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DESCRIPCIÓN 

Métodos y composiciones para producir aldehídos grasos 

Antecedentes de la invención 

El petróleo es un recurso natural limitado que se encuentra en la Tierra en forma líquida, gaseosa o sólida. El 
petróleo está compuesto principalmente por hidrocarburos, que están compuestos principalmente por carbono e 5 
hidrógeno. También contiene cantidades significativas de otros elementos, tales como nitrógeno, oxígeno o azufre, 
en diferentes formas. 

El petróleo es un recurso valioso, pero los productos petrolíferos se desarrollan con costes considerables, tanto 
desde el punto de vista económico como medioambiental. En primer lugar, deben descubrirse fuentes de petróleo. 
La exploración petrolífera es una empresa cara y arriesgada. El coste de explorar pozos en aguas profundas puede 10 
superar los 100 millones de dólares. Además, no hay ninguna garantía de que estos pozos contendrán petróleo. Se 
estima que sólo el 40% de los pozos perforados conducen a pozos productivos que generan hidrocarburos 
comerciales. Además del coste económico, la exploración petrolífera conlleva un alto coste medioambiental. Por 
ejemplo, la exploración en alta mar altera los entornos marinos circundantes. 

Tras descubrirse un pozo productivo, debe extraerse el petróleo de la Tierra con un alto coste. Durante la 15 
recuperación primaria, la presión natural subterránea es suficiente para extraer aproximadamente el 20% del 
petróleo en el pozo. A medida que esta presión natural disminuye, se emplean métodos de recuperación secundaria, 
si resultan económicos. Generalmente, la recuperación secundaria implica aumentar la presión del pozo, por 
ejemplo, mediante inyección de agua, inyección de gas natural o elevación por gas. Usando métodos de 
recuperación secundaria, se recupera del 5% al 15% más del petróleo. Una vez agotados los métodos de 20 
recuperación secundaria, pueden usarse métodos de recuperación terciaria, si resultan económicos. Los métodos 
terciarios implican reducir la viscosidad del petróleo para hacer que sea más fácil de extraer. Usando métodos de 
recuperación terciaria, se recupera del 5% al 15% más del petróleo. Por tanto, incluso en las mejores circunstancias, 
sólo puede extraerse el 50% del petróleo en un pozo. La extracción petrolífera también conlleva un coste 
medioambiental. Por ejemplo, la extracción petrolífera puede dar como resultado grandes filtraciones de petróleo 25 
que suben hasta la superficie. Además, la perforación en alta mar implica el dragado del fondo marino lo cual altera 
o destruye el entorno marino circundante. 

Dado que los depósitos de petróleo no se encuentran de manera uniforme por toda la Tierra, el petróleo debe 
transportarse grandes distancias desde regiones productoras de petróleo hasta regiones consumidoras de petróleo. 
Además de los costes de envío, también existe el riesgo medioambiental de devastadores derrames de petróleo. 30 

En su forma natural, el petróleo crudo extraído 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 alifáticos, compuestos aromáticos, etc.) de diversa longitud y complejidad. Además, el petróleo crudo 
contiene otros compuestos orgánicos (por ejemplo, compuestos orgánicos que contienen nitrógeno, oxígeno, azufre, 
etc.) e impurezas (por ejemplo, azufre, sal, ácido, metales, etc.). 35 

Por tanto, el petróleo crudo debe refinarse y purificarse antes de poder usarse comercialmente. Debido a su alta 
densidad de energía y su fácil capacidad de transporte, la mayor parte del petróleo se refina para dar combustibles, 
tales como combustibles para transporte (por ejemplo, gasolina, diésel, combustible para aviación, etc.), aceite para 
calefacción, gas licuado de petróleo, etc. 

El petróleo crudo también es una fuente principal de materias primas para producir productos petroquímicos. Las 40 
dos clases principales de materias primas derivadas del petróleo son olefinas de cadena corta (por ejemplo, etileno y 
propileno) y compuestos aromáticos (por ejemplo, benceno e isómeros de xileno). Estas materias primas se derivan 
de hidrocarburos de cadena más larga en el petróleo crudo mediante craqueo del mismo con un coste considerable 
usando una variedad de métodos, tales como craqueo catalítico, craqueo por vapor o reformado catalítico. Estas 
materias primas se usan para producir productos petroquímicos, que no pueden refinarse directamente a partir de 45 
petróleo crudo, tales como monómeros, disolventes, detergentes o adhesivos. 

Un ejemplo de una materia prima derivada de petróleo crudo es etileno. El etileno se usa para producir productos 
petroquímicos, tales como polietileno, etanol, óxido de etileno, etilenglicol, poliéster, éter de glicol, etoxilato, acetato 
de vinilo, 1,2-dicloroetano, tricloroetileno, tetracloroetileno, cloruro de vinilo y poli(cloruro de vinilo). Un ejemplo 
adicional de una materia prima es propileno, que se usa para producir alcohol isopropílico, acrilonitrilo, polipropileno, 50 
óxido de propileno, propilenglicol, éteres de glicol, butileno, isobutileno, 1,3-butadieno, elastómeros sintéticos, 
poliolefinas, alfa-olefinas, alcoholes grasos, ácido acrílico, polímeros acrílicos, cloruro de alilo, epiclorhidrina y 
resinas epoxídicas. 

Estos productos petroquímicos pueden usarse entonces para preparar productos químicos especializados, tales 
como plásticos, resinas, fibras, elastómeros, productos farmacéuticos, lubricantes o geles. Productos químicos 55 
especializados particulares que pueden producirse a partir de materias primas petroquímicas son ácidos grasos, 
hidrocarburos (por ejemplo, de cadena larga, de cadena ramificada, saturados, insaturados, etc.), alcoholes grasos, 
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ésteres, aldehídos grasos, cetonas, lubricantes, etc. 

Los aldehídos se usan para producir muchos productos químicos especializados. Por ejemplo, los aldehídos se usan 
para producir polímeros, resinas (por ejemplo, baquelita), tintes, saborizantes, plastificantes, perfumes, productos 
farmacéuticos y otros productos químicos. Algunos se usan como disolventes, conservantes o desinfectantes. 
Algunos compuestos naturales y sintéticos, tales como vitaminas y hormonas, son aldehídos. Además, muchos 5 
azúcares contienen grupos aldehído. 

Obtener estos productos químicos especializados a partir del petróleo crudo requiere una inversión económica 
significativa así como una gran cantidad de energía. También es un procedimiento ineficaz porque con frecuencia 
los hidrocarburos de cadena larga en el petróleo crudo se craquean para producir monómeros más pequeños. 
Entonces estos monómeros se usan como materia prima para fabricar los productos químicos especializados más 10 
complejos. 

Además de los problemas con la exploración, extracción, transporte y refinado del petróleo, el petróleo es un recurso 
limitado y cada vez más escaso. Una estimación del consumo de petróleo mundial es de 30 mil millones de barriles 
al año. Según algunas estimaciones, se predice que con los niveles de producción actuales, las reservas mundiales 
de petróleo se agotarán antes del año 2050. 15 

Finalmente, la quema de combustibles basados en petróleo libera gases de efecto invernadero (por ejemplo, dióxido 
de carbono) y otras formas de contaminación atmosférica (por ejemplo, monóxido de carbono, dióxido de azufre, 
etc.). A medida que aumenta la demanda mundial de combustible, también aumenta la emisión de gases de efecto 
invernadero y otras formas de contaminación atmosférica. La acumulación de gases de efecto invernadero en la 
atmósfera puede conducir a un aumento del calentamiento global. Por tanto, además de dañar localmente el medio 20 
ambiente (por ejemplo, derrames de petróleo, dragado de entornos marinos, etc.), la quema de petróleo también 
daña el medio ambiente a nivel global. 

Debido a los inherentes desafíos planteados por el petróleo, existe una necesidad de una fuente de petróleo 
renovable que no necesite explorarse, extraerse, transportarse largas distancias o refinarse sustancialmente como el 
petróleo. También existe una necesidad de una fuente de petróleo renovable que pueda producirse de manera 25 
económica sin crear el tipo de daño medioambiental producido por la industria petrolífera y la quema de 
combustibles basados en petróleo. Por motivos similares, también existe una necesidad de una fuente renovable de 
productos químicos que se derivan normalmente del petróleo. 

