIQTALDGYAERPALGQRVAEFTKDPKTGRTSMELLPSF
ETITYROLGDRVGALARAWREDLLHAGYRVCVLGFNSVDYAIIDMALGVI
GAVAVPLGTSAAITQLQSIVTETEPSMIATSVNQLPDTVEL ILSGQAPAK
LVVFDYHPEVDEQHDAVATARARLADSSVVVESLTEVLGRGKTLPATPIP
VADDSADELALLIYTSGSTGAPKGAMYLQSNVGKMNRRSDGNWEGPTAAS
ITLNFMPMSHVMGRGT LYGTLGNGGTRY FAARSDLSTLLEDLXLVRPTEL
NFVPRIWETLYDESKRAVDRRLANSGSADRAATIKAEVMDEQRQSLLGGRY
IAAMTGSAPTSPELKHGVESLLEMHLLEGYGSTEAGMVLFOGEVQRPEVL
DYXLVDVPDLGYFSTDQPYPRGELLLKTONMFPGY YKRPEVTATVEDSDG
YYQTGD IVAEVGPDRLVYVDRRNNVLKLAQGQFVTVAKLEAAFSNSPLVR
QIYIYGNSAHPYLLAVVVPTEDALATNDIEVLKPLIIDSLQKVAKEADLQ
SYEVPRDLIVETTPTSLENGLLTGIRKLAWPKLKQAYGARLEQLYADLVE
GQANALHRVLXQSVANAPVLQTVSRAVGT ILGVATTDLPSNAHFTDLGGDS
LSALTFGSLLRELFDIDVPVGVIVSPVNNLVAIADYIERERQGTKRPTFI
AIHGRDAGKVEASDLTLDKF IDVSTLTAAPVLAQPGTEVRTVLLTGATGF
LGRYLALKWLERMDLVEGKVIALVRAKSNEDARARLDKTFDSGDPKLLAH
YQELATDHLEVIAGDKGEVDLELDRQTWRRLADTVDL IVDPAALVNHVLP
YSELFGPNTLGTAELIRIALTSKQKPYIYVSTIGVGNQIEPAKFTEDSDT
RVISPTRNINNNYANGYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVTVFRCDMILAD
TSYAGOLNVPDMF TRMMLSLAATGIAPGSFYELDAESNRQRAHY DGLEVE
FIAEAISTLGDQSLHDRDGF TTYHVMNPHDDGIGMDEFVDWLIDAGCRIQ
RINDYDEWLRRFEISLRALPERQRHSSLLPLLENYQKPEKPLHGSLAPTI
RFRTAVONANIGQDKDIPHISPAITAXYVSDLQLLGLV

>uniprot |Q54JK0|Q54JK0_DICDI  Supuesta proteina no caracterizada (SEQ ID
NO:91)

MLKEIKNFLTRKEERKEKEVEKLKDGVS ITEVKQSNLVVYSCNGCGSEIWPPXQERYACNECSN
FDLCSECYRKEMILINGTQEEKDKLVSGESNNGIKYEPVRHYDPSPLPHOLTLENETQFQLVYSL
RGNSTFETMEKSFKYFKNRPCLGIRERLGEDNVLSERYKWLTYGEVYEKSLTLAKALTINFIERRD
FISIYMDNCLEWYFTDFASLWAGLIVVPLHEASNSFNLLEILWNSESKCIVCSGESFKNLIELYDQL
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TEQDKLEKPIVLELIVHKEDLFDQSLVDRLPSGVEFKTFNEMIKIGESLSQAKYEFVPVGPNDLSS
VTYTSGSTGVPKGVMKLDS IFNLLIVNSYVQFPNAVYSYNTLSHSQRLSDWRY IYMGGRVAIYSG
DPMNLLFEDLALVRPHSFWAVPRFWNLLETQF KSDLKQYMFENPQLDERTATLYCYKGIRKLLGD
RINNLVTGGAPTANEVLKFMSDCWKDINISNSYGLTEVSGVCIDGYISDEVEFKIEPVPSFGYYPT
DLPHPRGELVVKSSTMSAGYYKNTQLTSESFEGGWFKTGDVVELIGVRKVKIIDRIKHAFXLANG
EFVTPEPLENNFVSLCINQIFIYGNSLKTFLVAIVKPSQDCLKQLGLODIPIDQLIENPTLKSKLLSEI
NKI SKEKKLANYETPKIITIDFTEWTIDNKL ITGSGKFNRGELYKFYKIKINNMFDIIDKIQQGLRNNNN
NNNNDNINNNDNNNNNESNKDNFENYIKSILNLDGRIEDNNFNLENLSFIQIGGDSLGAVKLSSLL
KEKENIDISPSTILNQNENLSSLSKLINEKESNQSIVEDFKENFKINWNEEMILDEDIKKSIDQIKNAQ
PSSTPSSSKSTPSQSSSSPPPSLNSNNIGONAFHMKSIF ITGVTIGYLGTFLLFNLLEDKSIGIERIY
CLVRNVKNEEEGFXLIERIFEKSCINGMNEKIREKVIPVCGDLSKPFFGVSTETFKMLSLAVDMVIH
NGAIVNMAYPYANMKSTNVISTRDILRLCTTGRASFKKLVYVSTVGVFFGNGDEKIDESTAPSTF
FLDHGNGYNQTKLISDILVREAASYGLPTMIFRPGT IFSHTQSGFNNQNDSIGLIIKGILGSSSYPTK
KDYSSGDLNLSPVDWVSSSMVSLIKHLPFWCNNTKIYHMVNDNRLSLDLLCQY INKEKQLEE INY
FOWIDAQLNSSNNPLYSIKHLFKKNDRFPIGSQS IKNPKTIKDLESIGELQCQPISDSTVINYVKYLI
SNNLIQTINK

>uniprot |Q2MFQ3 |Q2MFQ3_STRRY Supuesta péptido sintetasa no ribosémica

{SEQ ID NO:92)

MTDTYVSSRPLSKRPQVPGART PAPGYPRDSRIPELFEAQAAALPQAPAARHGDRTLTYGQLDAHADALADRLAAGG
VRPGDLIGVCGSRSLEALVALLGILKAGCAYVPLDEELPPARLRAMAEDAGI SAAVTLPGSTRRVRGLRVSVEVGSL
GRPAPERASGPAPDRATGSAADCAYVAFTSGTTGRPKPVALSHRGVVRLVLSDPGL
TPPGPGDGYLHAYSLSSDASTIEIWGALLTGACLYVVADREELLSPTALERLLRAGGVTVAYLTTSVFHLVARTRPEA
LAGLRFVSAGGEAMDPRLANAVLAACPRTTVVNF YGPTENAVVS TAHVLTPLPEDAAHVPLGRPEGASTCHVLRADG
SPARPGEEGELYVGGDGLALGYLGDPQLTAERFVTLPAVEPDGPLYRTGDRAVRHADGLLEYRGRLDRQVKLRGARI
ELDEVETRLRAHPEVGEAAVEVDGHSLTAYVTATVPGRPLPLADLRAYCAKWLPPQAVPALIPLDRFPVTSGGKIDR
SRLKPTAPPPGPEDTAEAARRPDEPEATDGLSGLLSEVWHQVLRVRPTPRDDFFLLGGDSLLASETVTRTLAVLGLD
AALGSTLIRALLAAPTLESFTAAVRGVRGGTGGPAGGQEPAVDFAARETGLGFALPPAEGPAPNEHDPEDVLLTGASG
FVGGFLLERLLHATAARVHCPVRAT SPAHARQRVRTALTRYGLELDEADWQRVECFPGOLTQPRLGLDHERADALAQ
RLDLIVHNGARVNFLYPYQQLRPANVDGTREVVR LAARRRV PVEFVSTVAVVAGFGTAGVREVDEDLPPAHADGLTM
GYAESKWVAEGVLROAAAQGLPVAVYRPYEVTGDRTHGACNTETATICSLFKMIADTGVAPDIKLPMDFVPVDHLAES
LVH IATHRPADGRVYHLTNPRPAVL SDVLDRMRAAGE TLRT LPY DAWVGELVRHVAENPTSATAPFVSLCVDRSRTA
DMSVKEMY LKGTFPVLGRRNAEEALAGSGLHCPPVDSALLDRYLEYFFTSGYLTRPAAGPGPESEAERIPEDEPVSG
TEPISGTEPISAAEPISGTEPISAAGPISGTEPIPAAEPISGTAAAARTERSR

>gi1215431545|ref |2P_03429464.11 Acido graso-CoA ligasa fadp9
[Mycobacterium tuberculosis EAS054] (SEQ ID NO:93)
MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEAITQAIDQPGVALPOLIRMVMEGYADRPALGORALRFVTOP
DSGRIMVELLPRFET I TYRELWARAGTLATALSAEPAIRPGDRVCVLGENSVDYTTIDIALIRLGAVSVP
LOTSAPVIGLRPIVIETEPTMIATS IDNLGDAVEVLAGEAPARLVVFDYHGKVDTHREAVEAARARLAGS
VTIDTLAELIERGRALPATPIADSADDALALLTYTSGSTGAPKGAMYRESQVMSFWRKSSGHFEPSGYPS
ITLNFMPMSEVGGRQVLYGTLSNGGTAYFVAKSDLSTLFECLALVRPTELCFVPRTIWDMVFARFHSEVDR
RLVDGADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAP ISAEMTAWVE SLLADVHLVEGYGSTEAGMVLND
GMVRRPAVIDYKLVOV>PELGYFGTDQPYPRGELLVKTQTMF PGY YQRPDVTAEVFDPDGFYRTGD IMAKV
GPCQFVYLDRRNNVLKLSQGEF IAVSKLEAVFGDSPLVRQIFIYGNSARAYPLAVVVPSGDALSREGIEN
LKPVISESLQEVARAAGLQSYEIPRDFIIETTPFTLENGLL TGIRKLARPQLKKFYGERLERLYTELADS
QSNELRELRQSGPDAPVLPTLCRAAAALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSAL SLANLLEETFGVDVPVG
VIVSPASOLRALADHIEAARTGVRRPSFASIHGRSATEVHASDLTLDKF IDAATLARAPNLPAPSAQVRT
VLLTGATGF LGRYLALEWLDRVDLVNGKLICLVRARSDEEAQARLDATF DSGDPY LVRHYRELGAGRLEV
LAGDKGEADLGLDRVTWQRLADTVDLIVOPAALVNHVLPY SQLFGPNAAGTAELLRLALTGKRKPYIYTS
TIAVGEQIPPEAFTEDADIRAISPTRRIDDSYANGYANSKWAGEVLLREAHEQCGLPVTVFRCDMILADT
SYTGOLNLPDMFTRLMLSLAATGIAPGSFYELDAHGNRQRAHYDGLPVEFVAEAICTLGTHSPDRFVTYH
VMNPYDDGIGLDEFVDWLNSPTSGSGCT IQRIADYGEWLQRFETSLRALPDRQRAASLLPLLHNYREPAK
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PICGSIAPTDQFRAAVQEAKIGPDKDIPHLTAATIAKYISNLRLLGLL

>gi|218754327 ref |ZP_03533123.1| &cido graso-CoA ligasa fadp9
(Mycobacterium tuberculosis GM 1503] (SEQ ID NO:94)
MVELLPRFETITYRELWARAGTLATALSAEPAIRPGDRVCVLGFNSVDYTTIDIALIRLGAVSVPLOTSA
PVTGLRPIVTETEPTMIATSIDNLGDAVEVLAGHAPARLVVFDYHGKVDTHREAVEAARARLAGSVTIDT
LAELIERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTGAPKGAMYRE SQVMSFWRKSSGWFEPSGYPSITLNF
MEMSHVGGROVLYGTLSNGGTAYFVAKSDLSTLFEDLALVRPTELCFVPRIWDMVFAEFHSEVDRRLVDG
ADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAPISAEMTAWVESLLADVHLVEGYGSTEAGMVLNDGMVRR
PAVIDYKLVDVPELGYFGTDQPYPRGELLVKTQTMF PGY YQRPDVTAEVE DPDGF YRTGDIMAKVGPDQF
VYLDRRNNVLKLSQGEFIAVSKLEAVEGDSPLVRQIF IYGNSARAY PLAVVVP SGDALSRHGIENLKPV I
SESLOEVARAAGLQSYEIPRDFIIETTPFTLENGLLTGIRKLARPQLKKFYGERLERLYTELADSQSNEL
RELRQSGPDAPVLPTLCRAAAALLGSTAADVRPDAKFADLGGDSLSALSLANLLHEEIFGVOVPVGVIVSP
ASDLRALADHIEAARTGVRRPSFASIHGRSATEVHASDLTLDKF IDAATLARAPNLPAPSAQVRTVLLTG
ATGFLGRYLALEWLDRMDLVNGKLICLVRARSDEEAQARLDATFDSGDPY LVRHYRELGAGRLEVLAGDK
GEADLGLDRVTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQLFGPNAAGTAELLRLALTGKRKPY IYTST IAVG
EQIPPEAFTEDADIRAISPTRRIDDSYANGYANSKWAGEVLLREAHEQCGLEVIVFRCOMILADTSYTGQ
LNLPDMFTRLMLSLAATGIAPGSFYELDAHGNRQRARYDGLPVEFVAEAICTLGTHSPDREVTYHVMNPY
DDGIGLDEFVDALNSPTSGSGCTIQRIADYGEWLQRFETSLRALPDROREASLLPLLENYREPAKPICGS
IAPTCQFRAAVQEAKIGPDKDIPHLTAAIIAKYISNLRLLGLL

>gi1215446840 | ref |ZP_03433592.1| acido graso-CoAligasa fadp9
[Mycobacterium tuberculosis T85] (SEQ ID NO:85)
DIALIRLGAVSVPLQTSAPVTGLRPIVTETEPTMIATSIDNLGDAVEVLAGHAPARLVVEDY HGKVDTER
EAVEARARARLAGSVTIDTLAELIERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTGAPKGAMNYRESQVMSEFWR
KSSGWFEPSGYPSITLNFMPMSHVGGRQVLYGTL SNGGTAYFVAKSDLSTLFEDLALVRPTELCEVPRIW
DMVFAEFHSEVDRRLVOGADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAP I SAEMTAWVESL LADVHLVE
GYGSTEAGMVLNDGMVRRPAVIDYKLVDVPELGY FGTDQPYPRGELLVKTQTMFPGYYQRPDVTAEVFDP
DGF YRTGDIMAKVGPDQFVYLDRRNNVLKLSQGEFIAVSKLEAVFGDSPLVRQIF [ YGNSARAYPLAVVY
PSGDALSRHGIENLKPVISESLQEVARAAGLQSYEIPRDFITETTPFTLENGLLTGIRXLARPQLKKFYG
ERLERLYTELADSQSNELRELRQSGPDAPVLPTLCRAAAAL LGS TAADVRPDAHFADLGGDS LSALSLAN
LLHEIFGVDVPVGVIVSPASDLRALADHIEAARTGYVRRPSFASIHGRSATEVHASDLTLDKF IDAATLAA
APNLPAPSAQVRTVLLIGATGF LGRYLALEWLDRMDLVNGKL ICLVRARS DEEAQARLDATFDSGDPYLV
RHYRELGAGRLEVLAGCKGEADLGLDRVIWQRLADTVDLIVDEAALVNHVLPYSQLFGPNAAGTAELLRL
ALTGKRKPYIYTSTIAVGEQIPPEAFTEDADIRAISPTRRIDDS YANGYANSKWAGEVLLREAKEQCGLP
VTVFRCDMILADTSYTGQLNLPDMF TRLMLSLAATGIAPGSFYELDAHGNRQRAKY DGLPVEFVAEAICT
LGTHSPDRFVTYHVMNPYDDGIGLDEFVDWLNSPTSGSGCTIQRIADYGEWLQRFETSLRALPDRQRHAS
LLPLLHNYREPAKPICGS IAPTDQF RAAVQEAKIGPDXDIPHLTAAI IAKY ISNLRLLGLL