Un método de producción de petróleo renovable es modificando por ingeniería microorganismos para producir 
productos petrolíferos renovables. Algunos microorganismos tienen una capacidad natural para producir productos 30 
químicos. Por ejemplo, se han usado levaduras durante siglos para producir etanol (por ejemplo, cerveza, vino, etc.). 
En los últimos años, mediante el desarrollo de biotecnologías avanzadas, es posible modificar por ingeniería 
metabólica un organismo para producir bioproductos que nunca antes se habían producido. Los productos, tales 
como productos químicos, derivados de estas actividades celulares se conocen como bioproductos. Los 
combustibles producidos por estas actividades celulares se conocen como biocombustibles. Los biocombustibles 35 
son un combustible renovable alternativo a combustibles basados en petróleo. Los biocombustibles pueden sustituir 
a cualquier combustible basado en petróleo (por ejemplo, gasolina, diésel, combustible para aviación, aceite para 
calefacción, etc.). Los biocombustibles pueden derivarse de fuentes renovables, tales como materia vegetal, materia 
animal o incluso productos residuales. Estas fuentes renovables se conocen colectivamente como biomasa. Una 
ventaja de los biocombustibles con respecto a combustibles basados en petróleo es que no requieren exploración o 40 
extracción cara y arriesgada. Además, los biocombustibles pueden producirse localmente. Por tanto, no requieren 
transporte a lo largo de largas distancias. Además, los biocombustibles pueden producirse directamente sin 
necesidad de refinado caro y que requiere mucha energía tal como se necesita con el refinado de petróleo crudo. En 
otras circunstancias, el biocombustible puede requerir un nivel limitado y rentable de refinado. Además, el uso de 
biocombustibles mejora el medio ambiente al reducir la cantidad de emisiones perjudiciales para el medio ambiente 45 
(por ejemplo, gases de efecto invernadero, contaminación atmosférica, etc.) liberadas durante la combustión. Por 
ejemplo, los biocombustibles mantienen un ciclo de carbono equilibrado porque los biocombustibles se producen a 
partir de biomasa, un recurso natural renovable. Aunque la quema de biocombustibles liberará carbono (por ejemplo, 
como dióxido de carbono), este carbono se recirculará durante la producción de biomasa (por ejemplo, el cultivo de 
cosechas), equilibrando así el ciclo de carbono al contrario que los combustibles basados en petróleo. 50 

Por motivos similares, los productos químicos derivados biológicamente ofrecen las mismas ventajas que los 
biocombustibles con respecto a los combustibles basados en petróleo. Los productos químicos derivados 
biológicamente son una alternativa renovable a los productos petroquímicos. Los productos químicos derivados 
biológicamente, tales como hidrocarburos (por ejemplo, alcanos, alquenos o alquinos), alcoholes grasos, ésteres, 
ácidos grasos, aldehídos grasos y cetonas, son superiores a los productos petroquímicos porque se producen 55 
directamente sin refinado caro. Al contrario que los productos petroquímicos, los productos químicos derivados 
biológicamente no necesitan refinarse como el petróleo crudo para recuperar materias primas que entonces deben 
procesarse adicionalmente para producir productos petroquímicos más complejos. Los productos químicos 
derivados biológicamente se convierten directamente a partir de la biomasa en el producto químico deseado. 
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El n.º de registro de EBI, UNIPROT: A0R484 da a conocer una secuencia de aminoácidos indicada como supuesta 
ácido graso de cadena larga-CoA ligasa de Mycobacterium smegmatis (cepa ATCC 700084 / mc(2)155). 

El documento WO 03/089610 describe proteínas de alcohol graso oxidasa (FAO) y métodos de producción de 
aldehídos durante la segunda etapa de la ruta de omega-oxidación de ácidos grasos. 

El documento US 2004/180400 describe la identificación de la ácido carboxílico reductasa de Nocardia sp. NRRL 5 
5646. 

El documento WO 2007/136762 describe microorganismos modificados por ingeniería genética para producir 
productos de la ruta de biosíntesis de ácidos grasos (derivados de ácidos grasos) y métodos de su uso. 

El documento US 2004/197896 describe un método para la identificación y selección de genes esenciales para la 
supervivencia o virulencia de especies de micobacterias mediante análisis genómico de micobacterias comparativo. 10 

El documento US 2007/281345 describe métodos de preparación enzimática de aldehídos a partir de ácidos grasos 
usando una ácido carboxílico reductasa para reducir los ácidos grasos para dar sus correspondientes aldehídos. 

Sumario de la invención 

La invención se basa, al menos en parte, en la identificación de genes que codifican para polipéptidos de biosíntesis 
de aldehídos grasos. Por consiguiente, la invención presenta un método de producción de un aldehído graso según 15 
la reivindicación 1. El método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de 
biosíntesis de aldehídos grasos que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22, o una variante de 
la misma con al menos el 80% de identidad de secuencia, y un gen que codifica para un polipéptido que tiene 
actividad tioesterasa. En algunas realizaciones, el método incluye además aislar el aldehído graso de la célula 
huésped. En algunas realizaciones, el aldehído graso está presente en el entorno extracelular. En determinadas 20 
realizaciones, el aldehído graso se aísla del entorno extracelular de la célula huésped. En algunas realizaciones, el 
aldehído graso se secreta a partir de la célula huésped. En realizaciones alternativas, el aldehído graso se 
transporta al entorno extracelular. En otras realizaciones, el aldehído graso se transporta de manera pasiva al 
entorno extracelular. 

En algunas realizaciones, el polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos comprende la secuencia de aminoácidos 25 
de SEQ ID NO: 22, con una o más sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácidos, y el 
polipéptido tiene actividad ácido carboxílico reductasa, y al menos el 80% de identidad de secuencia. El polipéptido 
puede tener actividad ácido graso reductasa. 

En algunas realizaciones, el polipéptido comprende una o más de las siguientes sustituciones de aminoácidos 
conservativas: reemplazo de un aminoácido alifático, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro 30 
aminoácido alifático; reemplazo de una serina por una treonina; reemplazo de una treonina por una serina; 
reemplazo de un residuo ácido, tal como ácido aspártico y ácido glutámico, por otro residuo ácido; reemplazo de un 
residuo que porta un grupo amida, tal como asparagina y glutamina, por otro residuo que porta un grupo amida; 
intercambio de un residuo básico, tal como lisina y arginina, por otro residuo básico; y reemplazo de un residuo 
aromático, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo aromático. En algunas realizaciones, el polipéptido tiene 35 
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o más sustituciones, adiciones, 
inserciones o deleciones de aminoácidos. El polipéptido tiene actividad ácido carboxílico reductasa. El polipéptido 
puede tener actividad ácido graso reductasa. 

En algunas realizaciones, el método incluye además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato 
biológico para el polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos. 40 

En algunas realizaciones, el método incluye además modificar la expresión de un gen que codifica para una ácido 
graso sintasa en la célula huésped. En determinadas realizaciones, modificar la expresión de un gen que codifica 
para una ácido graso sintasa incluye expresar un gen que codifica para una ácido graso sintasa en la célula huésped 
y/o aumentar la expresión o actividad de una ácido graso sintasa endógena en la célula huésped. En realizaciones 
alternativas, modificar la expresión de un gen que codifica para una ácido graso sintasa incluye atenuar un gen que 45 
codifica para una ácido graso sintasa en la célula huésped y/o disminuir la expresión o actividad de una ácido graso 
sintasa endógena en la célula huésped. En algunas realizaciones, la ácido graso sintasa es una tioesterasa. En 
realizaciones particulares, la tioesterasa se codifica por tesA, tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o 
fatA1. 

En otras realizaciones, la célula huésped se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una 50 
enzima de degradación de ácidos grasos con respecto a una célula huésped silvestre. En algunas realizaciones, la 
célula huésped se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa con 
respecto a una célula huésped silvestre. 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 proteína ZP_01644857. En determinadas realizaciones, la 55 
célula huésped modificada por ingeniería genética comprende una desactivación de uno o más genes que codifican 
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para una enzima de degradación de ácidos grasos, tales como los genes de acil-CoA sintasa mencionados 
anteriormente. 

En aún otras realizaciones, la célula huésped se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de 
una enzima deshidratasa/isomerasa, tal como una enzima codificad por fabA o por un gen indicado en la figura 6. En 
algunas realizaciones, la célula huésped comprende una desactivación de fabA o un gen indicado en la figura 6. En 5 
otras realizaciones, la célula huésped se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una 
cetoacil-ACP sintasa, tal como una enzima codificada por fabB o por un gen indicado en la figura 7. En otras 
realizaciones, la célula huésped comprende una desactivación de fabB o un gen indicado en la figura 7. En aún otras 
realizaciones, la célula huésped se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel modificado de un gen que 
codifica para una enzima desaturasa, tal como desA. 10 

En algunas realizaciones, el polipéptido es de una bacteria, una planta, un insecto, una levadura, un hongo o un 
mamífero. 

En determinadas realizaciones, el polipéptido es de una célula de mamífero, célula vegetal, célula de insecto, célula 
de levadura, célula de hongo, célula de hongo filamentoso, célula bacteriana, o cualquier otro organismo descrito en 
el presente documento. En algunas realizaciones, la bacteria es una micobacteria seleccionada del grupo que 15 
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 michiganensis. 

En algunas realizaciones, el método incluye además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato 20 
biológico para el polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos. 

La invención presenta un método de producción de un aldehído graso según la reivindicación 1. El método incluye 
expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos que 
comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos 
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos 25 
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 aminoácidos de SEQ ID NO: 
22. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácidos es la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22. 