>gi 219558593 | ref |2P_03537669.1|1 acido graso-CoAligasa fadn9
[Mycobacterium tuberculosis T17] (SEQ ID NO:96)
MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEAITQAICQPGVALPQLIRMVMEGYADRPALGQRALRFVTDP
DSGRTMVELLPRFETITYRELWARAGTLATALSAEPAIRPCDRVCVLGEFNSVDYTTIDIALIRLGAVSVE
LOTSAPVIGLRPIVTETEPTMIATS IDNLGDAVEVLAGHAPARLVVFDYHGKVDTHREAVEAARARLAGS
VTIDTLAELIERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTGAPKGAMY RESQVMSFWRKSSGAFZPSGYPS
ITLNTMPMSHEVGGROVLYGTLSNGGTAYFVAKSDLSTLFEDLALVRPTELCFVPRIWDMVFAESHSEVDR
RLVDGADRAALEAQVKAELRENVLGGRFVMALTGSAPISAEMTAWVESLLADVHLVEGYGSTEAGMVLND
GMVRRPAVICYKLVDVPELGYFGTDQPYPRGELLVKTQTMF PGY YQRPDVTAEVEFDPDGFYRTGDIMAKY
GPDQFVYLDRRNNVLKLSQGEF IAVSKLEAVFGDSPLVRQIFIYGNSARAYPLAVVVPSGDALSRHGIEN
LKPVISESLQEVARAAGLOSYEIPRDFIIETTPFTLENGLLTGIRKLARPQLKKFYGERLERLYTELADS
QSNELRELRQSGPDAPVLPTLCRAAAALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSALSLANLLEEIFGVDVPVG
VIVSPASDLRALADHIEAARTGVRRPSFAS I EGRSATEVHASDLTLDKF I DAATLAAAPNLPAPSAQVRT
VLLTGATGFLGRYLALEWLDRMDLVNGKLTCLVRARSDEEAQARLDATFDSGDPYLVRHYRELGAGRLEV
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LAGDKGEADLGLDRVTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQLEFGPNAAGTAELLRLALTGKRKPYIYTS
TIAVGEQIPFEAFTEDADIRAI SPTRRIDDSYANGYANSKWAGEVLLREAHEQCGLPVTVFRCDMILGRH
QLYRSAQPAGHVTRADAEPG

>gi| 254819907 (ref|Z2P_05224808.1| FadD9
ATCC 13950] (SEQ ID NO:97)
MSTAIHDEHLDRRIEELIANDPQFAAARPDPAITAATEAPGLRLPQIIRTVLDGYADRPALAQRVVEEFVT
DAKTGRTTAELLPRFETITYGELGERVSALGRAWAGDAVRPGDRVCVLGENSYVDYATIDIALGTIGAVSY
PLOTSAATSSLOPIVAETEPSLIAS SVNQLPDAVELILAGDHVPGRKLVVEDYQPQVDDOQREAVEARAARL
ADSGVAVEALADVLRRGKDLPAVEPPASDEDSLALLIYTSGSTGAPKGAMYPQ SNVGKMWRRGSKNWEGE
SAASITLNFMPMSHVMGRGILYGTLGNGGTAYFAARSDLSTLLEDLELVRPTEMNFVPRIWETLYGEFQR
QVERRLADGDAGPEARETVAAAVLEEQROYLLGGRFIFAMTGSAPTSPELKAWAESLLOMIOLMDGYGSTE
AGMVLFDGEIQRPPVIDYKLVDVPDLGYFSTDREHPRGELLLRTENMEPGYYKRAE TTANVE DEDGYYRT
GDVFAEIAPDRLVYVDRRNNVLKLAQGEFVTLARLEAVEGNSPLIRQIYVYGNSSQPYLLAVVVPTEEAL
ADNDLESLEPKIADSLQKVAKETGLQSYEVPRDFIIETTPEF TLENGLLTGIRKLAWPKLKAHYGDRLEQM
YAELAAGDANELAELRRSGAAAPVAQTVSRAAAALLGATAGDLSADAHFTDLGGDSLSALTFGNLLRETIF
DVDVPVGVIVSPANDLAGIAAY IEAERQGSKRPTFAAVHGRGATMVHASDLTLDKEF LDEATLAAAPSLPK
PATEVRTVLLTGATGF LGRY LALDWLERMDMVDGKVIALVRARTDEEARARLDKTFDSGDPKLLAHYQRL
RADHLEVIAGDKGEANLGLDPQTWQRLAEEVDVIVDPAALVNHVLPYSELFGPNALGTAELIRIALTSRQ
KPYTYVSTICVCDQIQPGEFVENADIRQISATREINDCYANGYGNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVTVFRC
DMILADTTYAGOLNLPDMF TRLMLSLVATGIAPGSFYELDADGNRQRAHYDGLPVEFIAARAISTLGTQIT
DSDTGFQIYAVMNPYDDGIGLDEYIDWLIEAGYSIERIADY SEWLRREETSLRALPDRQRQY SLLPLLHN

(Mycobacterium intracellulare

YQKPEKPINGSMAPTDVERAAVQEAKIGPDKDIPHVSAPVIVKYITDLELLGLL

¥giB

(NP_418690) (SEQ ID NO:98)

yvahK

1
61
121
182
241
301

msmiksyaak
aghevigrvy
rggfaeklra
ghiaikllha
vsldwopyfe
arskvaptte

(RP_414859) (SEQ

eaggelevye
algsaagdkg
dwawviplpe
mgcevitafss
altygenfht
Lfpmskinda
ID NO:99)

adhP

1
61
121
181
241
301

mkikavgays
gheivgrvva
epghtlgeys
vgigglghmg
ilntvaaphn
gqemldfcach

(NP_415995) (SEQ

akgplepmdi
vgdgvekyap
ggivvheryv
iklahamgah
lddfttllkr
givadiemix
ID NO:100)

ydpgelrpad
levggrvgig
nidiesagrl
npakegevla
vgav_.tplav
ichvrcagkar

trrepepndv
gdlvgvgciv
lrirhpgegl
vvafttseak
dgtmtlvgap
adgqineayer

ydiL

1
51
121
181
241
301

(NP_416290) (SEQ

mkaavvtkdh
igvvaevgpg
civvadyavk
aknvfeoakvi
afnsavdavr
kvvpkvalrp

hvdvtyktlr
vts_kpgdra
vpdgldsaaa
aidvndeqlk
aggrvvavgl
ladintifte
ID NO:101)

1
61
121
181
241
301

mkalarfgka
hefagcliagv
ggfskycove
igtgplg_£fs
rcckdnlglv
maydstswrn

fggykridvp
gekvkdwikvg
gei.kihrha
vgmarimgav
iecsganial
airllasgai

slkhgeallk
svawfyegcg
ssitcagvtt
latemgadla
ppesmes.dip
meegkirgrm

apmcgpedvy
grvvsdnsgh
iwelndgvdy
nivvvglged
kgaliemlrpn
kvkpmithri

vevgudycgi
wtarscghed
lcggitvEkp
mgadkvvnsr
paftliagdr
yrvvlkadf

kieiaycgve
dsckhceece
aavagpllcag
reaakalgad
atpakspeve
mlrgdvkyrf

meccgvehtd
hceycnsgne
ykavklskir
inshtedaak
rlvldgievv
vidfrh

ieikaaaicy
vegvepaceq
edaavldoic
vavripvake
gevvrvgmgf
glsqwregfd

118

chsdlsmidn
acisgnginc
ilmhhitats
dpgalkalag
svsgsatgtp

hsdlhgvrse
dglenycdhn
ittysplrhw
evvnsrnade
nlimkrraia
vidnrtltd

lnvkrgdfgd
tlcrsvknag
pgawiaiygl
ivgektggah
gslvgtragdl

admkhynvds
gdflcctekv
nay<siagqgs
lgatavvngs
kpldfsindi
amvdktaikwv

ewgfsqgyplv
eggavptimn
rvgvigiggl
qfdliintvn
yelrklmrfa

wagtvypcvp
tgtynsptpd
gagpgkivgv
maahlksfdf
gsmiggipet

ktgvilgheg
ysvdggmaee
gglgnlalgy
aavvtavaka
teafgfaaeg

gsdefnsirg
nlgldnntwg
kflpcgdvvy
tedvvarcgg
tawnksligh
imtycfde
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ydjJ (NP 416288) (SEQ ID NO:102)

1
61
121
i81
241
301

mknskailgv
iglghecagt
yrgalthyle
glmtlgacke
vietagsavt
ieaissgrfd

idnD (NP 418688) (SEQ

pgtmkiisae
vvavgsrvrk
hpesftvyklp
lgateiavvd
vkagapylvmr
vksmvthiyd
ID NO:103)

ES 2 536240 T3

ipvpkedevl
fkpgdrvnie
drmdtmegal
vlekrlamae
gckimivgtw
yrdvgqgafee

1
61
121
181
241
301

mgvktgscvv
mvlghevigk
hvdggftzyk
igelivsavk
evsghpssvn
swlangvinp

agkktvavte
vihadsselh
mvetsgcvpy
tlgaae‘veca
televtrarg
lpllsaeypf

tdh (NP_418073) (SEQ ID NO:104)

1
61

121

181

241

301

YN

mkalsklkae
vgheyvgevv
Zaey.vipaf
avakhvgarn
gappafrtml
ligsgldlsp

(NP_418778) (SEQ

egiwmtdvpv
giggevkgfk
nafkipdris
vvitdvaneyr
dtmnhggria
iithrfsidd
ID NO:105)

gtidwnnngt
egqtvainps
pakadekvma
dvsprslslyg
vmvgvangga
tdleealrfa

pelghndlli
igdrvsgegh
ddlaaifdgf
lelarkmgit
mlgippsdms
fogkgfcamrs

1

61

121

181

241

301

rspB

mstmnvlicg
ghelcgeivg
seylsvpvan
iakadgagvv
ghamnntvnl
egkiltadmml

(NP_416097) (SEQ

gpkelvwkgr
lgkniadlkn
ilpadgidpg
vadtsrparre
irhggtvviv
thrypfatla
ID NO:106)

elpipgdnea
gggvavipyv
aaaliepfai
hvatrlelpl
glfkge’gfs
etyerdvinn

1

61

121

181

241

301

gatD

mksiliekpn
ffgvidavge
avvpaknawk
kgvynvknvi
Llkeavtlas
~kpeklitht

(NP_416594) (SEQ

gLalvereip
gvesarvyer
ipeavadgysa
vadriderle
paarivlmgf
fdfghvadai
ID NO:107)

1

61

121

181

241

301

yphC

nksvvndtdg
fsgyidavgs
lvvkrknvia
valgaksvta
gtvelaveia
tasrllterk

{NP_417040) (SEQ

ivrvaesvip
guddlhpgda
lptdmpiede
idisseklal
gphaglalvg
lsleplianr
ID NO:108)

1

61

122

181

241

301

yhdH

mktmlaaylp
plyggfingh
aygwgrdegh
vglgpvgmma
hggadvalde
slfhmekcah

(NP_417719) (SEQ

gnstvdlrev
eccggivamg
aeyllaoeekd
mmlakgrgak
sgnaagrlla
dltdwklwpr
ID NO:109)

1
61
121
181
241

moallleggd
pgidfagtvr
amiigtagft
estheylksl
glaggftlpt

gstlasvgrl
tasedprfhag
amlevmaled
gasrvlprde
tvmpfilrnv

tpsagevrvk
vavdpvvscg
vmiepftiaa
kakesgadwa
ssepseviqg
slfeqgdgkhe

eikhgdevrv
vacvpllpcfE
afiepitvgl
aksfgamgtf
clhgdlhlts
gsfesfaqgav

avptpgingv
qeorhfkegd
lillpdalsy
riigvdmlpe
lgstadwgrv
naithrfsle

desrlpegdv
gevlltgwgv
agvrpagdgei
faesrplekg
rlggvdsvmt

ikveyvgicg
pgvpeghery
vepaavgmha
glgatvving
pgdsainflk
svnnkrdiik

lvgitrggic
kpegheckycl
faeplavaih
kengadvlvn
raefpmmtli
gdktcaakvg

kirktaicgt
itegherner
gnavhtalsf
ravnvakenl
idwtkvifxg
ggsgkvilsw

likiksvgic
acggecpacks
sahavrraai
ldpsaedfda
dpefhkkett
relikgvitf

vklagicgsd
hcypesigkp
nvtghggpte
innsqgtplge
gitgkelsif
ckvlltfse

ziassglegs
tcpeclkgfy
aafhlaggee
assemsapgm
atfgkilrke
rdiarnampyg

likmkssgic
rvlvyhisge
edgafiscgv
rlamakglev
vyigetgkve
gagdayalma

tvdvhwssln
genhwgglae
vvigasggvyg
vwagaidtvg
pperragawq

119

sdvhglesgp
clegkynicp
amladvkpgk
akedtiarcqg
inrevitiqty
gvikisd

gsdihyygeg
ehnengctdm
aahgagelgg
panddmdhwk
gkeislrgss
1vE

dvhiynwdew
ggrthlcrnt
dlvgedvlvs
ndvraelgnmt
Lfikgilygre
d

gtdihawggn
grtnccekis
apgegqvlvvyg
glragfggsl
mmgsrnatpe

salyrghnpf
nvckttlavlg
ndtvlvygag
iftekgikpt
ssrlnankfp

diprifknga
sgcakydfig
nknviiigeg
gsvirelrfn
ltvigswnny
kvllip

gsdvhyiyhg
gfepnerref
gtayegilrg
méhgylatte
fevsadlmkh
sgkecgkvvin

yvkdaleltgk
gqarvkgdwlvy
stavallakl
dkvlakvlag
rlvadlpesf

fippkdpnce
dvdfmatgpn
kiiilgagei
gftedmgadi
fryanrypvt

kvgnimikap
rifgsamyfp
krviisgvygp
aekgyfdvsf
ritseintav

sgktipvpnv
igvgvnrpge
gagpigimaa
egfdvglens
mfetwykmaa

gpffsyzrvl
vigvngdegf
agplglgaaa
agkvidatgn
dfakvgrlma

akyprvighe
vhadggfsey
pigltivgvl
liidaachps
ividwlskgl

hyypitlghe
srrdggfaey
tigllaiqee
gliletagvp
sspwpggews

hrataaapdk
plsctgegka
evsgsdnvlv
glpgiiaelt
grriigswvt
fpd

gkilrnfpmi
ampaggldark
gyqgvvavscr
mnyggcevaac
vtgaakeisl



FIG. 17 Cont.