En algunas realizaciones, el método incluye además aislar el aldehído graso de la célula huésped. En algunas 30 
realizaciones, el aldehído graso está presente en el entorno extracelular. En determinadas realizaciones, el aldehído 
graso se aísla del entorno extracelular de la célula huésped. En algunas realizaciones, el aldehído graso se secreta 
a partir de la célula huésped. En realizaciones alternativas, el aldehído graso se transporta al entorno extracelular. 
En otras realizaciones, el aldehído graso se transporta de manera pasiva al entorno extracelular. 

También se da a conocer en el presente documento un método de producción de un aldehído graso, en el que el 35 
método incluye expresar en una célula huésped un polinucleótido que se hibrida con un complemento de la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 
57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 113, 115, 117, 119 ó 121, o con un fragmento del 
mismo, en el que el polinucleótido codifica para un polipéptido que tiene actividad ácido carboxílico reductasa. En 
algunos aspectos, el polipéptido tiene actividad ácido graso reductasa. 40 

En algunos aspectos, el polinucleótido se hibrida en condiciones de rigurosidad baja, rigurosidad media, rigurosidad 
alta o rigurosidad muy alta, con un complemento de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 
27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 
89, 91, 113, 115, 117, 119 ó 121, o con un fragmento del mismo. 

También se da a conocer en el presente documento un método de producción de un aldehído graso, en el que el 45 
método incluye expresar en una célula huésped un vector recombinante que comprende una secuencia de 
nucleótidos de biosíntesis de aldehídos grasos que tiene al menos aproximadamente el 70% de identidad de 
secuencia con respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 
41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 113, 115, 117, 119 
ó 121. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos tiene al menos aproximadamente el 75%, al menos 50 
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 nucleótidos de SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 55 
41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 113, 115, 117, 119 
ó 121. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos es la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 17, 19, 21, 
23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 
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85, 87, 89, 91, 113, 115, 117, 119 ó 121. 

También se describe en el presente documento un método de producción de un aldehído graso, en el que el método 
incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos 
que comprende (i) SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10; (ii) SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 
12, SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 14; y/o (iii) SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11; en el 5 
que el polipéptido tiene actividad ácido carboxílico reductasa. En algunos aspectos, el polipéptido tiene actividad 
ácido graso reductasa. 

En algunas realizaciones, el polipéptido tiene de aproximadamente 1.000 aminoácidos a aproximadamente 2.000 
aminoácidos de longitud. En determinadas realizaciones, el polipéptido tiene aproximadamente 1.000 aminoácidos 
de longitud, aproximadamente 1.050 aminoácidos de longitud, aproximadamente 1.100 aminoácidos de longitud, 10 
aproximadamente 1.150 aminoácidos de longitud, aproximadamente 1.200 aminoácidos de longitud, 
aproximadamente 1.250 aminoácidos de longitud, aproximadamente 1.300 aminoácidos de longitud, 
aproximadamente 1.400 aminoácidos de longitud, aproximadamente 1.500 aminoácidos de longitud, 
aproximadamente 1.600 aminoácidos de longitud, aproximadamente 1.700 aminoácidos de longitud, 
aproximadamente 1.800 aminoácidos de longitud, aproximadamente 1.900 aminoácidos de longitud o 15 
aproximadamente 2.000 aminoácidos de longitud. En otras realizaciones, el polipéptido tiene hasta 
aproximadamente 1.500 aminoácidos de longitud, hasta aproximadamente 1.400 aminoácidos de longitud, hasta 
aproximadamente 1.300 aminoácidos de longitud, hasta aproximadamente 1.250 aminoácidos de longitud, hasta 
aproximadamente 1.200 aminoácidos de longitud, hasta aproximadamente 1.150 aminoácidos de longitud, hasta 
aproximadamente 1.100 aminoácidos de longitud, hasta aproximadamente 1.050 aminoácidos de longitud o hasta 20 
aproximadamente 1.000 aminoácidos de longitud. 

En cualquiera de los aspectos de la invención descritos en el presente documento, la célula huésped puede 
seleccionarse del grupo que consiste en una célula de mamífero, célula vegetal, célula de insecto, célula de 
levadura, célula de hongo, célula de hongo filamentoso y célula bacteriana. 

En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula bacteriana Gram-positiva. En otras realizaciones, la célula 25 
huésped es una célula bacteriana Gram-negativa. 

En algunas realizaciones, la célula huésped se selecciona 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. 30 

En determinadas realizaciones, la célula huésped es una célula Bacillus lentus, una célula Bacillus brevis, una célula 
Bacillus stearothermophilus, una célula Bacillus licheniformis, una célula Bacillus alkalophilus, una célula Bacillus 
coagulans, una célula Bacillus circulans, una célula Bacillus pumilis, una célula Bacillus thuringiensis, una célula 
Bacillus clausii, una célula Bacillus megaterium, una célula Bacillus subtilis o una célula Bacillus amyloliquefaciens. 

En otras realizaciones, la célula huésped es una célula Trichoderma koningii, una célula Trichoderma viride, una 35 
célula Trichoderma reesei, una célula Trichoderma longibrachiatum, una célula Aspergillus awamori, una célula 
Aspergillus fumigates, una célula Aspergillus foetidus, una célula Aspergillus nidulans, una célula Aspergillus niger, 
una célula Aspergillus oryzae, una célula Humicola insolens, una célula Humicola lanuginose, una célula 
Rhodococcus opacus, una célula Rhizomucor miehei o una célula Mucor michei. 

En aún otras realizaciones, la célula huésped es una célula Streptomyces lividans o una célula Streptomyces 40 
murinus. 

En aún otras realizaciones, la célula huésped es una célula Actinomycetes. 

En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula Saccharomyces cerevisiae. 

En realizaciones particulares, la célula huésped es una célula de una planta eucariota, alga, cianobacteria, bacteria 
verde del azufre, bacteria verde no del azufre, bacteria púrpura del azufre, bacteria púrpura no del azufre, 45 
extremófilo, levadura, hongo, organismos modificados por ingeniería de las mismas o un organismo sintético. En 
algunas realizaciones, la célula huésped depende de la luz o fija carbono. En algunas realizaciones, la célula 
huésped depende de la luz o fija carbono. En algunas realizaciones, la célula huésped tiene actividad autótrofa. En 
algunas realizaciones, la célula huésped tiene actividad fotoautótrofa, tal como en presencia de luz. En algunas 
realizaciones, la célula huésped es heterótrofa o mixótrofa en ausencia de luz. En determinadas realizaciones, la 50 
célula huésped es una célula de Arabidopsis thaliana, Panicum virgatum, Miscanthus giganteus, Zea mays, 
Botryococcuse braunii, Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliela salina, Synechococcus Sp. PCC 7002, 
Synechococcus Sp. PCC 7942, Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongates BP-1, Chlorobium 
tepidum, Chloroflexus auranticus, Chromatiumm vinosum, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus, 
Rhodopseudomonas palusris, Clostridium ljungdahlii, Clostridium thermocellum, Penicillium chrysogenum, Pichia 55 
pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonas fluorescens o Zymomonas 
mobilis. 
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En otras realizaciones, la célula huésped es una célula CHO, una célula COS, una célula VERO, una célula BHK, 
una célula HeLa, una célula Cv1, una célula MDCK, una célula 293, una célula 3T3 o una célula PC12. 

En aún otras realizaciones, la célula huésped es una célula E. coli. En determinadas realizaciones, la célula E. coli 
es un célula E. coli de la cepa B, cepa C, cepa K o cepa W. 

También se da a conocer en el presente documento un método de producción de un aldehído graso, en el que el 5 
método incluye poner en contacto un sustrato con (i) un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 
50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 114, 116, 118, 120 ó 122, o una 
variante de la misma, o (ii) un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos codificado por una secuencia de 
nucleótidos que tiene al menos aproximadamente el 70% de identidad con respecto a la secuencia de nucleótidos de 10 
SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 
71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 113, 115, 117, 119 ó 121, o una variante de la misma. En algunos 
aspectos, el método incluye además purificar el aldehído graso. 

En algunas realizaciones, el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que es idéntica en al menos el 80%, al 
menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos 15 
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% a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22. 
En algunas realizaciones, el polipéptido tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22. 

También se da a conocer en el presente documento un método de producción de un aldehído graso, en el que el 20 
método incluye poner en contacto un sustrato con un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos que comprende 
(i) SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10; (ii) SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 
13 o SEQ ID NO: 14; y/o (iii) SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11; en el que el 
polipéptido tiene actividad ácido carboxílico reductasa. En algunos aspectos, el polipéptido tiene actividad ácido 
graso reductasa. 25 

En cualquiera de los aspectos de la invención descritos en el presente documento, los métodos pueden producir 
aldehídos grasos que comprenden un aldehído graso C6-C26. En algunas realizaciones, el aldehído graso 
comprende un aldehído graso C6, C7, C8, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25 
o C26. En realizaciones particulares, el aldehído graso es decanal, dodecanal, miristal o hexadecal. 

En otras realizaciones, el aldehído graso comprende un aldehído graso de cadena lineal. En otras realizaciones, el 30 
aldehído graso comprende un aldehído graso de cadena ramificada. En aún otras realizaciones, el aldehído graso 
comprende un resto cíclico. 