ES 2536 240 T3

301 seapnfaeai inngiggrtl vkvn
ycjQ (NP _415829) (SEQ ID NO:110)

1 mkklvatapr vaalveyedr ailanevkir
61 gmftprpada prgiefgkfq lgnmvvgdii
121 nnyklrkmpg gsswknavcy dpagfamsgv
181 gasvvigvdp iahrcdiarr hcadfclnpi
241 gsalrglayg gtisyvafak pfaegfnlcr
301 eetcwellmn gylncedlid pvvtfanspe

1
61
121
181
241
301

ngggkgrnry
epsysppvdi
gnpswslgvl
aggaaekcrha
saripveglv
gwvkedkihy

NP_415966) (SEQ ID NO:111

wvlasrphga
ggvmvggtvs
gmpgftaymg
tevlgfdvcl
ssynatelpp
reeitdglen

goxr (NP_418475) (SEQ ID NO:112)

1
61
121
181
241
301

matriefhkh
lgteaagivs
sflkgltvyy
alkagawgvi
ssgavtgvnl
kyplkdagre

gegpevligave
kvgsgvkhik
llrktyeikp
nyreedlver
gilngkgsly
heilesratg

fxmA (NP_414890) (SEQ ID NO:113)

1
61
121
181
241
301
361

ybdR (NP_415141) (SEQ

mksraavafa
ghegagvvve
gttrfsyngq
takvgpgdsv
ydkpikdvll
fglvtgrvwk
ksirtviry

pckpleivei
vgegvtsvkp
plyhymgecst
aviglgaigl
dinkwgidht
gsafggvkgr

ID NO:114)

1 mkaltyhgph

61
121
181
241
301
361

¥qqP (YP_026187) (SEQ ID NO:115)

1
61
121
181
241
301
361
421

efmgevvetg
papaalfgys
nagigggssv
dsdpagsiie
ggivavpgvy
ympfeeaarg

mktkvaaiyg
nhpvitghec
ipeiainlge
lacagpmgic
gmsdpvamls
fynvhynsth
ggkkliyngv
geaaqg

hvgvenvpdp
xdvknlgkgd
nlyggvpggq
avygacpvgl
qtaghrgvda
agfihgflfg
yeifekreee

krdvrlrvie
agvivevgkn
vlpyhgsyfa
aidyainggi
altgdagfdd
vvgtsggstd
tmpltaiadf

pvpenfrlee
rvvesnhody
11digqgpkeg
dhhaddfaeq
gpdrlpllma
apqrfigllk

ftpadpaene
agdrvvyags
degflfhaaa
lkeitggkkv
verpslqgyi
gaslilip

dvappkkgev
géhviplyta
fseytvvaev
avvggarqak
fecignvavm
sglpgmveda

gvegaddiil
zvvipfviae
aeyvrvpkgn
ltiacarllg
vidavgfeak
dafdkgisfk
crkvilvpge

lpeitdnell
ltgkykkaegr
aaslaepmce
gpsrvvvvdi
ifvyaavpav
drkeaialsa
aekgktdplf

YiaY (YP 026233!‘8%2 ID NO:116)
Uencia ae aminoacidos (SEQ ID NO:130)

1

61

121

181

241

301

361

FucO

maastffips
fsviydgtqgp
egvdrsakpg
igmpksltaa
eamayagfla
rdcaaamgvn
acgftnpiqga

vnvigadslt
npttenvaag
lpmiaintta
tgmdalthai
gmafnnaslg
vtgkndaega
theeiveiyr

(NP_417279) (SEQ ID NO:117)

damnmmadyqg
lkllkenncd
gtasemtrfc
eayvsiaatp
yvhamahqglg
eacinairel
aam

1 mmanrmilne tawfgrgavg altdevkrrg

vrfgapkhgt
ecgsdvtdya
rdanvrvgdf
gtdvgkeikt
eahfrnnakiv
symqyvdghp

ddvatpgegq
csgdwvlgys
etlvvaaatg
lakacpkgid
tvlikkrirlg
gknfgkvvir

igvenkaigi
algayssvhn
ggvgliacqw
rvvydsvgrd
ttreelteas

likvthtgve
ecgecefcrs
slakinpean
agriiaidtn
realesahrg
mkgdidleps£

ritataicgs
gdcfferlqq
vepfkvppll
aegifvvdhh
gsttetvltn
mggthvhawl
gsaeaagkev

vsvisdsvel
fvlgpamglp
iigayhanyh
dékrlagvak
vemadellae
tgqglgpsfmv
kelarlveet

ftrclivtdn
svislgggsp
iitdearhik
itdacalkev
gfynlphgve
akkvdipagl

yakalivedk

120

evvdfraasp
vgdsvegygp
vvvvglgaig
ltgkggadvi
faracsepnp
egsikmgvtf

vilrtvylsl
agwadydissg
pvgatvgqig
iyyenvaggkv
gfiiagdygh
vagdd

nfidtyirsg
iladkaailp
akalgaklig
twersldclg
nelfsliasg

htdaftlsgd
cktnlevave
hehvcllceg
pkkfdlarrxf
wggaviigva
vthtmsldei

cdlhlyzgkip
yaacentnag
sddkalflsd
pyrlhfaadr
lklegsscka
gellpliekg
sglvnampgg

stwkaallgs
sgysegysye
ttqgyvyehrm
llpvelaask
dgeclnffagp
thiggldavp
hgiwnegaek

mltklgmagd
hdcakgialv
maivékhvtp
tmiesenipla
navllphvqv
rdlnvkeedf

tlvgegvvak

fidedfngew
lsetviinav
giaiglakra
ietsgyadal
dyprwsrkri

dpymrgrmsd
ddlvkladho
klkgervvgv
fdavlipllnt
rihefgremg

lypppslpsg
aaisfegaaa
tvgtagkags
rzglmvsfgn
vikvdvaegqg

dpegvipvvl
etgckglnpd
vttgigavhn
gatdcinpnd
vaggeistrp
ndafdlmheg

qvkhgdifgh
kgaalnkkai
ilptawgaak
ygaipinfde
lrgciaavrr
llkpeeivth
ti

ehkrvpddle
yfggnatymi
gvkpggnial
¢ielvyvntk
tdknfkvpfn
etvlnlpdip
yllagfgvdi

vgkaleerni
eanggdirdy
llsvndssim
vedgsnakar
fnskvaaarl
avlatnalkd

vtdkmdaagl



FIG. 17 Cont.

61
121
181
241
301
36l

awalydgvvp
sleglsptnk
mdgmppalk
eemalggyvea
rdiarvmgvk
vctggnprea

EutG (NP 416948) (SEQ

ES 2 536240 T3

nptitvvkeg
psvpilaipt
aatgvealth
gmngfsrvglyg
vegnsleear
tledivelyh
ID NO:118)

1
61
121
181
241
301
36l

monelaotalf
hgagmtaglt
aakavtllvt
lahaslmpdv
igkslpkavy
mllptvmefn
hygawagaal

¥ghD (NP_417484) (SEQ

gafdtlnlaor
rsltvkgiam
npdstlaems
aildaa_teg
yghdlaares
rmvcrerfsq
adiclrsnpr
ID NQ:119)

1
Bl
121
181
2¢1
301
361

mnnfnlhtot
efggieprpa
gtggkeiksa
ytlpprgvan
ranvmwaatqg
rakllgyaer
eshgmtglge

AdhE (NP _415757) (SEQ

rilfgkgaia
yetlmnavkl
ipmgcvitlp
gvvdafvhzv
alngligagv
vwnitegsdd
nhd:itldvsy
ID NO:120)

L
6l
121
_81
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

mavtavaeln
ivedkviknh
ifkslislxt
lakhpdinli
dngvicaseqg
aykiaelagf
amggightsc
cygswggnsis
ralivtdrfl
ialgggspmd
tysevtpfav
ayvsvlasef
vchsmahklg
hlglsapgdr
ctganprypl

alvervkkaqg
Zaseylynay
rnailifsphp
latggpemvk
svvvvdsvyd
svpentkili
lytdgdngpa
envgpkhlin
fnngyadgit
aakimwvmye
vtddatggky
sdggalgalk
sgfhiphgla
taskieklla
iselkgilld

dkgB (NP_414743) (SEQ ID NO:121)

1
61
121
181
241

naipafglgt
ttkiwienl
gltreigian
_avygkalkde
aedkkaiaal

YdjG (NP_416285) (SEQ

frlkddvvis
skdklipslk
Ztiplimekal
viariaaknan
dendrlvspe
ID NO:122)

1
6l
121
181
242
301

mxkiplgttd
fgnsevivgg
slgrlgidyi
gygeldiiga
nxvwIgrenm
nvaalninls

YeaE (NP_416295) (SEQ

itlsrmglgt
alkklpregv
diymthwgsv
ky=ildrame
lkvidmlegw
dadatlmrem
ID NO:123)

1
61
121
181
241

mggkmigfsg
ekvvgealtg
eetvaamekl
PWogQQOnp v
pkaatiahvg

dvslpavggg
lrekvElvsk
laggkirrwg
maysplagag
gnaavievel

dkga (NP_417485) (SEQ ID NO:124)

1 manptviklg dgnvmpglgl
61 lknasvnree lfittklwnd

lgvEignsgad
tagtaaevti
alegyitrca
lvhgmahplg
naaveavial
taw

vktfsvpovt
tlwpcpvgep
etsvlgprlp
vpshvtamtg
mllascmagm
igralrtkks
tasleqgivgl

glregiphda
vregkvtEll
atgsesnagsa
egyvitkpvda
padwathmig
eridasiaat
riyeaar

reyasftgeq
kdektcgvls
rakdatnkaa
aayasckpai
avrerfathg
gevtvvdese
rvayEggknmk
kktvakraen
svlkaagvet
npethfeela
pladyaltpd
llkeylpasy
nallienvir
wletlkaelg
tyygrdyveqg

svitalelagy
aslgclrtdy
aavgaeniat
atpagvilaw
glapewd

walgggpawn
vvetkcogivw
ppffitpiaet
rellplerdn
aplcaryqget
aezaler

twymgedasg
vypwnaggak
vanldyadma
rlrangllkna
ssaelam_dk

gvwgasneev
dhkrpreall

yliaigggsp
nyvitdeekr
waltcalhik
afyntphgva
nrdvgipphl

legpgsvssc
citdvcaava
liaipttagt
idalthaiea
afssaglglc
ddrdainavs
yaaag

rv_itygggs
avgggsvlidg
visrkttgdk
kigdrfaeqg?i
he_tamhgld
rnffeqlgvp

vdkifraaal
eddtfgtiti
divlgaaiaa
gvgagntpvv
gyllggkelk
pfaheklspt
tarilintpa
mlwhklpksi
evffeveadp
lrfmdirkri
maivdanlvm
hegsknpvar
ynandnpthkyg
ipksireagv
etaakkeaap

raidtagivyd
vdlzlihwps
agielspylg
amgegysvip

agdldrgicid
erkgslfnkv
vavlnelkse
givvguyspl
iptlalawil

rktevaalra
ainaceaslr
elwglpggng
vvneiahahn
aypapxgkta

iczigkalev
dslkklgldy

121

gdtckaigii
rkfvevdphd
aleijagalr
raillphvmr
rdvgvrkedi

ggqagtreolk
clresgodgv
gsettnvtvi
ysalnatpft
hamahgpcaa
eliaevgigk

vkktgvldgy
tkfiaaaany
gafhsaahvgp
iltliedagpk
hagtlaivlp
thlsdygldg

aaadaripla
aepiglicg.
gapkdligw?l
idetadikra
avgdvilkng
lamyrakdfe
sqggigdlyn
yfrrgslpia
tlsivrkgae
ykfokmgvka
dmpislcafg
ervhisaatia
tafsgydrpg
geadflanvd
akaekkakks

neaavggaia
pndevaveef
nrkvvawakqg
sstkrknles

tileahregi
gdraglyknls
gkiraigaan
aqglltgrit
asdlisils

gielglitlid
rlntdyldly
catngvlyhl
isaagvliaw
ldmv

gyrsictaaa
idly lmhwpv

snnpefadvr
ipgvafidad
gsvagdkdag
ynadftgeky
palagaaldd

hlfvmadsfl
lafgggsv_d
idavsgrkgv
dslaigaiam
lhiphglena
rlgdvgatsa

ldalkgmdvl
penidpwhil
viavldpvyt
a_kepenydv
s_wnekrdtk
ssipallkkl

knavaesqgmg
vpttnptsta
dgpsvelsna
vasvimsktEf
alnasivggp
davekaeklv
fklapsltlg
ldevitdghk
lansfkpdwvi
kmiavtztsg
gldavthame
giafanaf g
arrryaeiad
klsecafddg
a

esgvprhely
mgalleakkqg
hgihizsymt
nlkacnlzgld

nlidtapgyn
pesireavaa
vdadhireyl
rdyvecgara
gatapegvre

teenyadgga
Llhwsgsfaf
gsrgievdll
vishggvmai

ykneagvgka
paldhyveaw



FIG. 17 Cont.