En algunas realizaciones, el aldehído graso es un aldehído graso insaturado. En otras realizaciones, el aldehído 
graso es un aldehído graso monoinsaturado. En aún otras realizaciones, el aldehído graso es un aldehído graso 
saturado. 35 

En cualquiera de los aspectos de la invención descritos en el presente documento, un sustrato para un polipéptido 
de biosíntesis de aldehídos grasos puede ser un ácido graso. En algunas realizaciones, el ácido graso comprende 
un ácido graso C6-C26. En algunas realizaciones, el ácido graso comprende un ácido graso C6, C7, C8, C9, C10, C11, 
C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25 o C26. En realizaciones particulares, el ácido graso es 
un ácido graso C6, C8, C10, C12, C13, C14, C15, C16, C17 o C18. 40 

En otras realizaciones, el ácido graso comprende un ácido graso de cadena lineal. En otras realizaciones, el ácido 
graso comprende un ácido graso de cadena ramificada. En aún otras realizaciones, el ácido graso comprende un 
resto cíclico. 

En algunas realizaciones, el aldehído graso es un aldehído graso insaturado. En otras realizaciones, el aldehído 
graso es un aldehído graso monoinsaturado. En determinadas realizaciones, el aldehído graso insaturado es un 45 
aldehído graso insaturado C6:1, C7:1, C8:1, C9:1, C10:1, C11:1, C12:1, C13:1, C14:1, C15:1, C16:1, C17:1, C18:1, 
C19:1, C20:1, C21:1, C22:1, C23:1, C24:1, C25:1 o C26:1. En aún otras realizaciones, el aldehído graso está 
insaturado en la posición omega-7. En determinadas realizaciones, el aldehído graso insaturado comprende un 
doble enlace en cis. 

En otro aspecto, en el presente documento se da a conocer un microorganismo modificado por ingeniería genética 50 
que comprende una secuencia de control exógena incorporada de manera estable en el ADN genómico del 
microorganismo en el sentido de 5’ de un polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al 
menos aproximadamente el 70% de identidad de secuencia con respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID 
NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 
77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 113, 115, 117, 119 ó 121, en el que el microorganismo produce un nivel aumentado de 55 
un aldehído graso con respecto a un microorganismo silvestre. 
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En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos tiene 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 5 
secuencia con respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 
41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 113, 115, 117, 119 
ó 121. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos es SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 
39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 113, 115, 117, 
119 ó 121. 10 

En algunos aspectos, el polinucleótido es endógeno para el microorganismo. 

En otros aspectos, el microorganismo se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel modificado de un 
gen que codifica para una ácido graso sintasa en la célula huésped. En determinados aspectos, el microorganismo 
expresa un gen que codifica para una ácido graso sintasa y/o tiene una expresión o actividad aumentada de una 
ácido graso sintasa endógena. En aspectos alternativos, el microorganismo tiene expresión atenuada de un gen que 15 
codifica para una ácido graso sintasa en la célula huésped y/o tiene una expresión o actividad reducida de una ácido 
graso sintasa endógena. En algunos aspectos, la ácido graso sintasa es una tioesterasa. En aspectos particulares, 
la tioesterasa se codifica por tesA, tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1. 

En otros aspectos, el microorganismo se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una 
enzima de degradación de ácidos grasos con respecto a un microorganismo silvestre. En algunos aspectos, el 20 
microorganismo expresa un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa con respecto a un microorganismo silvestre. En 
aspectos particulares, el microorganismo 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 proteína ZP_01644857. En determinados aspectos, el microorganismo comprende una desactivación de uno 
o más genes que codifican para una enzima de degradación de ácidos grasos, tales como los genes de acil-CoA 25 
sintasa mencionados anteriormente. 

En aún otros aspectos, el microorganismo se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de 
una enzima deshidratasa/isomerasa, tal como una enzima codificada por fabA o por un gen indicado en la figura 6. 
En algunos aspectos, el microorganismo comprende una desactivación de fabA o un gen indicado en la figura 6. En 
otros aspectos, el microorganismo se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una 30 
cetoacil-ACP sintasa, tal como una enzima codificada por fabB o por un gen indicado en la figura 7. En otros 
aspectos, el microorganismo comprende una desactivación de fabB o un gen indicado en la figura 7. En aún otros 
aspectos, el microorganismo se modifica por ingeniería genética para expresar un nivel modificado de un gen que 
codifica para una enzima desaturasa, tal como desA. 

En algunos aspectos, el microorganismo es una bacteria. En determinados aspectos, la bacteria es una bacteria 35 
Gram-negativa o una Gram-positiva. 

En algunos aspectos, el microorganismo es una micobacteria seleccionada del grupo que consiste en 
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium marinum y Mycobacterium ulcerans. 

En otros aspectos, el microorganismo es Nocardia sp. NRRL 5646, Nocardia farcinica, Streptomyces griseus, 40 
Salinispora arenicola o Clavibacter michiganensis. 

En otro aspecto, la invención presenta un aldehído graso producido mediante cualquiera de los métodos o 
cualquiera de los microorganismos descritos en el presente documento. 

En algunas realizaciones, el aldehído graso tiene un 
13

C de aproximadamente -15,4 o más. En determinadas 

realizaciones, el aldehído graso tiene un 
13

C de aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10,9, o de 45 
aproximadamente -13,92 a aproximadamente -13,84. 

En algunas realizaciones, el aldehído graso tiene una fM
14

C de al menos aproximadamente 1,003. En determinadas 
realizaciones, el aldehído graso tiene una fM

14
C de al menos aproximadamente 1,01 o al menos aproximadamente 

1,5. En algunas realizaciones, el aldehído graso tiene una fM
14

C de aproximadamente 1,111 a aproximadamente 
1,124. 50 

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, se produce un aldehído graso con un 
rendimiento de aproximadamente 25 mg/l, aproximadamente 50 mg/l, aproximadamente 75 mg/l, aproximadamente 
100 mg/l, aproximadamente 125 mg/l, aproximadamente 150 mg/l, aproximadamente 175 mg/l, aproximadamente 
200 mg/l, aproximadamente 225 mg/l, aproximadamente 250 mg/l, aproximadamente 275 mg/l, aproximadamente 
300 mg/l, aproximadamente 325 mg/l, aproximadamente 350 mg/l, aproximadamente 375 mg/l, aproximadamente 55 
400 mg/l, aproximadamente 425 mg/l, aproximadamente 450 mg/l, aproximadamente 475 mg/l, aproximadamente 
500 mg/l, aproximadamente 525 mg/l, aproximadamente 550 mg/l, aproximadamente 575 mg/l, aproximadamente 

ES 2 550 467 T3

 

8



 

600 mg/l, aproximadamente 625 mg/l, aproximadamente 650 mg/l, aproximadamente 675 mg/l, aproximadamente 
700 mg/l, aproximadamente 725 mg/l, aproximadamente 750 mg/l, aproximadamente 775 mg/l, aproximadamente 
800 mg/l, aproximadamente 825 mg/l, aproximadamente 850 mg/l, aproximadamente 875 mg/l, aproximadamente 
900 mg/l, aproximadamente 925 mg/l, aproximadamente 950 mg/l, aproximadamente 975 mg/l, aproximadamente 
1000 g/L, aproximadamente 1050 mg/l, aproximadamente 1075 mg/l, aproximadamente 1100 mg/l, 5 
aproximadamente 1125 mg/l, aproximadamente 1150 mg/l, aproximadamente 1175 mg/l, aproximadamente 
1200 mg/l, aproximadamente 1225 mg/l, aproximadamente 1250 mg/l, aproximadamente 1275 mg/l, 
aproximadamente 1300 mg/l, aproximadamente 1325 mg/l, aproximadamente 1350 mg/l, aproximadamente 
1375 mg/l, aproximadamente 1400 mg/l, aproximadamente 1425 mg/l, aproximadamente 1450 mg/l, 
aproximadamente 1475 mg/l, aproximadamente 1500 mg/l, aproximadamente 1525 mg/l, aproximadamente 10 
1550 mg/l, aproximadamente 1575 mg/l, aproximadamente 1600 mg/l, aproximadamente 1625 mg/l, 
aproximadamente 1650 mg/l, aproximadamente 1675 mg/l, aproximadamente 1700 mg/l, aproximadamente 
1725 mg/l, aproximadamente 1750 mg/l, aproximadamente 1775 mg/l, aproximadamente 1800 mg/l, 
aproximadamente 1825 mg/l, aproximadamente 1850 mg/l, aproximadamente 1875 mg/l, aproximadamente 
1900 mg/l, aproximadamente 1925 mg/l, aproximadamente 1950 mg/l, aproximadamente 1975 mg/l, 15 
aproximadamente 2000 mg/l o más. 

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, se produce un aldehído graso en una célula 
huésped o un microorganismo descrito en el presente documento a partir de una fuente carbono. 

Las siguientes figuras se presentan únicamente con fines de ilustración. 

Breve descripción de los dibujos 20 

La figura 1 es un esquema de una nueva ruta para la producción de aldehídos grasos. 