121
181
241

kgmielgxeg
igteswspla
afdvwdfrld

Yajo (NP_414953) (SEQ

ES 2 536240 T3

liksigvenf
qggkgvidagk
kdelgeiakl
ID NO:125)

1
61
121
181
241
301

maynplgktd
ysdgsseeiv
vdilgihrwd
srgdhynliy
xesdendagi
itlkpeqgiae

YghZ (NP_417474) (SEQ

lrvsrlclgce
gralrdfarr
yntpieetle
reeeremlpl
aerltgvsee
letpykphpv
ID NO:126)

1
6l
iZ1
181
241
301

mvwlanpery
dilannygppp
dgslkrmgle
llrewkipll
dsrmhregnk
gasraedlee

gamgyrycgk
gsaeenigrl
yvdifyshrv
ihcpsynlln
vrgltpkmnlt
nvaalnnltf

Tas (NP_417311) (SEQ ID NO:127)

1

61

121

181

241

301

YdhF

mgyhriphss
—qggltetyvg
lgtdyldlyg
etafgvmryl
ltgkylngak
fvastllgat

(YP 025305) {SEQ

levstlglet
nwlakhgsre
vhwpgrptre
hladkrdlpr
pagarntlfs
tmdglktnie
ID NO:128)

1
61
121
181
241

mssntftlgt
phvtngiire
dvvnlrvome
vgneyniahr
wllgrspnil

(NP_415026) (SEQ

ksvnrlgyga
alypyzddlt
dghgoaegsi
addamidala
lipgtasvah
ID NO:128)

1l

6l

121

181

241

yohF

mthkateilt
tgvlidlesp
gahgltmrll
gikvsliepg
rypvtlvtwa

(NP_416641) (SEQ

gkvmgksvli
esvdraadev
painlphgegr
pirtrftdnv
vmv_zrlleg
ID NO:130)

1

al

iz21

181

241

YciK

magvaiitas
lgnlpegala
laarqmvkay
vapgaiatpm
ggfimlanpgf

(NP_415787) (SEQ

dsgigkecal
leklicrlgr
gggriinits
ngmddsdvkp
npe

ID NO:131)

1

61

121

181

241

YgfF

mhygpkqdll
grgpgwiild
movnvnat £
deygqrlrvn
dagpgrkpgi

{NP_417378) (SEQ

ndriilvtga
lltctsenca
ltgallplll
cinpggtrta
sq

ID NO:132)

1

61

121

181

241

YghA

rnaialvtggs
sdengvvamf
eavkrmalkn
vncvrpgfiy
idlagghk

(NP_417476) (SEQ

rgigratall
taidghdepl
ggsggaivav
temhasggep

ID NO:133)

1

81

121

181

YdfG

mgaftgktvl
adrdaviavvy
mpeggrilii
tdanpangpm

(NP_416057) (SEQ

lliggsrgiga
rksgaldilv
gsvngdrmpv
rdmlhslmai
ID NO:134)

gihhlgrlid
virdladkyg
dggkrlgpdp

mtfgepdrgn
edvvvatkvf
alndvvkagk
cygegvavip
lgatragval
vgfk

sglrlpalsl
lredfaayrd
dentomesta
rwvdksglld
eanlnslrll
stkelagidg

mt fgeqnsea
kliiaskvsg
feklgyswtd
ivtignpysl
rftrysgect
slhlelsedv

nclagpgvig
ivtkigarrg
easltvlaem
hdgiayvpff
lrenreaaekl

tgesscigle
ilaltdreclyg
ivmlssvmgl
ngtaackove
rvmdki’.qgg

llaggefdig
idvlvnnaga
vhehtplpda
daepsiplrr

sdgigreaam
glagriavny
ksdagslvft
mresafpted

lagegytvav
aalvnnagil
ssvasxlgsp
grvdrvssni

aivrrfvtdg
vnagigvige
agmaayaask
krhggpeeva

etgvtpving
ktpagivirw
cafgg

Lawtlpeess
hrvgdipegl
aryigassmh
wsplargrlt
awllskpgia

glwhnfghvn
eliistkagy

salakavgsqg’

tlgnrgvgei
nemaqqgrgqs
hiadgelnlw

dahaqldyav
psrnndkgir
sapavslldt
lnrsfevgla
gkavaayvdi
laeleavhgv

Fprdrhvait
edaswlpafs
aggylvkhig
plggttplgs
hlzeevlst’l

sa_elkrggf
ifnnagfgmy
istpgrgaya
npgiaarftl

itwhsdeaga
mtkapflama
saytaakhal
fgatheiasl

tyarygatvi
prldgvlana
s83vgrggra
pgklktpadi

nyganlhaag
ftgectvenlt
geyvdyaask
pmcrgggaee

anvrftyags
alelnaddid
salggmargl
gmvawlagpe

122

ielhplmagr
hldsglvvip

rpiikraleg
sragilrsid
asgfaqgalel
rpwgettarl
apligtsree

alesqgrailr
dnwpgpygsg
kalyvgissy
aftplagell
magmalswil
cassdk

agginlicdva
pdgaldrkni
ldalaeyara
evsgyegvel
arrhgldpag
ytypap

virea’algv
paelgkavhd
lsnvtptgva
stlsadvaasl
dgisre

hv_.agerkpd
gplstisrag
askyaleaws
gpeavvdkvr

kdtarevvsh
fdewrkiftv
ggltkamale
vvwlcsegan

llgrneeklir
gllgdvepms
nwgayaaski
mplylwlmgd

evmnlitgag
aerinrvlst
gaidtlt=zgl
vagaivwlls

kdaakrlage
rlfkinihap
ardfgprgit
asfvtgamht

glhawnathk
ksvipsriae

ginffdtans
dslrrlgndy
gkohgwagiv
vsdevgknly
gldellnavd

kafcaigithf
gsrkyllasl
spertgkmve
tgkylrglpg
kddrvtsvli

enypvpprpe
realhdslkr
gklrylgvsn
layscigfgt
malafvrrgp

nhidtsdfyg
nirnlgldvl
earkiaeive
gatpmagvala

dvermnsmgf
meggfsanff
dalrmelrhs
hafisexpkm

gvraeivald
dvdgaflcsg
lvrhkilvna
yttggslivd

avashineet
cgnpqvwgdv
ategmmgvila
dsrrktgmtf

gkafvlgadi
nvtgyflocr
slevaaggir
dkasyvtgs®

tgatavitds
vhasveaarqg
invvgpgpid
idgafga



FIG. 17 Cont.

1
51
121
181
241

mivlvtgata
ieemlaslpa
mvernhghii
ggtefsnvrf
aglnvhrg

Ygew (NP _£17254) (SEQ

gfgecitrrf
ewcnicilwvn
nigatagswp
kgddgkaekt

ID NO:13%)

1
61
121
181
241

msieslnafs
iekggvevdf
midvaltaaf
cdelggyniq
spasnyvngh

mdffslkgkt
ngvgitaega
elsyveaakim
vhglapgyya
llvvdggylv

UcpA (NP_416921) {SEQ ID No:136)

1
61
121
181
241

mgkltgktal
advrdpasva
tkavlipemia
naicpgyvrt
yltgtgnvid

EntA (NP 415128) (SEQ

itgalcgige
aaikrakeke
rkdgrivmrs
pmaesiargs
cgstlpetvs
ID NO:137)

1

61

121

181

241

FolM

mdf sgknvwy
gvegrllaet
grggaivtva
mgrtlwyvsdd
dgcstlga

(NP_416123) (SEQ

tgagkgigya
aerldalvnaa
sdaahtprig
asegrirgfg

ID NO:13B)

1

61

121

181

Hdha

{ NP _

mngktgplpil
thagvmafad
erllrghgha
pslilfnehd

itgggrrigl
evlksthglr
asdiihftdy
daeyvrggaln

ES 2 536240 T3

lcgghkviat
naglalgmep
yaggnvygat
ycntvaltpe

aivtggnsgl
pckiiaacce
ipgksckiin
tditlatrsn
r

giartfarhg
gridilvnna
svitgdmvadp
ngpedpesvlt
vgi

talafveaga
gilrmgatdg
msaygaskaa
egfiklgiplg

alawhfingk
allhnasawm
vvergadkhi
kslmxtapge

416136) (SEQ ID NO:139)

I mfnsdnlrld

61

121

181

241

HcaB

gafacredit
sffhlsqglva
nirvngiapg
gqiltvsggy

(NP_417036) (SEQ

gkcaiitgag
segelsalad
pemekngggv
ailtdalksv
vgeln

ID NO:140)

1

61

121

181

241

SrlD

msdlhnesif
vteyadygra
llgakacapa
ngvgpsgmas
nnralsgvmi

itgggsglgl
vdgiltrsgk
liasegsmif
dlrgpgalgg
nadaglairg
ID NO:141)

1
6l
121
181
241

(NP _417185) (SEQ

magvavvigg
datsegsvla
refsrlmird
slmlgnllks
kasyctcgsi

ggtlgafich
lsrgvdeifg
giggriiqgin
profgsllpqy
nvtgggvmf

KduD (NP_417319) (SEQ ID NO:142)

L
61
121
181
241

milsafsleg
sltadlrkid
Zfmsqaaakh
invnaiapgy
gytiavdggw

Idno (NP_418687) (SEQ

kvavvtgcdt
gipalldraw
fiaggnggki
matnrtgglx
lar

ID NO:143)

1
61
121
i8l
241

mndlfslagk
vaapfavthk
vilvsgavtr
igvngiapgy
ghllfvdggm

FabG (NP_415611) (SEQ

nilitgsagg
heidaavehi
hraverkagkv
fktemtkalv
Llvav

ID NO:144)

1

mnfegkialv

tgasrgigra

agigxgeiait
faisxlgkvd
iltitsmeae
itpeiegkml

alverfieeg
ldcfignagi
tlsnaawypg
setsimgslt
irhvaagldl

glaaegyrva
rvdl_vysag
sksgkvgskh
atklgikpdg

glgggma gl
aesfghidilv
iniasmlsfqg
adegrszaeil

igfllatglg
ekdigpidvl
inicsmgsel
edeatawlc

izetlaavga

grrgerlgel
ahkasvedwe
kafvrgfsln
dvseavwwvs

ggafamalak
rigtvdilvn
icslfsylgg
petngrvldh

anlilldisp
gverlgsfld
getavyaltka
emataipmrr

kvtgfdgaft
Lskedwgqgtf
lkslalsvgl
kiarpgeian

gpvivsyrth
aekpgaplad
ayaaskaald
xevidivdyl

fatagasvvv
1lvnnaqgggy
nkninmtsya
ghtpirrlgg

aqvatlelsa
wdhnaslvnt

gggplytask
pekiaailpl

vvdigsdkaa
iakaaZisdf
nsgysaakfg
veqyyidkvp

agagcodivgi
nneglirred
ggirvesyta
dripagrwgl

kycagiiineg
vnragiqrrh
grétitpyaa
krtpaarwgc

kvigtatsen
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kdelgdnlyi
tmidtnnkgl
lrtdlhgtav
tlpahvnint

aganifipsf
nagicklnkv
gwspaysatk
ipanrwgdtg

eiekladelc
msdddrdfhi
aivgltksla
ladplevgel

gegypfatev
avnvcgafn_
elagsgvren
tilflasdla

ypaidg.ina
vlacmmgihv
rmtrafarkl
litscfvtgrs

sdinadaanh
pkplfdmpmsd
sskaaashlv
vgcéianaalf

akvaslrgrf
paetletgfh
haazglirgl
gf fpgpadft

nvageinaey
glgdfdrslg
gvgltgslal
lkrgcdygdv

niveptetie
2leZsekdwd
sAsSgvmgvLr
padlmegpivE

itaeraelav
pitefpegew
skgavxmlcr
pgelicaavi

gaqaisdyle

agldvrnraa
vymtravlipg
rvtdiepglv
lemrpvtgsy

vkdngetkem
ldfgradwdp
halagftkay
d_.mgaavfla

grghrctavv
dinikgvwnv
veyagsgirv
aaflasdess

mdvadaagva
fggtmngfrr
vvspgstdtd
shitlgdivv

gagcigadfs
ntpylinhal
apevkvnsia
fpldggrhlr

vvdeliqgglgg
frrayelnvi
ramafdlgek
lespaaswvs

gehilavegn
elfnvnvliqgy
ayelapkvrv
gpyvmlisrr

gesmaygfga
vnlvgyfica
dlaeygitvh
lnmllfvasp

gvtalgrrfl
dvmniniksv
Imanewakhn
lassasdyvn

eklhgegica
ndviavngta
gmcvelarhn
lsskasdfvn

angkglmlinv
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tdpasiesvl ekiraefgev dilvnnagit
vmrammkkrh griitigsvv gtmgngggan
pgfietdmtr alsddgragi
mymv

FabI (NP _415804) (SEQ ID NO:145)

1 mgflsgkril
61 lgcdvaedas
121 sysfvamaka
181 gvrvnaisag
241 sgevvhvdgg

vtgvasklsi
idtmfaelgk
cxsmlnpgsa
pirtlaascgi
fsiaamnele

1k

YdjA (NP _416279) (SEQ ID NO:146)

1 mdalellinr rsasrlaepa
vleggaiaag scddkaidkar
aavaggfggi wrsgaltesp

61
121
181 <

Enzima AlrA de

lagvpagrlg

aygiagamhr
vwpkfdgfvh
lltlsylgae
kdfrkmlahe

ptgeclgnil
napfraplii
vvreafgcre

rdnllmrmkd
yaaakaglig
cageianava

egaelaftyqg
sigfapgdql
raipnynvmg
eavtpizrrty

ragmzapdhk
tvvakceenh
gdkivgflyl

eewndiietn
fskslareva
flasdeaayi

ndklkgrvee
dgdyvnavtr
lakasleanv
tiedvgnsaa

smgpwhffvi
kvprwegems
ctpglkasts

lssvfrlska
srgitvnvva
tgetlhvngg

faaqlgsdiv
egfkiahdis
rymanamgpe
flcsdlsagi

egegrerfsa
agcavmamgm
invpdptpfv

£)
I Acinetobacter sp. ADP1 (CAG70248.1) (SEQ ID NO:147)

1 mttnvihaya amgagealvp ysfdagelgp hgvevkveyc glchsdvsvl nnewhssvyp

61
121
181
241
301

Synechococcus elongatus PCC7942 Synpec7942_1594 (YP_40061 1)aminoacidos(SEQ ID NO:148)

1
61
121
181
241
301

Synechocystis sp.

1
61
121
181
241
301

vvaghevigt
haggfadkvr
lghmaikllk
nvplawnayl
aarkniapqi

mfglighlts
escflpemla
tleferfttg
vgdliltarn
vlidggypkn
lefegwhtnf

itglgseakg lkiggrvgig
agwgwviplp deldptsagp
awgceitafs snpnktdelk
atlepngtfh flgvvmepip
emypmselne aierlhsgqga

leqgardvsrrx
arrfktatrk
nthtayvicr
gerldnlqae
lgskvggegi
swgrngitie

mgydeyadqgg
vinamshagk
qveaaaktlg
lgrgkilple
yvlnggvveh
kmeaigeasv

lefwssappq
hgidisalgg
iditgatvav
aalpeadfiv
cfdidwgims
rhgfgplala

PCC6803 5110209 (NP_442146) aminoacidos(SEQ 1D NO:149)

mfglighlts lehagavaed lgypeyanqg

escflpemlt
eldfgrfttyg
vkellliarn

grrikaairk
nthtayvicr
rgrlenlgee

ilnamalagk
qvesgakqlg
lgrgkimdle

livdggypkn ldtrvkadgv hilkggiveh

lefegwrtnf

swgrngisvn

kmeaigeasv

ldfwesappg
vglditalgg
idlsgatvav
talpgadiiv
slditweimk
khgfcplval

ivdeitvtsa
ftsiifenfd
vgatgdigsa
wvasmpgqgvy
aaemarperq
i

vvdnfgquksv
fssivfeefn
cgatgdigsa
wvasmpkgve
ivemdipsrq

Cyanothece sp. ATCC51142 cce_1430 (YP_001802846) amincacidos(SEQ ID NO:150)

1 mfglighlts
esaflpemli
slefdrfttg
tgelfliarn
liidggypkn
lefeqwhtnf

61
121
181
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lehahsvada
krrikaairk
nthtayiicr
kerlqrlqde
ldtkikhpdv
swgrngitvt

fgygpyatqg
ilnamafagk
gvegasaklg
lgrgkimgle
hilkggiveh
kmegigeasv

ldlwcsappg
nnlnitalgg
idlsqatvai
ealpeadiiv
sldidwkime
xhglgpllsw

fvehfhvtsi
fssiifeefn
cgatgdigsa
wvasmpkgve
tvnmdvpsrg

wtaescqacd gecisgggule tgentatiig
llcggitvid pilkhgigai hhvavigigg
amgadhvvns rddaeiksqg gkfdlllstey
vpvgallgga ksltasptgs paalrkllef
ryrivikads

tgkvihgryi
laslxqvrdt
verwldlklg
idpatlkgpc
mfacfaeaml

tgqviegkyv
lkgnngvrnv
verwldskhg
iagemlkkpc
mfacfaeail

tggqtiegkyi
lkenxgvrnv
verwldrked
inaetlkkpc
mfacfaeail

Prochlorococcus marinus subsp. pastoriscep. CCMP1986 PMMO0533 (NP_892651) aminoacides(SEQ ID NO:151)

1 mfglighsts fedakrkasl lgfdhiadgd ldvwctappq lvenvevksa igisiegsyi
61 dscfvpemls rfktarrkvl namelagkkg initalggft siifenfnll ghkgirntsl
121 ewerfttgnt htawvicrgl emnapkigid lksatvavvg atgdigsavc rwlinktgig

124
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181 elllvargke pldslgkeld ggtiknldea lpeadivvwv asmpktmeid annlkgpclm
241 idggypknld ekfqgnnihv vkggivrffn digwnmmela emgnpqremf acfaeamile
301 fekchtnfsw grnnislekm efigaasvkh gfsaigldkh pkvlav

Gloeobacter violaceus PCCT7421 NP_96091 (gl13145) aminodcidos (SEQ 1D NQ:152)

1 mfglighltn
61 escflpemla
121 tldigrfttg
181 ihelllvard
241 1lidggypkn
301 lefeglhfnf

lshagrvard
ggrfktamrk
nthtayilcq
aerldrlqgqge
magtlgrpgi
swgrnhitve

lgydeyashd
ilnamalvgk
gveggavryg
lgtgrilpve
hildggmveh
kmagigslsk

lefwcmappq
rgiditalgg
idpakatvav
ealpkadivv
sldidwgims
khgfrpllep

avdeititsv
fssiifents
vgatgdigsa
wvasmnggma
flnvpnparq
sqrsgelvhg

Nostoc punctiforme PCC73102 ZP_00108837 (Npun(2004176) aminodcidos (SEQ ID NO:153)

1 mfglighlts
61 escflpemla
121 kleferfttg
181 vgellliard
241 llidggypkn
301 lefeklytnf

lehagavaqe
srrikaatrk
nthtayiick
gerlkelqge

latkigypgv
swgrngitvd

lgypeyadqg
ilnamahagk
gveeaskqlg
lgrgkimglt
hvlnggiveh
kmegigrvsv

ldfwcsappg ivdsiivtsvy
hginitalgg fssiifenfk
inlsnatvav cgatgdigsa
ealpgadvvy wvasmprgve
sldidwkimk ivnmdvparg

khgfrplly

Anabaena variabilis ATCC29413 YP_323044 (Ava_2534)aminodcidos (SEQ ID NO:154)

1 mfglighlts
61 escflpemla
121 tleferfttg
181 wvkellliarn
241 llidggypkn
301 lefeklytnf

lehagavage
sxrikaatrk
nthtayiicr
gerlgelgse
lgtkvgypgv
swgrngitvd

~gypeyadqg
vlinamahagxk
qvegasgqlg
lgrgkimsld
yvincgiveh
kmegiggasv

ldfwcsappg
hgiditalgg
ielsgatvai
ealpgadivv
sldidwkimk
xhgfrpllv

ivdhikvtsi
fssiifenfk
cgatgdigsa
wvasmpkgve
ivnmdvparqg

Synechococcus elongatus PCC6301 YP_170761 (syc0051_d) aminodcidos(SEQ 1D NO:155)

1 mfglighlts
61 escflpemla
121 tleferfttg
181 vgdliltarn
241 vlidggypkn
301 lefegwhtnf

legqardvsrr
arrfktatrk
nthtayvicr
gerldnlgae
lgskvggegi
swgrngitie

mgydeyadqg
vlinamshagk
gveaaaktlg
lgrgkilple
yvlinggvveh
kmeaigesasv

lefwssappq
hgidisalgg
iditgatvav
aalpeadfiv
cfdidwgims
rhgfgplala

Nostoc sp. PCC 7120 alr5284 (NP_489324) aminoacidos (SEQ ID NO:156)

1 mfglighlts
61 escflpemla
121 tleferfttg
181 vkellliarn
241 llidggypkn
301 lefeklytnf

lehagavage lgypeyadqg
srrikaatrk wvinamahagk
nthtayiicr gveqasgqlg
gerlqgelgse lgrgkimsld
lgtkvqypgv yvinggiveh
swgrngitvd kmegiggasv

Vector pY75 (SEQ ID NO:48)

ldfwcsappg
ngiditalgg
ielsgatvai
ealpqadivy
sldidwkimx
khgfrpllv

ivdeitvisa
ftsiifenfd
vgatgdigsa
wWVasmpggvv
aaemarperq

ivdhikvtsi
fesiifenfk
cgatgdigsa
wvasmpkgve
ivnrdvparg

tgqvihggyv
lakllnvrdi
verwltdrag
idpaglrtpc
ffacfaesml

tgqggiegryv
legfsqvrni
vtrwldartd
idpttlikgpc
lfacfaesml

tgeiiegryv
legfsgvrnv
vtrwldaktd
inpqvlkgpc
1facfaesml

tgkvihgryi
laslrqvrdt
verwldlklg
idpatlkgpc
mfacfaeaml

Lgeiiegryv
legfequrnv
vorwldaktd
inpgvlikgpc
1facfaesml

ggceygcaygg
acctcgagqgq
ctggcegtcg
cttgcagcac
cetteccaac

cggatcccee gggetgcagg
ggggcceggt acccaattceg
ttttacaacg tcgtgactgg
atcceccttt cgecagetgg
acgttgcgcag cctgaatgge

aattcgatat
ccctatagtg
gaaaaccctg
cgtaatagceg
gaatggegeg
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caagcttatc gataccgtcg
agtcgtatta cgcgegetca
gcgttaccca acttaatege
aagaggcccg caccgatege
acgcgecctyg tageggcgea
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ttaagcgcgyg
gcgeecgeteo
caagctctaa
cccaaaaaac
tttcgceccett
acaacactca
geectattggt
ttaacgttta
accgcatate
tattaaaaat
cctgtactte
atttctcaac
atcttgaceq
tcttageaac
agaatcaaat
cctttttecaa
atatagaata
tattatttaa
cttttettac
atgtctgcecece
caagaaatca
gtcaagttcy
ccacttceeag
gtggctgg:c
cgtaaagaac
ttagacttat
gaattagtgg
tgggatagtyg
atggccctac
gcetetteaa
ttgaaggttc
cacctaaatg
tcegttatcee
aagaacaccyg
aataaggttg
aacttgcctg
atcagaactg
gaagaagtta
aactttataa
tagggtagac
gatagtaaag
gaattgcact
aacagdaaaat
aazaaataca
taccttettg
aaacggectt
atagttaagc
gctcceggea
gttttcaceg
ataggttaat
agcattgaag
tagtgctgaa
agactacctt
cactatgcececg

cgggtgtggt
ctttcgettt
atcggggget
ttgattaggy
tgacgttgga
accctatcte
taaaaaatga
caatttectyg
gacggtcgag
ggaatcccaa
cttgttcatg
aagtaattgg
cagttaactg
cattattttt
tcgatgactg
ctgaaaaatt
gagaagcgtt
ggacctattg
cttttacatt
ctatgtctge
cagccgaage
atttcgaaaa
atgaggcgcet
ctaaatgggyg
ttcaattgta
ctccaatcaa
gaggtattta
aacaatacac
aacatgagcc
gattatggag
aacatcaatt
gtattataat
caggttectt
catttggttt
accctatcge
aagaaggtaa
gtgatttagg
agaaaatcct
atgaaattca
gaaactatat
gaatacaggt
ttaacattaa
catgaaacta
acaaataaaa
aagcatttcc
acgacgtagt
cagceccegac
tcegettaca
tcatcaccga
gtcatgataa
gatgagacta
ggaagcatac
tcatcctaca
ttcttctcat
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ggttacgege
ctteccecttee
cectttagag
tgatggttca
gtccacgttc
ggtctattet
gctgatttaa
atgcggtatt
gagaacttcet
caattacatc
tgtgttcaaa
ttgtttggcece
tggcaatact
ttcctcaaca
gaaatttttt
gggagaaaaa
catgactaaa
ttttttecaa
tcagcaatat
ccctaagaag
cattaaggtt
tcatttaatt
ggaagecctce
taccggtagt
cgccaactta
gccacaattt
ctttggtaag
cgttccagaa
accattgect
aaaaactgtyg
gattgattct
caccagcaac
gggttogttg
gtacgaacca
cactatcttg
ggccattgaa
tggttccaac
tgcttaaaaa
taatagaaac
acgcaatcta
aagcaaattyg
tattgacaag
cgattcctaa
aacactcaat
cataatggtg
cgatatggtg
accecgccaac
gacaagctgt
aacgcgegag
taatggtttce
atccaattga
gataccccge
taaatagacyg
gtatatatat

agcgtgaccyg
tttectegeea
ttcecgattta
cgtagtggge
tttaatagtyg
tttgatttat
caaaaattta
ttctecttac
agtatatcca
asaaatccaca
aacgttatat
gagcggtcta
caggtatcgt
taacgagaac
gttaatttca
ggaaaggtga
tgcttgeate
taggtggtta
atatatatat
atcgtegttt
cttaaagcta
ggtggtgcetg
aagaaggttyg
gttagcacctyg
agaccatgta
gctaaaggta
agaaaggaag
gtgcaaagaa
atttggtcect
gaggaaacca
gccgcecatga
atgtttggtg
ccatctgegt
tgccacggtt
tctgctgceaa
gatgragtta
agtaccaccqg
gattctettt
gacacgaaat
catacattta
atactaatygg
gaggagggca
tttgatattg
gacctgacca
aaagttccct
cactctcagt
acccgectgac
gaccgtctcece
acgaaagggce
ttagtatgat
ggagtggcay
atggaatggg
catataagta
atacaggcaa
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ctacacttgc
cgttegeoeqgg
gtgctttacy
catcgeectyg
gactcttgtt
aagggatttt
acgegaattt
gcatctgtge
catacctaat
ttctcttcaa
ttataggata
aggcgcctga
aagatgcaag
acacaggggc
gaggtcgecet
gaggccggaa
acaatdcttg
gcaatcgtcet
ttcaaggata
tgccaggtga
tttctgatgt
ctatcgatgc
atgecgtttt
aacaaggttt
actttgcatc
ctgacttcgt
acgatggtga
tcacaagaat
tggataaagc
tcaagaacga
tcctagttaa
atatcatcte
ccttggectce
ctgcteccaga
tgatgttgaa
aaaaggtttt
aagtcggtga
ttttatgata
tacaaaatgg
tcaagaagga
ctcaacgtga
ccacacaaaa
gaggattttc
tttgatggag
caagaatttt
acaatctget
gcgeectgac
gggagctgca
ctecgtgatac
ccaatatcaa
catatagaac
ataatatcac
cgcattiaag
cacgcagata

cagcgececta
cttteceegt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gcegattteg
taacaaaata
ggtatttcac
attattgect
aatcaattgt
attatactct
ttcaagaaat
agttcgaatc
gctatcgceac
gacgcatata
ceggetbttote
aagttgacaa
tactttctaa
taccattcta
ccacgttggt
tcgttcecaat
tacaggtgtc
gttaggtgcet
acteaaaatc
cgactctctt
tgttgtcaga
tggtgteget
ggcegetttce
taatcttttg
attccctaca
gaacccaace
cgatgaaqgce
tttgeccagac
tttgccaaag
attgtcattg
ggatgcaggt
tgctgtecgee
tttgtacata
aatatgttca
gaaaaaggaqg
taaggaaaaa
acttaggtgt
tctaaaaaaa
tttaagtcaa
actctgtcag
ctgatgccge
gyggcettgtet
tgtgtcagag
gcctattttt
aggaaatgat
agctaaaggyg

aggaggtact
cataaacacg

taggtgecgac



gtgaacagtyg
aaacgctttyg
gcgettttga
gactgtaacg
tctetttget
ccttgaactt
tttagacaaa
tgtaaacatt
ctgaccaatg
atcggtatag
tagtaatcag
ccaaagtage
cattatagag
gcteteggga
gegetetege
ttagcgetcet
aaatagcgct
aaaaattage
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgcettee
agttgggtge
gttttecgece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacazacgat
taactcgcct
acaccacgat
ttactctage
cacttectgeg
agcgtgggtco
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agccgtagtt
taatcetgtt
caagacgata
agcecagett
aaagcgceccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagcey
tttcecgaaact
tttaagaagt

agctgtatgt
aagttcctat
aaaccaaaag
agctactaaa
atatatctct
gcatctaaac
aaaattgtag
tcctatacgt
aagaatcatc
aatataatcg
taaacgcggyg
cttctictaa
cgcacaaagqg
tgcatttttg
gttgcatttc
cgcgttgeat
ttcgegttge
gectectegegt
ttttecgggga
gtatccgcte
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgyggt
cgaagaacgt
cecgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccy
tgatcgttgyg
gceetgtagea
tteccggeaa
cteggecett
tcgeqggtate
cacgacggygyg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtgget
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttecocecgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttcct
tgataccgct
agagcgececea
gcacgacagyg
cctecactcat
aattgtgagc
cgcaattaac
aagttcttgyg
ttaagaaata
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gcgcagetcg
tcecgaagttc
cgctctgaag
atattgcgaa
gtgctatactc
tcgacctceta
taagaactat
agtatataga
aacgctatca
gggatgectt
aagtggagtc
cctiaacgyga
agaaaaaaag
tagaacaaaa
tgttctgtaa
ttttgtttta
atttctgttc
tgcatttttg
aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttcc
caccecagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gcecgggeaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ceggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagate
ccagceggtag
ttcagecagag
ttcaagaact
gctgecagtyg
aaggcgcage
acctacaccyg
gggagaaagyg
gagcttccag
cttgagegtce
aacgcggcect
gcgttatece
cgeccgcagcoo
atacgcaaac
tttcecegact
taggcaccce
ggataacaat
cctcactaaa
tgttttaaaa
gatttacaga