La figura 2 es una lista de la secuencia de nucleótidos y la secuencia de aminoácidos correspondiente del gen car 
de Nocardia sp. NRRL 5646. 

La figura 3 es una lista de motivos de secuencia de aminoácidos para homólogos de CAR. 

La figura 4 es una lista de secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de genes homólogos de car. 25 

La figura 5 es una tabla que identifica genes a modo de ejemplo que pueden expresarse, sobreexpresarse o 
atenuarse para aumentar la producción de sustratos particulares. 

La figura 6 es una tabla de secuencias de nucleótidos y de aminoácidos para genes relacionados con fabA. 

La figura 7 es una tabla de secuencias de nucleótidos y de aminoácidos para genes relacionados con fabB. 

Descripción detallada de la invención 30 

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento tienen 
el mismo significado que el que entiende comúnmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta 
invención. Aunque en la práctica o las pruebas de la presente invención pueden usarse métodos y materiales 
similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, a continuación se describen métodos y materiales 
adecuados. 35 

Otras características y ventajas de la invención resultarán evidentes a partir de la siguiente descripción detallada, y a 
partir de las reivindicaciones. 

Definiciones 

A lo largo de toda la memoria descriptiva, puede hacerse referencia usando un nombre de gen o nombre de 
polipéptido abreviado, pero se entiende que tal nombre de gen o polipéptido abreviado representa el género de 40 
genes o polipéptidos. Tales nombres de genes incluyen todos los genes que codifican para el mismo polipéptido y 
para polipéptidos homólogos que tienen la misma función fisiológica. Los nombres de polipéptidos incluyen todos los 
polipéptidos que tienen la misma actividad (por ejemplo, que catalizan la misma reacción química fundamental). 

A menos que se indique lo contrario, los números de registro a los que se hace referencia en el presente documento 
se derivan de la base de datos de NCBI (National Center for Biotechnology Information) mantenida por el National 45 
Institute of Health, EE.UU. A menos que se indique lo contrario, los números de registro son según se proporcionan 
en la base de datos en octubre de 2008. 

Los números de EC los establece el Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and 
Molecular Biology (NC-IUBMB) (disponible en http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Los números de EC a 
los que se hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos KEGG Ligand, mantenida por la 50 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomics, patrocinada en parte por la Universidad de Tokio. A menos que se 
indique lo contrario, los números de EC son según se proporcionan en la base de datos en octubre de 2008. 
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Los artículos “un” y “una” se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o a más de uno (es decir, a 
al menos uno) del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o más de 
un elemento. 

El término “aproximadamente” se usa en el presente documento para querer decir un valor ± el 20% de un valor 
numérico dado. Por tanto, “aproximadamente el 60%” significa un valor de entre 60 ± (el 20% de 60) (es decir, entre 5 
48 y 70). 

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 nucleótidos que codifica para el polipéptido). 

Tal como se usa en el presente documento, el término “biomasa” se refiere a cualquier material biológico del que se 10 
deriva una fuente de carbono. En algunos casos, se procesa una biomasa para dar una fuente de carbono, que es 
adecuada para la bioconversión. En otros casos, la biomasa puede no requerir un procesamiento adicional para dar 
una fuente de carbono. La fuente de carbono puede convertirse en un biocombustible. Una fuente de biomasa a 
modo de ejemplo es materia vegetal o vegetación. Por ejemplo, puede usarse maíz, caña de azúcar o césped de 
pradera como biomasa. Otro ejemplo no limitativo de biomasa son residuos metabólicos, tales como materia animal, 15 
por ejemplo estiércol de vacas. Además, la biomasa puede incluir algas y otras plantas marinas. La biomasa también 
incluye productos residuales de la industria, agricultura, silvicultura y domésticos. Ejemplos de tales productos 
residuales que pueden usarse como biomasa son residuos de fermentación, ensilado, paja, madera, aguas 
residuales, basura, residuos urbanos celulósicos y sobras de comida. La biomasa también incluye fuentes de 
carbono, tales como hidratos de carbono (por ejemplo, monosacáridos, disacáridos o polisacáridos). 20 

Tal como se usa en el presente documento, la frase “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 sencillas. Las 
fuentes de carbono pueden estar en diversas formas, incluyendo, pero sin limitarse a, polímeros, hidratos de 
carbono, ácidos, alcoholes, aldehídos, cetonas, aminoácidos, péptidos y gases (por ejemplo, CO y CO2). Estos 
incluyen, por ejemplo, diversos monosacáridos, tales como glucosa, fructosa, manosa y galactosa; oligosacáridos, 25 
tales como fructo-oligosacárido y galacto-oligosacárido; polisacáridos tales como xilosa y arabinosa; disacáridos, 
tales como sacarosa, maltosa y turanosa; material celulósico, tal como metilcelulosa y carboximetilcelulosa sódica; 
ésteres de ácidos grasos saturados o insaturados, tales como succinato, lactato y acetato; alcoholes, tales como 
etanol, metanol y glicerol, o mezclas de los mismos. La fuente de carbono también puede ser un producto de 
fotosíntesis, incluyendo, pero sin limitarse a, glucosa. Una fuente de carbono preferida es biomasa. Otra fuente de 30 
carbono preferida es glucosa. 

Una secuencia de nucleótidos es “complementaria” a otra secuencia de nucleótidos si cada una de las bases de las 
dos secuencias se aparean (es decir, pueden formar pares de bases de Watson-Crick). El término “cadena 
complementaria” se usa en el presente documento de manera intercambiable con el término “complemento”. El 
complemento de una cadena de ácido nucleico puede ser el complemento de una cadena codificante o el 35 
complemento de una cadena no codificante. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “condiciones suficientes para permitir la expresión” significa 
cualquier condición que permite que una célula huésped produzca un producto deseado, tal como un polipéptido o 
aldehído graso descrito en el presente documento. Las condiciones adecuadas incluyen, por ejemplo, condiciones 
de fermentación. Las condiciones de fermentación pueden comprender muchos parámetros, tales como intervalos 40 
de temperatura, niveles de aireación y composición de medios. Cada una de estas condiciones, de manera 
individual y en combinación, 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 similar, que puede metabolizarse directamente por una célula huésped. Además, pueden usarse enzimas en el 
medio para facilitar la movilización (por ejemplo, la despolimerización de almidón o celulosa para dar azúcares 45 
fermentables) y el posterior metabolismo de la fuente de carbono. 

Para determinar si las condiciones son suficientes para permitir la expresión, puede cultivarse una célula huésped, 
por ejemplo, durante aproximadamente 4, 8, 12, 24, 36 ó 48 horas. Durante y/o tras el cultivo, pueden obtenerse 
muestras y analizarse para determinar si las condiciones permiten la expresión. Por ejemplo, las células huésped en 
la muestra o el medio en el que se hicieron crecer las células huésped pueden someterse a prueba para determinar 50 
la presencia de un producto deseado. Cuando se somete 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. 

Se entiende que los polipéptidos descritos en el presente documento pueden tener sustituciones de aminoácidos 
conservativas o no esenciales adicionales, que no tienen un efecto sustancial sobre las funciones del polipéptido. 
Puede determinarse si se tolerará o no una sustitución particular (es decir, no afectará adversamente a las 55 
propiedades biológicas deseadas, tales como actividad ácido carboxílico reductasa) tal como se describe en Bowie 
et al. Science (1990) 247:1306 1310. Una “sustitución de aminoácidos conservativa” es una en la que el residuo de 
aminoácido se reemplaza por un residuo de aminoácido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han 
definido familias de residuos de aminoácido que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen 
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aminoácidos con cadenas laterales básicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales ácidas (por 
ejemplo, ácido aspártico, ácido glutámico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, 
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteína), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, 
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptófano), cadenas laterales con ramificación beta (por ejemplo, 
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromáticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptófano, histidina). 5 

Tal como se usa en el presente documento, “elemento de control” significa un elemento de control de la 
transcripción. 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 
expresión de un gen. Si el gen está activado, se dice que se transcribe o participa en la transcripción. La 
transcripción implica la síntesis de ARNm a partir del gen. Por tanto, un promotor sirve como elemento regulador de 10 
la transcripción y también proporciona un sitio para el inicio de la transcripción del gen para dar ARNm. Los 
elementos de control interaccionan específicamente con proteínas celulares implicadas en la transcripción (Maniatis 
et al, Science 236:1237, 1987). 

Tal como se usa en el presente documento, el término “ácido graso” significa un ácido carboxílico que tiene la 
fórmula RCOOH. R representa un grupo alifático, preferiblemente un grupo alquilo. R puede comprender entre 15 
aproximadamente 4 y aproximadamente 22 átomos de carbono. Los ácidos grasos pueden estar saturados, 
monoinsaturados o poliinsaturados. En una realización preferida, el ácido graso se produce a partir de una ruta de 
biosíntesis de ácidos grasos. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “ruta de biosíntesis de ácidos grasos” significa una ruta de 
biosíntesis que produce ácidos grasos. La ruta de biosíntesis de ácidos grasos incluye enzimas de ácidos grasos 20 
que pueden modificarse por ingeniería, tal como se describe en el presente documento, para producir ácidos grasos, 
y en algunas realizaciones pueden expresarse con enzimas adicionales para producir ácidos grasos que tienen 
características deseadas de la cadena de carbono. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzima de degradación de ácidos grasos” significa una 
enzima implicada en la descomposición o conversión de un ácido graso o derivado de ácido graso para dar otro 25 
producto. Un ejemplo no limitativo de una enzima de degradación de ácidos grasos es una acil-CoA sintasa. En el 
presente documento se describen ejemplos adicionales de enzimas de degradación de ácidos grasos. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “derivado de ácido graso” significa productos producidos en 
parte a partir de la ruta de biosíntesis de ácidos grasos del organismo huésped de producción. “Derivado de ácido 
graso” también incluye productos producidos en parte a partir de acil-ACP o derivados de acil-ACP. La ruta de 30 
biosíntesis de ácidos grasos incluye enzimas ácido graso sintasas que pueden modificarse por ingeniería tal como 
se describe en el presente documento para producir derivados de ácidos grasos, y en algunos ejemplos pueden 
expresarse con enzimas adicionales para producir derivados de ácidos grasos que tienen características deseadas 
de la cadena de carbono. Los derivados de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, ácidos grasos, 
acil-CoA, aldehído graso, alcoholes de cadena corta y larga, hidrocarburos, alcoholes grasos y ésteres (por ejemplo, 35 
ceras, ésteres de ácidos grasos o ésteres grasos). 

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzima de derivados de ácidos grasos” significa cualquier 
enzima que puede expresarse o sobreexpresarse en la producción de derivados de ácidos grasos. Estas enzimas 
pueden ser parte de la ruta de biosíntesis de ácidos grasos. Los ejemplos no limitativos de enzimas de derivados de 
ácidos grasos incluyen ácido graso sintasas, tioesterasas, acil-CoA sintasas, acil-CoA reductasas, alcohol 40 
deshidrogenasas, alcohol aciltransferasas, acil-CoA reductasas formadoras de alcoholes grasos, ácido graso (ácido 
carboxílico) reductasas, aldehído reductasas, acil-ACP reductasas, ácido graso hidroxilasas, acil-CoA desaturasas, 
acil-ACP desaturasas, acil-CoA oxidasas, acil-CoA deshidrogenasas, éster sintasas y polipéptidos de biosíntesis de 
alcanos, etc. Las enzimas de derivados de ácidos grasos pueden convertir un sustrato en un derivado de ácido 
graso. En algunos ejemplos, el sustrato puede ser un derivado de ácido graso que la enzima de derivados de ácidos 45 
grasos convierte en un derivado de ácido graso diferente. 

Tal como se usa en el presente documento, “enzima de ácidos grasos” significa cualquier enzima implicada en la 
biosíntesis de ácidos grasos. Las enzimas de ácidos grasos pueden modificarse en células huésped para producir 
ácidos grasos. Los ejemplos no limitativos de enzimas de ácidos grasos incluyen ácido graso sintasas y 
tioesterasas. En el presente documento se describen ejemplos adicionales de enzimas de ácidos grasos. 50 

Tal como se usa en el presente documento, “ácido graso sintasa” significa cualquier enzima implicada en la 
biosíntesis de ácidos grasos. Pueden expresarse o sobreexpresarse ácido graso sintasas en células huésped para 
producir ácidos grasos. Un ejemplo no limitativo de una ácido graso sintasa es una tioesterasa. En el presente 
documento se describen ejemplos adicionales de ácido graso sintasas. 

Tal como se usa en el presente documento, “aldehído graso” significa un aldehído que tiene la fórmula RCHO 55 
caracterizado por un grupo carbonilo insaturado (C=O). En una realización preferida, el aldehído graso es cualquier 
aldehído producido a partir de un ácido graso o derivado de ácido graso. En una realización, el grupo R tiene al 
menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ó 20 carbonos de longitud. 
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R puede ser una cadena lineal o ramificada. Las cadenas ramificadas pueden tener uno o más puntos de 
ramificación. Además, las cadenas ramificadas pueden incluir ramificaciones cíclicas. 

Además, R puede estar saturado o insaturado. Si está insaturado, R puede tener uno o más puntos de insaturación. 

En una realización, el aldehído graso se produce de manera biosintética. 

Los aldehídos grasos tienen muchos usos. Por ejemplo, pueden usarse aldehídos grasos para producir muchos 5 
productos químicos especializados. Por ejemplo, se usan aldehídos grasos para producir polímeros, resinas, tintes, 
saborizantes, plastificantes, perfumes, productos farmacéuticos y otros productos químicos. Algunos se usan como 
disolventes, conservantes o desinfectantes. Algunos compuestos naturales y sintéticos, tales como vitaminas y 
hormonas, son aldehídos. 

Los términos “polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos”, “ácido carboxílico reductasa” y “CAR” se usan de 10 
manera intercambiable en el presente documento. 

Tal como se usa en el presente documento, “fracción de carbono moderno” o “fM” tiene el mismo significado que el 
definido por los materiales de referencia patrón (SRM) 4990B y 4990C del National Institute of Standards and 
Technology (NIST), conocidos como patrones de ácidos oxálicos HOxI y HOxII, respectivamente. La definición 
fundamental se refiere a 0,95 veces la razón de isótopos 

14
C /

12
C de HOxI (con referencia en AD 1950). Esto es 15 

aproximadamente equivalente a la madera previa a la revolución industrial corregida para la descomposición. Para la 
biosfera viva actual (material vegetal), fM es de aproximadamente 1,1. 

“Desactivación génica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un procedimiento mediante el cual 
un gen que codifica para una proteína diana se modifica o inactiva para reducir o eliminar la función de la proteína 
intacta. La inactivación del gen puede realizarse mediante métodos generales tales como mutagénesis por 20 
irradiación UV o tratamiento con N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina, mutagénesis dirigida al sitio, recombinación 
homóloga, mutagénesis por inserción-deleción o “integración impulsada por Red” (Datsenko et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 97:6640-45, 2000). Por ejemplo, en una realización, se introduce un constructo en una célula huésped, de 
tal manera que es posible seleccionar acontecimientos de recombinación homóloga en la célula huésped. Un 
experto en la técnica puede diseñar fácilmente un constructo desactivado que incluye genes de selección tanto 25 
positiva como negativa para seleccionar eficazmente células transfectadas que experimentan un acontecimiento de 
recombinación homóloga con el constructo. La alteración en la célula huésped puede obtenerse, por ejemplo, 
reemplazando mediante una recombinación de cruce simple o doble una secuencia de ADN silvestre por una 
secuencia de ADN que contiene la alteración. Para una selección conveniente de transformantes, la alteración 
puede ser, por ejemplo, una secuencia de ADN que codifica para un marcador de resistencia a antibióticos o un gen 30 
que complementa una posible auxotrofía de la célula huésped. Las mutaciones incluyen, pero no se limitan a, 
mutaciones por deleción-inserción. Un ejemplo de una alteración de este tipo incluye una alteración génica, es decir, 
una perturbación de un gen de tal manera que el producto que normalmente se produce a partir de este gen no se 
produce en una forma funcional. Esto puede deberse a una deleción completa, una deleción e inserción de un 
marcador selectivo, una inserción de un marcador selectivo, una mutación del marco de lectura, una deleción en 35 
marco o una mutación puntual que conduce a la terminación prematura. En algunos casos, todo el ARNm para el 
gen está ausente. En otras situaciones, la cantidad de ARNm producida varía. 

Pueden realizarse cálculos de “homología” entre dos secuencias de la siguiente manera. Las secuencias se alinean 
con fines de comparación óptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o ambas de una primera y una 
segunda secuencia de aminoácidos o de ácido nucleico para una alineación óptima y pueden descartarse 40 
secuencias no homólogas con fines de comparación). La longitud de una secuencia de referencia que se alinea con 
fines de comparación tiene al menos aproximadamente el 30%, preferiblemente al menos aproximadamente el 40%, 
más preferiblemente al menos aproximadamente el 50%, incluso más preferiblemente al menos aproximadamente el 
60% e incluso más preferiblemente al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al 
menos aproximadamente el 90% o aproximadamente el 100% de la longitud de la secuencia de referencia. Entonces 45 
se comparan los residuos de aminoácido o nucleótidos en posiciones de aminoácido o posiciones de nucleótido 
correspondientes. Cuando una posición en la primera secuencia está ocupada por el mismo residuo de aminoácido 
o nucleótido que la posición correspondiente de la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa 
posición (tal como se usa en el presente documento, “identidad” de aminoácido o ácido nucleico es equivalente a 
“homología” de aminoácido o ácido nucleico). La identidad en porcentaje entre las dos secuencias es una función del 50 
número posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el número de huecos y la longitud 
de cada hueco, que se necesita introducir para obtener una alineación óptima de las dos secuencias. 