cgttgecattt
ctattctceta
acgcacttte
tacecgettee
cctatataac
cattttttat
tcatagagtg
gacaaaatag
ctttectgttce
tatcttgaaa
aggctttttt
cclacagtge
taatctaaga
aagaagtata
aaatgcagcet
caaaaatgaa
tgtaaaaatg
ttctacaaaa
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgeect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagcea
tgagtgataa
ccgettttet
tgeatgaagce
cgttgegeaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttet
tttgtttgec
cgcagatacce
¢ctetagecace
gcgataagte
ggtcgggetyg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcetetece
ggaaagcqggyg
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa
ctaaaaaaaa
attacaatca
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tcggaagege
gaaagtatag
aaaaaaccaa
acaaacattg
ctacccatcce
gtttatctcet
aatcgaaaac
aagaaaccgt
acaaagtatg
aaatgcaccc
tatggaagag
aagaagttat
tgctttgtta
gattcttigt
cagattcttt
gcacagattc
cagctcagat
tgaagcacag
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgecgeata
tcttacggat
cactgcggec
gcacaacatyg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatet
tggtaagcec
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gegegtaate
ggatcaagag
aaatactgtce
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cetacagegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgecgegttgy
cagtgagcge
ctttatgett
aaacagctat
gctggagctc
gactaactat
atacctacceg

tcgttttegy
gaacttcaga
aaacgecaccy
ctcaaaagta
acctttcget
agtattacte
aatacgaaaa
tecataatttt
cgcaatceac
gcagcttcge
aaastagaca
caagagactg
gaazaatagc
tggtaaaata
gtttgaaaaa
ttcgttggta
tectttgtttyg
atgecttegtt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgeggcat
gctgaagate
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcecgtyg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggageceggty
tcecegtateg
cagatcgcetg
tcatatatac
atccttitlg
tcagacceeg
tgetgettge
ctaccaactc
cttectagtgt
ctcgectcetee
gcgttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcyg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggeekt
attaccgect
tcagtgagcyg
cegatteatt
aacgcaatta

cggctecta
gaccatgatt
caccgcggga
aaaagtagaa
tctttatata
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cttattagte
tttccaaate
cgtgegtcaa
ttgtgeecegt
cctatgaact
tggatgccag
cacccagaca
cgggttacag
ctattaatta

tagtggatc

aagtagggga
agagagagca
ttgeettgtyg
tttttgectg
gatggttggt
cttaaaaagce
cctacgatgt
cagaattaaa
tttacgtatt
cgcecage
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ataatttcag
gaaggtaata
tcatcattta
tttgtgeece
gaagaaaaca
gggctccatt
tatatattct
aggctaattt
ctttgaaatg

Vector pZP2-YACBP (SEQ ID NO:49)

ggccgeaagt
gatggatgga
ggatatttat
aacatactgt
agtgctctta
tcattcatgt
ttggtataca
tgtgaaatac
gaaaagcgtc
aattcgeecee
gtggggaaaa
caatggaggc
agggcgeccg
cggacacttc
ggccgtaace
tacaataaga
gcgaaattcg
cagtggtgcee
tgtggcgatt
ttaatgaatc
ctcgectecact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctecgeccee
gacaggacta
teccgacectg
ttctcatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagceg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagyg
aagtatatat
ctcagcgate
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtcctgea
aagtagttcg

gtggatgggg
ttcaacacag
gtttgacact
acatactcat
ctcgtacagt
tagttgegta
agtatactct
cgagagccga
gaalcaacca
ttgcacgtca
gtataaggga
caaagaaatg
aaagatcgga
agtacaatgg
tccegetggt
gaggctgrtt
ctacaagctt
atgattgaca
gaacagacqg
ggccaacgeg
gactcgetge
atacggttat
caaaaqggcca
cctgacgagce
taaagatacce
cecgettaceyg
tcacgctgta
gaaccoccoceg
ccggtaagac
aggtatgtag
agaacagtat
agctcettgat
cagattacgc
gacgctcagt
atcrtcaccet
gagtaaactt
tgtctattte
gagggcettac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata

aagtgagtgce
ggatatagceg
tgagaatgta
actcgracce
gtgcaatact
cgggegtegt
ggggttaagyg
gggagaataa
tgcgggeett
aaattaggcce
aaccatgcaa
gegtagcaac
aaaacaaaca
accgaccatc
acctgatatt
gtcgggecatg
aactctggcy
gggaggtaca
gcgatcegctt
cggggacagg
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggegtttee
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagcccga
acgacttatc
gcggrgetac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatccetrrt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggcce
cagcaataaa
cctecatccea

tttgcgcaa

ggaactggtt
gaaggtgtaa
ctccaggcaqg
tgttctctgt
atattttggt
atatttagtg
gtgtaacccg
tttgactaaa
gcagtattga

ceggttetgt
agctacgtgg
cgatacaagce
gggcaacggt
gcgtatcata
tgcttgtgtg
ttgccegtgt
acgggggtat
gcaccatgtc
tccatctaga
ccatagacga
agtccaggag
tgtccaattg
tccaagecag
gtacacgttce
tgtgtcecgre
cttgtccagt
agacttcgat
ctcececgta
cggtttgegt
tcggetgege
aggggataac
aaaggcecgeg
tcgacgctca
ccctggaage
cgcetttete
ttcggtgtag
cegetgegeo
gccactggcea
agagttcttg
cgctetgetg
aaccacceget
&ggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcectga
cagtgctgcea
ccagecagece
gtctattaat
cgttgttgee
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tcaacctttt
gaaaatgaga
gttgcatcac
agttgcgcta
gctgggattc
gatgccagga
ccecectattt
taaagttagg
taatgataaa

gtgcacaatt
tggtgcgagg
actgtccaag
ttcacttgag
gtctttgatg
atttttgagqg
agtctagett
ttggacttgt
cacgacgtgt
cceetecata
cgtgaaagac
acagacaagqg
gggcagtgac
ggltattccg
acattcaata
gtatggggtg
atgaatagac
actcgagceat
ttgcecggege
attgggegcet
cgagcggrat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tceectegtge
ccttecgggaa
gtegtteget
ttatccggra
gcagccactyg
aagtggtggce
aagccagtta
ggtagcggtyg
gaagatcctt
gggattttagg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctcceecgteg
atgataccge
ggaagggccg
tgttgcecggg
attgctacag

ttttcagett
tagatacatg
tccattgagg
agagaatgga
teottettte
ataaactgtt
tgggcatgta
aaaatcacta
ctcgaaatca

ggczatccaa
atatagcaac
tacaatacta
tgcagtggcet
tatatcgtat
acccatccct
atagttttca
ttttttegeg
ttctegecee
acatgtgact
ggggaggaac
agacaaggag
ggaaacgaca
gtatcacctt
tactttcage
atgtccgaqgqg
aagtcaagac
tactcggact
gccagcetgca
cttcegette
cagctceacte
acatgtgage
ttttccatag
ggcgaaacce
gctcteetgt
gcgtggeget
ccaagetggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttecggaaa
gtttttttgt
tgatetttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcecctat
tgtagataac
gagacccacqg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
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gtcacgctcg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgecgecacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgca
ttttcaatat
atgtatttag
tgatgeggtyg
aagcgttaat
ccaataggec
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttgggyg
tagagcttga
agcgggeget
cgegettaat
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgaat
atgacactt:
atacatctecc
gggaatggaa
tgtccatacc
aacccagata
cegttigtec
aatatattecc
cagctacttqg
atatggcatt
cacacaaaaa
agcagaccac
acaagtcagce
cecageatoet
cacaggttgt
tgaacaagcyg
tctaacctct
gcctectcaa
gttccggtag
tegtcaagac
ttctgyggecaa
ttggagtact
cctetggeca
tagtcagaga
ccagcaatga
attcggtgac
tcgaacagga
taggtgaagt
ttatcggeaa
gttttcttgg
getegagett
gcagaacttt

tcgtttggta
cccatgttgt
ttggecgeayg
crcatcegtaa
tgtatgcggce
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
asaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
tgaaataccg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgca
accgtctatce
Lcgaggtgcec
cggggaaage
agqgcgetgg
gcgeegetac
cggtgeggge
taagttgygt
tgtaatacga
ggtctgaaag
gegttttgga
aaatgactca
actgcatttt
atttcgacat
agttcagact
aatattttta
agacatgtga
cgtgcteget
tggggttttt
gtattccata
tttcttecgag
ccgtatcecgag
gcagtatcat
ctcecatactt
aacagttaat
taggatcteyg
acatgacatc
ccaccecgygy
tgaagccaac
cgeecagtgge
gcttectegtt
cgtcectectt
ttceggttce
accggtactg
agaaaccgtyg
cgtcaatgat
gctcaatgag
ctgecacgag
cgtaggaggy
ttatcggaac

ES 2 536240 T3

tggettcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgetttte
gaccgagttg
taaaagtget
tgttgagatc
ctttcaccaqg
taagggecgac
tttatcaggg
aaataggggt
cacagatgcg
aattcgecgtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggcgegte
ctcttegeta
aacgccagyyg
ctcactatag
agatgcattt
gaatgttcag
agtatcaatt
ctccagtcag
aaacaagaaa
gtaatagcceg
attcttaatc
tacccacaaa
tgttcacgta
tttttaattc
atcaccaaqgqg
cctcatataa
aaacacaaca
acatactcga
gecacgetctce
cttctggtaa
gttetggeeg
ctceaacagtt
ggtcagaata
cacaaactcg
cagagagcecce
gggagagggy
cttctgttca
gggtacaccyg
gtgcotgaca
cttaagagea
gtcgatatgg
ctecettggty
cttgagcact
cattttggtyg
cttatctggg

cagctceggt
ggttagctcecc
catggttatg
tgtgactggt
ctcttgeceg
catcattgga
cagttcgatg
cgtbttctggg
acggaaatgt
ttattgtctc
tececgegeaca
taaggagaaa
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
qggtcacgctg
cattecgecat
ttacgccage
ttttccecagt
ggcgaattygg
tgaatcccaa
aaacagttga
ccaaaaactt
gccactctat
acagacccaa
aaaavaaatc
tcatttattt
tcggatteagyg
ttcttcctgt
taatgattca
aagttcttgg
gtataagtag
acatgcecca
tcagacaggt
tatatacaca
gcctecccage
tacagacctc
cggtactget
agccagtect
gggtcggatc
ttgcaagaca
actaggaact
gagacagttt
tggeegttgy
gtgttgccaa
agttccttga
gttttgatca
gtggtaacat
cgagcggcaa
gtgaagagga
gcagtgaagt
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teecaacgat
ttecggteoctce
gcagcactgc
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttett
taacccacte
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
ttteeccegaa
ataccgecatc
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cetaaaggga
gaagggaaga
cgcctaacca
tcaggctgeg
tggcgaaagqg
cacgacgttg
gcccgacgte
acttgcagtyg
ttgtgttgga
ctetggetgy
actcgacgac
taatatttat
caaagtttct
tattctageg
actcggttgt
tccatctett
ttacagcaaa
gegtettaat
ttcaacgtat
ttggacagat
cgtctgacca
gttaaattac
cagcettcectg
ggccgacaat
gtccgagagce
cagagtecgeoce
gggcaagctc
gecteggecag
ccttgtactyg
cctcggecacce
tgatatcgga
tatctgcgaa
gggggagcac
tgcacacata
ccagagaage
aggcggactt
gactgaaata
atatgttatg

caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
¢ggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttect
acatatttga
aagtgccacc
aggaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
greoecgatt
aagcgaaaqgqg
ccacaccege
caactgttgg
gggatgtgcet
taaaacgacg
gcatgcgcetyg
cccaagtgac
atggggaatg
cagtacctac
acagtagtaa
atatagtcaqg
attctaggaa
aaatacattt
tcagaagagc
ggccgacaat
attgagatat
taagtcatac
tagcactgta
catgcggata
tcatacaage
atatccatag
gtatcgettg
tatgatatcc
goctceettyg
cttaggtcgg
aatggtctgce
catgagcaga
ggagttcteyg
agctcgcags
cecacteggeg
ctttectgteo
agtgceggeyg
aggtccgace
acacaggtty
gtggacgtta
aatttagtct
gtaatagtta
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cgagttagtt
acgtcaatgg
gcaatgacgt
cccacageet
tcgtactcca
cttggtatat
ggatttcaat
tcttttcatt
ctrttggcac
gagggcataa
agatatactc
cataaaattc
aaccttacca
ccaaggcact
aatacagttc
cacaatattc
cactaaccta
ccggagaaga
ccattgccac
gctgcaccca
agatacgagg
gtgatccagc
tgcgetgatce
aggtgcaggc
gctgaggteg
ggatttggcet
aatcgcccecec
catttccatt
tttacatiga
tecteccaate
ctacacatca
cgttttgrgt
acccagetcet
gcttcccaag
caccgtegge
gtgggacgcc
tgctcttgtce

gaacttatag
ctctctggge
tgcagctgat
ccaacgaaga
aaggcggcaa
gagttgtagg
accttagttt
tgttttaatt
tgtatttcat
tgaaggcacc
gggttcattt
tcggtgagag
tacctcactg
gagctcegtet
tttgtatcat
ccaaagtcca
ccgtttaaac
cggecaggee
taggggcggy
acaataaatg
ataacggggce
gactgacacc
tggacaccac
agaaaacgcl
agecagggtyyg
catcaggcca
tggatatagc
gcteggtacce
ccaacatctt
ggttgeccagt
cagaattccg
aatgacacaa
ggtaccatgg
actcctteceg
gacaacaaca
tgggacaagce
cagacccttt
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atagactgga
gtcgectttg
attgttatcg
atgtategtce
tgacgagtca
catgacaatt
gtacagggta
ggttgtatat
ttttagaggt
ttgtactgac
taggctcatc
gtctgtgact
aatgtagtgt
aacggacttg
ttgtaacaat
cecectticca
agtgtacgca
gcctagatga
cctrtttrata
ggtagggtty
tcaatggcac
attgcatcat
agaggttccg
ggaacagcgt
tgtgacttgt
gattgagggt
cccgacaata
cacaccttgc
acaagegaegg
ctctttttte
agcegtgagt
tccgaaagte
cttcecgecga
acgacgagcet
ccgaccgace
tcaagggcaa
ccgacaagta

ctatacggct
ccgacaaaaa
gccaaccgeg
aaagtgatcc
gacagatact
tggaaagggg
attgttacaa
caagtccgtt
acactacatt
agtcacagac
gatgagccta
gtcagtacaa
acctctaaaa
atatacaacc
taccctgtac
aattgtcatg
gatctactat
caaattcaac
tggccaagcee
caccaacaaa
aaataagaac
ctaagggcct
agcactttag
gtacagtttg
tatagecttt
ctgtggacac
ggccgtggcece
ctctectgea
ggcttgtcta
ctttectttce
atccacgaca
gctagcaaca
attcaccgcee
tcttgagete
cggegectte
gtctcaggag
caactaagc

atccgtccaa
tgtgatcatg
ccgaaaacgce
aagcacactce
cgtcaaacgg
tggactttgg
argatacaaa
agacgagctc
cagtgaggta
ctctcaccga
aaatgaaccc
ggtgecttea
atgaaataca
aattaaaaca
aaactaaggt
cctacaactc
agaggaacat
aactcacagce
aagctctceca
gggatgggat
gaatactgce
caaaactacc
gttgcaccaa
tcttaacaaa
agagctgcega
atgtcatgtt
tcatttttet
cttgccaacce
gggtatatat
ccacagattce
agatcagtgt
cacactctct
gctgecgact
tacggactgt
aacttczaqgg
gaggctgagce

attagaaaga
atgaaagcca
agctgtcaga
atagttggag
taggttagtg
gaatattgig
gaactgtatt
agtgccttgg
tggtaaggtt
gaattttatg
gagtatatct
ttatgcccte
gtgccaaaag
aatgaaaaga
attgaaatcce
atataccaag
ttaaattgee
tgactttctg
cgtcegttygg
ggggcgtaga
attaagactc
tcggaactge
atgtcccace
aagtgagggce
aagcgcegtat
agtgtacttc
gccttccgea
ttaatactgg
aaacagiggce
gaaatctaaa
cgagacgacg
acacaaacta
ctgtgcagaa
acaagcaggc
ccaagtacaa
aggagtacat