La comparación de secuencias y la determinación de la homología en porcentaje entre dos secuencias pueden 
lograrse usando un algoritmo matemático. La homología en porcentaje entre dos secuencias de aminoácidos se 
determina usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970), J. MoI. Biol. 48:444 453, que se ha incorporado en 55 
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 ó 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 ó 6. La homología en porcentaje 
entre dos secuencias de nucleótidos se determina 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 ó 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 
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5 ó 6. Un conjunto particularmente preferido de parámetros (y el que debe usarse si el técnico no está seguro sobre 
qué parámetros deben aplicarse para determinar si una molécula está dentro de una limitación de homología de las 
reivindicaciones) son una matriz de puntuación Blossum 62 con una penalización por hueco de 12, una penalización 
por extensión de hueco de 4 y una penalización por hueco del marco de lectura de 5. 

Tal como se usa en el presente documento, una “célula huésped” es una célula usada para producir un producto 5 
descrito en el presente documento (por ejemplo, un aldehído graso descrito en el presente documento). Una célula 
huésped puede modificarse para expresar o sobreexpresar genes seleccionados o para tener una expresión 
atenuada de genes seleccionados. Los ejemplos no limitativos de células huésped incluyen células vegetales, 
animales, humanas, de bacterias, de levaduras o de hongos filamentosos. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “se hibrida en condiciones de rigurosidad baja, rigurosidad 10 
media, rigurosidad alta o rigurosidad muy alta” describe condiciones para la hibridación y el lavado. Pueden 
encontrarse orientaciones para realizar la reacciones de hibridación en Current Protocols in Molecular Biology, John 
Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1 – 6.3.6. En esa referencia se describen métodos acuosos y no acuosos y puede 
usarse cualquier método. Las condiciones de hibridación específicas a las que se hace referencia en el presente 
documento son las siguientes: 1) condiciones de hibridación de rigurosidad baja en 6X cloruro de sodio/citrato de 15 
sodio (SSC) a aproximadamente 45ºC, seguido por dos lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% al menos a 50ºC (la 
temperatura de los lavados puede aumentarse hasta 55ºC para condiciones de rigurosidad baja); 2) condiciones de 
hibridación de rigurosidad media en 6X SSC a aproximadamente 45ºC, seguido por uno o más lavados en 0,2X 
SSC, SDS al 0,1% a 60ºC; 3) condiciones de hibridación de rigurosidad alta en 6X SSC a aproximadamente 45ºC, 
seguido por uno o más lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65ºC; y preferiblemente 4) las condiciones de 20 
hibridación de rigurosidad muy alta son fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7% a 65ºC, seguido por uno o más lavados a 
0,2X SSC, SDS al 1% a 65ºC. Las condiciones de rigurosidad muy alta (4) son las condiciones preferidas a menos 
que se especifique lo contrario. 

El término “aislado” tal como se usa en el presente documento con respecto a ácidos nucleicos, tales como ADN o 
ARN, se refiere a moléculas separadas de otros ADN o ARN, respectivamente, que están presentes en la fuente 25 
natural del ácido nucleico. Además, por “ácido nucleico aislado” se pretende incluir fragmentos de ácido nucleico, 
que no se producen de manera natural como fragmentos y no se encontrarían en el estado natural. El término 
“aislado” también se usa en el presente documento para hacer referencia a polipéptidos, que están aislados de otras 
proteínas celulares y se pretende que abarque tanto polipéptidos purificados como recombinantes. El término 
“aislado” tal como se usa en el presente documento también se refiere a un ácido nucleico o péptido que está 30 
sustancialmente libre de material celular, material viral o 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 ácido 
nucleico o péptido que está sustancialmente libre de precursores químicos u otros productos químicos cuando se 
sintetiza químicamente. El término “aislado”, tal como se usa en el presente documento con respecto a productos, 
tales como aldehídos grasos, se refiere a productos están aislados de componentes celulares, medios de cultivo 35 
celular, o precursores químicos o sintéticos. 

Tal como se usa en el presente documento, el “nivel de expresión de un gen en una célula” se refiere al nivel de 
ARNm, transcrito(s) naciente(s) pre-ARNm, productos intermedios de procesamiento de transcritos, ARNm 
maduro(s) y productos de degradación codificados por el gen en la célula. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “microorganismo” significa especie microbiana procariota y 40 
eucariota de los dominios Archaea, Bacteria y Eucarya, incluyendo este último levaduras y hongos filamentosos, 
protozoos, algas o protistas superiores. Los términos “células microbianas” (es decir, células de microbios) y 
“microbios” se usan de manera intercambiable y se refieren a células o pequeños organismos que sólo pueden 
observarse con ayuda del microscopio. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “ácido nucleico” se refiere a polinucleótidos, tales como ácido 45 
desoxirribonucleico (ADN), y, cuando sea apropiado, ácido ribonucleico (ARN). El término también debe entenderse 
como que incluye, como equivalentes, análogos de o bien ARN o bien ADN producidos a partir de análogos de 
nucleótidos, y, según sea aplicable para la realización que esté describiéndose, polinucleótidos monocatenarios 
(sentido o antisentido) y bicatenarios, EST, cromosomas, ADNc, ARNm y ARNr. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “unido operativamente” significa que la secuencia de 50 
nucleótidos seleccionada (por ejemplo, que codifica para un polipéptido descrito en el presente documento) está en 
proximidad a un promotor para permitir que el promotor regule la expresión del ADN seleccionado. Además, el 
promotor está ubicado en el sentido de 5’ de la secuencia de nucleótidos seleccionada en cuanto al sentido de 
transcripción y traducción. Por “unido operativamente” quiere decirse que una secuencia de nucleótidos y una(s) 
secuencia(s) reguladora(s) están conectadas de tal manera que se permite la expresión génica cuando las 55 
moléculas apropiadas (por ejemplo, proteínas activadoras de la transcripción) se unen a la(s) secuencia(s) 
reguladora(s). 

El término “o” se usa en el presente documento para querer decir, y se usa de manera intercambiable con, el término 
“y/o”, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. 
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Tal como se usa en el presente documento, “sobreexpresar” significa expresar o provocar que se exprese un ácido 
nucleico, polipéptido o hidrocarburo en una célula a una concentración mayor que la expresada normalmente en una 
célula silvestre correspondiente. Por ejemplo, un polipéptido puede “sobreexpresarse” en una célula huésped 
recombinante cuando el polipéptido está presente en una concentración mayor en la célula huésped recombinante 
en comparación con su concentración en una célula huésped no recombinante de la misma especie. 5 

Tal como se usa en el presente documento, “coeficiente de distribución” o “P”, se define como la concentración en 
equilibrio de un compuesto en una fase orgánica dividida entre la concentración en equilibrio en una fase acuosa 
(por ejemplo, caldo de fermentación). En una realización de un sistema bifásico descrito en el presente documento, 
la fase orgánica se forma por el aldehído graso durante el procedimiento de producción. Sin embargo, en algunos 
ejemplos, puede proporcionarse una fase orgánica, tal como proporcionando una fase de octano, para facilitar la 10 
separación de producto. Cuando se describe un sistema de dos fases, las características de distribución de un 
compuesto pueden describirse como logP. Por ejemplo, un compuesto con un logP de 1 se distribuirá a 10:1 para la 
fase orgánica. Un compuesto con un logP de - 1 se distribuirá a 1:10 para la fase orgánica. Eligiendo un caldo de 
fermentación y fase orgánica apropiados, puede separarse un aldehído graso con un alto valor de logP a la fase 
orgánica incluso a concentraciones muy bajas en el recipiente de fermentación. 15 

Tal como se usa en el presente documento, el término “purificar”, “purificado” o “purificación” significa la retirada o el 
aislamiento de una molécula de su entorno, por ejemplo, mediante aislamiento o separación. Las moléculas 
“sustancialmente purificadas” están libres en al menos aproximadamente el 60%, preferiblemente libres en al menos 
aproximadamente el 75% y más preferiblemente libres en al menos aproximadamente el 90% de otros componentes 
con los que están asociadas. Tal como se usa en el presente documento, estos términos también se refieren a la 20 
retirada de contaminantes de una muestra. Por ejemplo, la retirada de contaminantes puede dar como resultado un 
aumento en el porcentaje de aldehído graso en una muestra. Por ejemplo, cuando se producen aldehídos grasos en 
una célula huésped, los aldehídos grasos pueden purificarse mediante la retirada de proteínas de la célula huésped. 
Tras la purificación, se aumenta el porcentaje de aldehídos grasos en la muestra. 

Los términos “purificar”, “purificado” y “purificación” no requieren una pureza absoluta. Son términos relativos. Por 25 
tanto, por ejemplo, cuando se producen aldehídos grasos en células huésped, un aldehído graso purificado es uno 
que se separa sustancialmente de los demás componentes celulares (por ejemplo, ácidos nucleicos, polipéptidos, 
lípidos, hidratos de carbono u otros hidrocarburos). En otro ejemplo, una preparación de aldehído graso purificado es 
una en la que el aldehído graso está sustancialmente libre de contaminantes, tales como los que podrían estar 
presentes tras la fermentación. En algunas realizaciones, un aldehído graso está purificado cuando al menos 30 
aproximadamente el 50% en peso de una muestra está compuesto por el aldehído graso. En otras realizaciones, un 
aldehído graso está purificado cuando al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 92%, 
el 95%, el 98% o el 99% o más en peso de una muestra está compuesto por el aldehído graso. 