Plasmido pGPD-425 (SEQ ID NO:50)

ggtggagcete
ggtcatagcet
ccggaageat
cgttgegete
tcggecaacg
ctgactcget
taatacggtt
agcaaaaggc
cccetgacga
tataaagata
tgccgettac
gctcacgetg
acgaacccce
acccggtaag

cagcttttgt
gtttcctgtg
aaagtgtaaa
actgceceeget
cgcggggaga
gcgeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgret
cggatacctqg
taggtatctce
cgttcagece
acacgactta

tccctttagt
tgaaattgtt
gccrggggtg
ttccagtcgg
ggeggtttge
gttcggectge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
cccectggaa
tccgeettte
agttcggtgt
gaccgectgeg
tcgecactgg

gagggttaat
atcecgetcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
getecctegr
teceetteggy
aggtcgttcg
ccttatccygg
cagcagccac
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tgcgcgettyg
aattccacac
gaggtaactc
gtgccagetg
ctettecget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctcteet
aagcgtggceg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg

gcgtaatcat
aacataggag
acattaattg
cattaatgaa
tcctegetea
tcaaagecgg
gcaaaaggee
aggctecegee
ccgacaggac
gttcegacee
ctttctcata
ggeigtgtge
cttgagtcca
attagcagag
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cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagetetzg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtetatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgeccagttaa
cgtegtttygg
cecccatgtt
agttggecge
tgccatcegt
agtgtatgceg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
gcatctgtge
aagaatctga
cgaagaatct
aaacaaagaa
accaacaaag
tttctaacaa
cttgataact
ttttctecttce
ctgcgggtge
tgcgeatact
atgaacgqgtt
tattgtttte
tactagagat
aggtggatgg
tgagcaatgt
gtttttggtt
gttcctatac
acgagcgcett
cctatatctyg
tatgcttaaa
tcctgtgata
agctgtteta
teectttgata
aggcgtatca
cacatgcagc
gcecegtecagg
tcagagcaga
gagtaaaatt
taaactccat
tagagaaaat
aactttttgt

aggcggtget
atttggtatc
atccggcaaa
gcgecagaaaa
gtggaacgaa
ctagatccectt
ttggtetgac
tegttecatce
accatctggce
atcagcaata
cgccteeatc
tagtttgcge
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcettt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcace
aataacggcyg
catttatcag
acaaataggg
ttcattttgt
gctgcatttt
gtgctteatt
tctgagctge
aatctatact
agcatcttag
ttttgecactyg
cataaaaaaa
attttttcaa
ttgtgaacag
tcttctattt
gattcactcet
aaacataaaa
gtaggttata
ttgtggaagc
ttttgaaagt
tttctagaga
ccgaaaatgc
cgtgttgect
tgegtactta
ttatecccatt
tatgctgcca
ttggatcata
cgaggcectt
tcccggagac
gcgcgtcage
ttgtactgag
cttgagggaa
caaatqggtca
cctccaatat
gtggtgecct
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acagagttct
tgcgetetge
caaaccaceqg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcect
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagetecyg
geggttaget
ctcatggtta
tctgtgactyg
tgctettgee
ctcatcattyg
tccagttega
agegtttetg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgegea
agaacaaaaa
tacagaacaq
tttgtaaaac
atttttacag
tctttcttgt
attactlLLtt
taggtccgtt
gcctgactoc
gataaaggca
aaagtgatag
tgtctctata
atgaatagtt
aatgtagagg
tagggatata
ggtattcgea
gcgtcttcag
ataggaactt
aacgcgagcet
gtatatatat
tatgegtcta
ccatgegggy
ctecectcaatt
ctaagaaacc
tcgtetegeg
ggtcacagct
gggtgttgge
agtgeaccat
ctttcaccat
ggtcattgag
caaattagga
ccteecttgte

tgaagtggtyg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggattit
aatgaagttt
gcttaatcag
gactcccecegt
caatgatacc
ccggaaggge
attgttgecg
ccattgetac
gttcccaacg
cctteggtee
tggcagcact
gtgagtactc
cggcglcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagegy
catttcececy
tgcaacgcga
aaatgcaacg
aazaatgcaa
aacagaaatg
tctacaaaaa
ttecteetttg
aaggttagaa
acttcecegeg
teccecgatta
cgttgatgat
tactacgtat
cttactacaa
tcgagtttag
gcacagagat
atattttagt
agcgctittg
cggaatagga
gcgcecacatac
atacatgaga
tttatgtagg
tatcgtatge
ggattagtct
attattatca
cgttteggty
tgtctgtaag
ggatgtcggy
atcgactacyg
tatgggaaat
tgttttttat
atcgtagttt
cgatattaatg
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gcctaactac
taccttcgga
tgottttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaate
tgaggcacct
cgtgtageata
gcgagaccea
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tcegategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat

ttcggggega
tcgtgcacce

aacaggaagg
catactettc
atacatattt
aaaagtgcca
gagcgctaat
cgaaagcgct
cgcgagageyg
caacgcgaga
tgcatceccga
tgcgctcectat
gaaggctact
tttactgatt
tattetatac
tecttecattgg
aggaaatgtt
tttttttgtc
atgcaagttc
atatagcaaa
agctcgttac
gttttcaaaa
acttcaaage
agctcactgt
agaacggcat
atgaaaggta
ttcettcage
catccttcaa
tgacattaac
atgacggtga
cggatgccegg
gctggcettaa
tcgtaaggec
gcttcaagaa
ttgttgtatt
catgattttc
ttaaagtgca

ggctacacta
adaagagttg
gtttgcaagce
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagega
actacgatac
cgctcacegy
agtggtcctyg
gtaagtagtt
gtgtcacgcect
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgcecac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccy
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgaacgaa
ttttcaaaca
attttaccaa
ctaattttte
gcgctatttt
gagcgctatt
aatgcagtct
ttggtgtcta
actagcgaaqg
cgatgtggat
tcagaaaatt
tacattttecyg
taaagagtaa
aaggagcgaa
gagatacttt
agtceggtge
gcgctctgaa
gtttccgaaa
tcacgtcgca
agtgegtgtt
gtctagtacc
actacccttt
tgctatcatt
ctataaaaat
aaacctctga
gagcagacaa
ctatgcggea
gtttctgaca
ggtattgact
tttotttttt
tgttacacct
attcttttte
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cttatcacgt
tttcteette
tattccattt
caaatatcat
agcatcaccg
atccaaaacc
caatttcaac
caaatctgga
caaagaggcc
atcggagatg
gttcttaact
gaattcgttc
attagcttta
ggccattctt
accatcacca
aacaacgaag
gtcggatgcea
tagtaaacct
taacaaaacg
tgtageatcg
acgaacatca
gtggtcacct
ggtatatcct
agtaagacga
acttcaagta
ceggttecgyg
cgtcaggega
tagcgcecect
aactcttgea
tgaatcaggc
taattatcct
gatttigaaqg
taatattagg
taccgcacag
gttaaaattc
cggcaaaate
ttggaacaag
ctatcaggge
gtgccgtaaa
asgagccggcyg
gctggcaagt
gctacagggce
ggtgegggec
aagttgggta
cgecgtaatac
tatcgataag
tatcattate
taactttatt
atagggggcy
ctggcatcca
atccecageac
gcgcaactac
gatgcaacct
tcattttctt
aaggttgaaa

tgagccatta
ttgataaatg
tgtaattteg
aaaaaaagag
acttcggtgg
tttttaactg
atcattgcag
gcagaaccgt
aaggacgcag
atatcaccaa
aggatcatgg
ttgatggttt
tccaaggaco
gtgattettt
tecgtettect
tcagtacctt
aagttacatg
tgttcaggltc
gcatcaacct
atagcageac
gaaatagcett
ggcaaaacga
tgaaatatat
ttgctaacca
ttgtgatgca
cctetcacet
cctctgaaat
gtgtgttctc
tcttacgata
gcctlagacc
ataazatataa
agaatgtgga
tatgtggata
atgegtaagg
gcgttaaatt
ccttataaat
agtccactat
gatggcecac
gcactaaatc
aacgtggcga
gtagcggtcea
gogtcgcgceco
tcttegetat
acgccagyggt
gactcactat
cttgatatceg
aatactgcca
tagtcaaaaa
ggttacacag
ctaaatataa
cazaatattg
agegaacagg
gecetggagta
acaccttcta
ccagttcect
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gtatcaattt
tatgtagatt
tgtcgtttct
aatcttttta
tactgttgga
catcttcaat
cagacaagat
ggcatggttc
atggcaacaa
acatgttgct
cggcagaatc
ccteccacagt
daataggcaa
gcacttctgg
ttctcttacce
tagcaaattg
gtcttaagtt
taacactacc
tcttggaggce
caccaattaa
taagaacctt
cgatcttett
atatatattg
cctattggaa
agcatttagt
tteettttte
taacaaazaaa
gttatgttga
cctgagtatt
gctcggecaa
cgtttttgaa
ttttgatgta
tactagaagt
agaaaatacc
tttgttaaat
caaaagaata
taaagaacgt
tacgtgaacc
ggaaccctaa
gaaaggaagq
cgctgegegt
attcgccatt
tacgcecaget
tttecccagte
agggcgaatt
aattcctgea
ttzcaasagaa
attagcettt
aatatataac
tggagcecgce
ttttctteac
ggcacaaaca
aatgatgaca
ttaccttctg
gaaattattc

gcttacctgt
gcgtatatag
attatgaatt
agcaacgatt
accacctaaa
ggccttacct
agtggcgata
gtacaaacca
acccaaggaa
ggtgattata
aatcaattga
ttttctecat
tggtggctca
aacggtgtat
aaagtaaata
tggcttgatt
ggcgtacaat
ggtaccccat
ttecagegeco
atgatttteg
aatggctteg
aggggcagac
ctgaaatgta
aaaacaatag
catgaacgct
tcecaatttt
tttecagtcea
ggaaaaaaat
ceccacagtta
acaaccaatt
cacacatgaa
attgttggga
tctectegac
gcatcaggaa
cagctcattt
gaccgagata
ggactccaac
atcaccctaa
agggagccece
gaagaaagcd
aaccaccaca
caggctgcge
gaocgaaagqqg
acgacgttgt
gggtaceggg
gceceggggga
tacgtaaata
taattctget
atcgtaggtg
tttttaaget
caaccatcag
ggcaaaaaac
caaggcaatt
ctctetetga
ccctacttga
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attcctttac
tttcgtctac
tcatttacaa
ttcttaactt
tcaccagtte
tcttcaggeca
gggtcaacct
aatgeggtgt
cctgggataa
ataccattta
tgttgaacct
aatcttgaag
tgttgtaggg
tgttcactat
cctcceccacta
ggagataagt
tgaagttcett
ttaggaccag
tcatctggaa
aaatcgaact
actgtgattt
ataggggcag
aaaggtaaga
gtccttaaat
tctctattet
tcagttgaaa
tcgaatttga
aatggttgct
actgecggtca
acttgttgag
caaggaagta
ttcecattttt
cgtcgatatyg
attgtaaacyg
tttaaccaat
gggttgagtyg
gtcaaagggc
tcaagttttt
cgatttagag
aaaggagcgyg
ccegecgcege
aactgttgygy
ggatgtgetg
aaaacgacgg
cceceeeteyg
tccactagtg
attaatagta
gtaacccgta
tctgggtgaa
ggcatccage
ttcataggte
gggcacaacc
gacccacgca
tttggaaaaa
ctaataagta

tatccteett
cctatgaaca
agtttatgta
cttcggcgac
tgatacctge
agttcaatga
tattctttgg
tcttotetgg
cggaggcttce
ggtgggttgg
tcaatgtagyg
aggccaaaaqg
ccatgaaagc
cccaagcgac
attctctgac
ctaaaagaga
tacggatttt
ccacageacc
gtgggacacc
tgacattgga
cttgaccaac
acattagaat
aaagttagaa
aatattgtca
atatgaaaag
aaggtatatg
ttectgtgega
aagagattcg
agatatttcet
daatagagta
caggacaatt
aataaggcaa
cggtgtgaaa
ttaatatttt
aggccgaaat
ttgttccagt
gaaaaaccgt
tggggtcegay
cttgacgggg
gcgctagggce
ttaatgegec
aagggcgatce
caaggcgatt
ccagtgagceyg
aggtcgacgqg
atttcgagtt
gtgattttce
catgcccaaa
cagtttattc
aaaaaaaaga
cattctctta
tcaatggagt
tgtatctatce
gclgaaaaaa
tataaagacg
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gtaggtattg attgtaattc tgtaaatcta
agttagtctt ttttttagtt ttaaaacacc

gcggecgceaa
aagatggatg
acggatattt
taaacatact
ctagtgctct
attcattcat
atgagtgage
cetctegtge
tgggcgeret
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggrgg
cctegtgege
ttcgggaage
cgttcgetee
atccggtaac
agccactggt
gtggtggeet
gccagttacc
tagecggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcaqgtgag
ccecegtegtyg
gataccgega
aagggccgag
ttgcegggaa
tgctacaggce
ccaacgatca
cggtectecqg
agcactgcat
gtactcaacce
gtcaataccg
acgttcttcg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcececegzaaaa
gcttacgege
cttcecttee
cecetttaggy
tgatggttca
gtccacgttce
ggtctattct
gctgatttaa
tcgoecattca
cgcecagetgyg

gtgtggatgg
gattcaacac
atgtttgaca
gtacatactc
tactcgtaca
gttagttgcg
taactcacat
cagctgeatt
tcecgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgettt
aagctgggcet
tatcatcettyg
aacaggatta
aactacggcet
ttcggaaaaa
tretttgtet
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgcet
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcegagta
atcgttgtca
aattctctea
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttectet
atatttgaat
gtgccacctg
agcgtgacceg
tttctegeca
ttcegattta
cgtagtgggce
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
ggctgcgcaa
cgaaaggggc

Vector pFBAIN-Mod-1 (SEQ ID NO:51)

ggaagtgagt
agggatatag
cttgagaatg
atactcgtac
gtgtgcaata
tacgagcegyg
taattgcgtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagcea
tccgeececee
caggactata
cgaccctgee
ctcatagctce
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcegag
acactagaag
gagttggtag
¢caagcagea
cggggtetga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggetcece
gtcctgcaac
gtagttcgece
cacgetegte
catgatcccece
gaagtaagtt
ctgtcatgcec
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgccgeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgcgeecety
ctacacttgce
cgttcoecqgg
gtgetttacg
catcgcectyg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
ctgttgggaa
atgtgctgceca

tttcttaaac
aagaacttag

gceceggtet
cgagctacgt
tacgatacaa
ccgggcaacy
ctgcgtatca
aagcataaag
gcgctcactg
ccaacgcegeqg
ctecgetgcge
acggttatce
aaaggccagyg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
acccccegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtactt
ctcttgatce
gattacgege
cgetecagtag
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgcee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggeccgceagtg
atccgtaaga
tatgcggcega
cagaacttta
cttaccgetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
tagcggcgca
cagcgeccta
cttteceegt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaata
gggcgatcqgqy
aggcgattaa
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ttcttaaatt
tttcgaaatc

gtgtgcacaa
ggtggtgcga
gcactgtcca
gtttcacttg
tagtctttga
tgtaaagect
ccegetttee
gggagaggceg
tcggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegttteece
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggeccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacy
goctteattca
aaaasageqqg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgcet
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtcc
ttaagcgcegg
gecgeeegete
caagctctaa
cccaaaaaac
tttcgeectt
acaacactca
gcctatiggt
ttaacgctta
tgcgggecte
gttgggtaac

ctacttttat
ccge

ttggcaatcc
ggatatagca
agtacaatac
agtgcagtgg
tgtatatcgt
ggggtgccta
agtcgggaaa
gttrgegtat
ggctgeggeg
gggataacgce
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctce
cctttctecee
cggtgtaggt
gctgcgeett
cactggcagce
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccqgetgyg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttcectgact
gtcctgcaat
agccagcecegyg
ctattaattyg
ttgttgcecat
gcteeggtte
ttagctecctt
tggtrtatggce
tgactggtga
cttgceegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
cgggtgtggt
ctttegettt
atcggggget
ttgattaggg
tgacgttgga
accctatcte
taaaazatga
caatttccat
ttcgectatta
gccagggtts
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tcececagtcac
gaattgggta
atgtcacaca
agatccagte
tattatatgt
tagacagact
attgtttaat
gbLatgaactt
cttcctattt
aaatgttata
gcctaatteg
gaaatatcaa
agaatcacac
tctcattgtt
aatgacattc
gtggcaazca
ttaaagg:za

cataaaggta
ctgtaatggt
atcgtatttc
ttcgaacgta
tacatecgtac
tgtttttttt
gcecgggttat
gttactttta
ggatgctcaa
gcctcatata
gaaacacaac
tacatactcg
tgcacgectet
tcttctggta
ggttctggece
cctoaacagt
gggtcagaat
ccacaaactc
ccagagagcce
tgggagaggyg
tcttetgtte
cgggtacacc
ggtgcecttgac
gcttaagage
tgtcgatatg
gcteettggt
gcttgageac
gcattttggt
ccttatctgg
gatagactgg
cgtegecttt
tattgttgtce
aatgtatcgt
atgacgagtc
tttaaattgce
ctgactttet
acgtcggtty
tggggggtag

gacgttgtaa
ccgggeeccee
aaccgatcett
tacactgatt
attatatata
ccatctgeeyg
aataaacaga
atttttatta
aggaaacaat
aatgcgtatg
aaatcaacag
ctatcaaaga
actcaactgt
catacttcta
tatcttgecaa
aaaagcttct
atatttattt
ttttgattta
aggaaattac
caggttagac
aaagttgcgce
aactatgtac
ttttctaatg
tggcgttcaa
gcttatgeat
tcgatttega
agtataagta
aacatgcecee
atcagacagg
ctatatacac
ageccteccag
gtacagacct
tcggtactge
aagccagtcee
ggggtcggat
cttgcaagac
gactaggaac
agagacagtt
gtgggcegttg
agtgttgecca
aagttccecttyg
ggttttgatc
ggtggtaaca
tcgageggea
ggtgaagagg
ggcagtgaag
actatacggce
gccgacaaaa
ggccaaccge
caaagtgatc
agacagatac
cccggagaag
gccattgeca
ggctgcacce
aagatacgag
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aacgacggec
cctecgaggtce
cgcctecaagy
aatttteggg
tacatcatga
cctecaactg
ctceatctac
cttagtatta
ttataatgge
ggaaatctta
caacgaaaaa
acagctattc
ctttctetet
gtcatttcat
attcaacaat
ctggtgtgcet
cttgttatat
egttttttget
catacttttg
gttccgeaga
tccctgagat
tactgttgat
attcattacc
ttaatcatag
cgctacttggg
cagtaattaa
gttcaacgta
attggacaga
tegtctgace
agttaaatta
ccageettet
cggecgacaa
tgtcegagag
tcagagtege
cgggcaagcet
agctecggecea
tccttgtact
teccteggeac
gtgatatcgg
atatctgcga
agggggagca
atgcacacazt
tccagagaag
aaggcggact
agactgaaat
tatatgttat
tatcggtcca
atgtgatcat
gcecgaaaacy
caagcacact
Tcgtcgaaaa
acggccagge
ctaggggggy
aacaataaat

gataacgggqg

agtgaattgt
gatggtgtcyg
aaacctaatt
ccaataattt
tgatactgac
atgttctcaa
cgcctccaaa
ttagacaact
agttcgttea
aatatggata
aatcccttgt
acacgttact
Lctagaaata
ccecacatatt
tataataaga
tctegtattt
aatcettttg
taaattcaat
aagaagcaaa
atctagaatqg
attctacatt
gcatecacaa
gctatgtata
acttatgaat
tgtaatattyg
ttaagtcata
ttagcactgt
tcatgceggat
atcatacaag
catatccata
ggtatcgcett
ttatgatatc
cgtcteceett
ccttaggteg
caatggtctg
gcatgagcag
gggagttctce
cagctcgeag
accactcggc
actttctgtce
cagtgccgge
aaggtccgac
cacacaggtt
Lgtggacgtt
aaatttagtc
ggtaatagtt
aattagaaag
gatgaaagcce
cagctgtcag
catagttgga
cagtgtacgce
cgcctagatg
gectttttat
gggtagcgtt
ctcaatcgca
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aatacgactc
ataagcttga
ctacatccga
aaaaaaatcqg
agtcatgtec
tatttaaggg
tgatgttete
tacttgettt
tttaacaatt
gcataaatga
acaacataaa
attgagatta
caggtacaag
ccttggattt
tataccaasaqg
atttttatte
tttattacat

ceeectegt
aaaaatgaaa
cggtatgegg
tttgetttta
cagtttgttt
cctacttgta
ctgcacggtyg
ggatctgttce
cacaagtcag
acccageatce
acacaggttyg
ctgaacaagc
gtctaaccte
ggcectectca
cgttccggta
gtcgtcaaga
gttetgggea
cttggagtac
acctctggee
gtagtcagag
gccageaatg
gattcggtga
ctcgaacagqg
gtaggtgaag
cttatcggcea
ggttttcttg
agctcegaget
tgcagaactt
acgagttagt
aacgtcaatg
agcaatgacg
acccacagcec
gtcgtactce
agatctacta
acaaattcaa
atggccaage
gcaccaacaa
caaataagaa

actatagggc
tatcgaattc
gagactgccg
tgttatataa
cattgctaaa
gtcatctcge
aaaatatatt
atgaaaaaca
tatgtagaat
tatectgeatt
tagtcatcga
ttattggacy
tatgtactat
ctctccaaty
tagcggtata
taatgatcca
gggctggata
tcagtgtcaa
gaaaaaaaaa
tacattgttc
caagtacaaqg
tgtttttttt
cttgtagtaa
tgcgectgega
ggaaatcaac
ctttcttega
tcegtatega
tgcagtatca
gctececatact
taacagttaa
ataggatcetce
gacatgacat
cccaccecgyg
atgaagccaa
tcgecagtag
agcttctcgt
acgtecctect
attcecggtte
caccggtact
aagaaaccgt
tegtcaatga
agctcaatyga
gctgccacga
tcgtaggagg
tttatcggaa
tgaacttata
gectectctggyg
ttgcagctga
tccaacgaag
aaaggcggcea
tagaggaaca
caactcacag
caagctetec
agggatggga
cgaatactge
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cattaagact
ctcggaactg
aatgtcccac
aaagtgaggg
aaagcgcgta
tagtgtactt
tgcetteege
cttaatactg
taaacagtgg
cgaaatctaa
tcgagacgac
tacacaaact

cgtgatccag
ctgcgectgat
caggtgcagg
cgcrtgaggtce
tggatttggc
caatcgecece
acatttccat
gtttacattg
ctcteccaat
actacacatc
gcgrettgty
aacccagete
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cgactgacac
ctggacacca
cagaaaacgce
gagcagggtg
tcatcaggcce
ctggatatag
tgctcggtac
accaacatct
cgattgcecag
acagaattcc
taatgacaca
tgctaccatg

cattgcatca
cagaggttcce
tggaacageg
gtgtgacttg
agattgaggg
cceccgacaat
ccacaccttg
tacaagcggg
tctettttte
gagccgtgag
atccgaaagt
g9

tctaagggee
gagcacttita
tgtacagttt
ttatagectt
tctgtggaca
aggcegtgge
cttcteetge
gggcttgtet
cctttettte
tatccacgac
cgetageaac

tcaaaactac
ggttgcacca
gtcttaacaa
tagagcectgeg
catgtcatgt
ctcattceet
acttgccaac
agggtatata
cccacagatt
aagatcagtg
acacactctce

Gen de resistencia a cloranfenicol (SEQ 1D NO:157)
atggagaaaaaaatcactggatataccaccgttgatatatcccaatggcategtaaagaacattttgaggcatttca
gtcagttgctcaatgtacctataaccagaccgttcagetggatattacggectttttaaagaccgtaaagaaaaata
agcacaagttttateceggectttattcacattettgeccgeetgatgaatgetecatoceggaattecgtatggecaatyg
aaagacggtgagctggtgatatgggatagtgttcacccttgttacaccgttttccatgagecaaactcaaacgtttte
atcgctcectggagtgaataccacgacgatttcocggcagtttctacacatatattegecaagatgtggegtgttacggtg
aaaacctggcectatttccctaaagggtttattgagaatatgtttttegtctcagecaatecctgggtgagtttcace
agttttgatttaaacgtggccaatatggacaacttcettegececegttttcaccatgggcaaatattatacgecaagg
cgacaaggtgctgatgeccgetggegattcaggttcatcatgecgtttgtgatggettecatgteggecagaat.getta
atgaattacaacagtactgcgatgagtggcagggegggacy

Gen de resistencia a kanamicina parcial (SEQ ID NO:158)
ttagaagaactccotcaagaaggcgatagaaggcegatgeactgecgaatcgggagcggcgataccgtaaagecacgagga
agcggtcageccattegecgecaagetettecagecaatatcacgggtagecaacgetatgtectgatageggteegee
acacccagecggccacagtcgatgaateccageaaaageggceccattticcaccatgatattecggecaagcaggeategec
atgggtcacgacgagatcctcegecgtecgggeatgegegecttgagectggegaacagtteggetggegegagecect
gatgctcttegtecagatcatectgatcgacaagaccggettccatecgagtacgtgetegetegatgegatgtite
gcttggtggtecgaatgggeaggtagecggatcaagegtatgecagecgecgeattgecatcagecatgatggatacttt
ctecggcaggageaaggtgagatgacaggagatectgecccggeacttecgeccaatagecagecagteccttecegett
cagtgacaacgtcgagcacagetge

Secuencia de homologo de LacZ (SEQ IC NO:159)
cagacgatggtgcaggatatectgetgatgaagecagaacaactttaacgeegtgegetgttegeattate

Secuencia de homélogo de Lacl (SEQ ID NO:160)
atgtgaaaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgecggtgtctettatcagacegtitecegegtggatgaac
caggccagecacgtttctgcgaaaacgegggaaaaactggaageggegatggeggagetgaattacatteccaaceg
cgtggcacaacaactggcgggceaaacagtcgttgetgattggegttgecacetecagtetggeecctgecacgegeegt
cgcaaattgtcgcggegattaaatctecgegecgatcaactgggtgecagegtggtggtgtecgatggtagaacgaage
ggcgtcgaagectgtaaagcggeggtgcacaatcttctecgegecaacgegtcagtgggetgatcattaactatccget
ggatgaccaggatgccattgetgtggaagetgectgecactaatottecggegttatttettgatgtetctgaccaga
cacccatcaacagtattattticteccatgaagacggtacgegactgggegtggagecatctggtegeattgggteac
cagcaaatcgecgetgttagecgggeccattaagtictgtctecggegegtetgegtletggetggetggcataaatatct
cactcgcaatcaaattcagecgatageggaacgggaaggecgactggagtgecatgtecggttttcaacaaaccatge
aaatgctgaatgagggeatcgtteccactocgatgetggttgecaacgat cagatggegetgggegeaatgegegece
attaccgagtccgggectgcgegttggtgecgatatctecggtagtgggatacgacgataccgaagacagetcatgtta
tatcccgecgttaaccaccatcaaacaggattttcgectgetggggcaaaccagegtggaccgettgetgeaactcet
ctcagggccaggceggtgaagggcaatcagetgtigeccgtetcactggtgaaaagaaaaaccacectggegeccaat
acgcaaaccgcectcectececcgegegttggecgattcattaatgecagetggeacgacaggtttcecgactggaaagegy
gcagtga
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