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 el que generalmente se inserta ADN que codifica para la 35 
proteína expresada o ARN en un vector de expresión 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 homólogo”) se 
usa para hacer referencia a una primera secuencia de aminoácidos o de nucleótidos que contiene un número 
suficiente de residuos de aminoácido o nucleótidos idénticos o equivalentes (por ejemplo, con una cadena lateral 40 
similar, por ejemplo, sustituciones de aminoácidos conservadas) a una segunda secuencia de aminoácidos o de 
nucleótidos de tal manera que la primera y la segunda secuencias de aminoácidos o de nucleótidos tienen 
actividades similares. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “sintasa” significa una enzima que cataliza un proceso de 
síntesis. Tal como se usa en el presente documento, el término sintasa incluye sintasas, sintetasas y ligasas. 45 

Tal como se usa en el presente documento, el término “transfección” significa la introducción de un ácido nucleico 
(por ejemplo, por medio de un vector de expresión) en una célula receptora mediante transferencia génica mediada 
por ácido nucleico. 

Tal como se usa en el presente documento, “transformación” se refiere a un proceso en el que se cambia el genotipo 
de una célula como resultado de la captación celular de ADN o ARN exógeno. Esto puede dar como resultado que la 50 
célula transformada exprese una forma recombinante de un ARN o polipéptido. En el caso de la expresión 
antisentido a partir del gen transferido, se altera la expresión de una forma que se produce de manera natural del 
polipéptido. 

Tal como se usa en el presente documento, una “proteína de transporte” es un polipéptido que facilita el movimiento 
de uno o más compuestos hacia dentro y/o hacia fuera de un orgánulo celular y/o una célula. 55 

Tal como se usa en el presente documento, una “variante” de polipéptido X se refiere a un polipéptido que tiene la 
secuencia de aminoácidos del péptido X en la que se ha alterado uno o más residuos de aminoácido. La variante 
puede tener cambios conservativos o cambios no conservativos. Pueden encontrarse orientaciones en la 
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determinación de qué residuos de aminoácido pueden sustituirse, insertarse o delecionarse sin afectar a la actividad 
biológica usando programas informáticos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, el software LASERGENE 
(DNASTAR). 

El término “variante”, cuando se usa en el contexto de una secuencia de polinucleótido, puede abarcar una 
secuencia de polinucleótido relacionada con la de un gen o la secuencia codificante del mismo. Esta definición 5 
también puede incluir, por ejemplo, variantes “alélicas”, “de corte y empalme”, “de especie” o “polimórficas”. Una 
variante de corte y empalme puede tener identidad significativa con respecto a un polinucleótido de referencia, pero 
generalmente tendrá un número mayor o menor de polinucleótidos debido a corte y empalme alternativo de exones 
durante el procesamiento del ARNm. El polipéptido correspondiente puede presentar dominios funcionales 
adicionales o ausencia de dominios. Las variantes de especie son secuencias de polinucleótido que varían de una 10 
especie a otra. Los polipéptidos resultantes tendrán generalmente identidad de aminoácido significativa entre sí. Una 
variante polimórfica es una variación en la secuencia de polinucleótido 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 ácido nucleico que 
puede transportar otro ácido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector útil es un episoma (es decir, un ácido 15 
nucleico que puede realizar replicación extracromosómica). Vectores útiles son aquellos que pueden realizar 
replicación autónoma y/o expresión de ácidos nucleicos a los que están unidos. Los vectores que pueden dirigir la 
expresión de genes a los que están unidos operativamente se denominan en el presente documento “vectores de 
expresión”. En general, los vectores de expresión útiles en técnicas de ADN recombinante están con frecuencia en 
forma de “plásmidos”, lo que se refiere generalmente a bucles de ADN bicatenario circulares que, en su forma de 20 
vector, no están unidos al cromosoma. En la presente memoria descriptiva, “plásmido” y “vector” se usan de manera 
intercambiable, ya que el plásmido es la forma de vector más comúnmente usada. Sin embargo, también se incluyen 
aquellas otras formas de vectores de expresión que realizan funciones equivalentes y que lleguen a conocerse en la 
técnica con posterioridad al presente documento. 

La invención se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de una nueva ruta para la biosíntesis de aldehídos 25 
grasos en E. coli y la identificación de genes que codifican para polipéptidos de biosíntesis de aldehídos grasos. Los 
polipéptidos de biosíntesis de aldehídos grasos participan en una ruta de biosíntesis representada en la figura 1. En 
esta ruta, en primer lugar se activa un ácido graso mediante ATP y después se reduce mediante una enzima de tipo 
ácido carboxílico reductasa (CAR) para generar un aldehído graso. Por consiguiente, los nucleótidos y polipéptidos 
de biosíntesis de aldehídos grasos descritos en el presente documento pueden usarse para producir aldehídos 30 
grasos. 

Genes de biosíntesis de aldehídos grasos y variantes 

Los métodos y las composiciones descritos en el presente documento incluyen, por ejemplo, genes de biosíntesis de 
aldehídos grasos, por ejemplo genes de ácido carboxílico reductasa (genes car), que tienen una secuencia de 
nucleótidos indicada en las figuras 2 y 4, así como variantes de polinucleótidos de los mismos. En algunos casos, el 35 
gen de biosíntesis de aldehídos grasos codifica para uno o más de los motivos de aminoácido representados en la 
figura 3. Por ejemplo, el gen puede codificar para un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ 
ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; y/o SEQ ID NO: 7, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11. SEQ ID NO: 7 incluye un dominio de reductasa; SEQ ID NO: 8 y 
SEQ ID NO: 14 incluyen un dominio de unión a NADP; SEQ ID NO: 9 incluye un sitio de unión a fosfopanteteína; y 40 
SEQ ID NO: 10 incluye un dominio de unión a AMP. 

Las variantes pueden producirse de manera natural o crearse in vitro. En particular, tales variantes pueden crearse 
usando técnicas de ingeniería genética, tales como mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis química al azar, 
procedimientos de deleción con exonucleasa III o técnicas de clonación convencionales. Alternativamente, tales 
variantes, fragmentos, análogos o derivados pueden crearse usando procedimientos de modificación o síntesis 45 
química. 

En la técnica se conocen bien métodos de producción de variantes. Estos incluyen procedimientos en los que se 
modifican secuencias de ácido nucleico obtenidas de aislados naturales para generar ácidos nucleicos que codifican 
para polipéptidos que tienen características que potencian su valor en aplicaciones industriales o de laboratorio. En 
tales procedimientos, se genera y caracteriza un gran número de secuencias variantes que tienen una o más 50 
diferencias de nucleótidos con respecto a la secuencia obtenida a partir del aislado natural. Normalmente, estas 
diferencias de nucleótidos dan como resultado cambios de aminoácidos con respecto a los polipéptidos codificados 
por los ácidos nucleicos de los 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 la PCR propensa a errores, se realiza 55 
PCR en condiciones en la que la fidelidad de copiado de la ADN polimerasa es baja, de tal 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 ácidos nucleicos que van a mutagenizarse (por ejemplo, una secuencia de 
polinucleótido de biosíntesis de aldehídos grasos), con cebadores de PCR, tampón de reacción, MgCl2, MnCl2, Taq 
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polimerasa y una concentración apropiada de dNTP para lograr una alta tasa de mutación puntual a lo largo de toda 
la longitud del producto de PCR. Por ejemplo, la reacción puede realizarse usando 20 fmol de ácido nucleico que va 
a mutagenizarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleótido de biosíntesis de aldehídos grasos), 30 pmol de 
cada cebador de PCR, un tampón de reacción que comprende KCl 50 mM, Tris HCl 10 mM (pH 8,3), y gelatina al 
0,01%, MgCl2 7 mM, MnCl2 0,5 mM, 5 unidades de Taq polimerasa, dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dCTP 1 mM y 5 
dTTP 1 mM. Puede realizarse la PCR durante 30 ciclos de 94ºC durante 1 min, 45ºC durante 1 min, y 72ºC durante 
1 min. Sin embargo, se apreciará que estos parámetros pueden variarse según sea apropiado. Entonces se clonan 
los ácidos nucleicos mutagenizados en un vector apropiado y se evalúan las actividades de los polipéptidos 
codificados por los ácidos nucleicos mutagenizados. 

También pueden crearse variantes usando mutagénesis dirigida por oligonucleótidos para generar mutaciones 10 
específicas del sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis de oligonucleótidos se describe, por 
ejemplo, en Reidhaar-Olson et al, Science 241: 53-57, 1988. En resumen, en tales procedimientos se sintetizan una 
pluralidad de oligonucleótidos bicatenarios que llevan una o más mutaciones que van a introducirse en el ADN 
clonado y se insertan en el ADN clonado que va a mutagenizarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleótido de 
biosíntesis de aldehídos grasos). Se recuperan clones que contienen el ADN mutagenizado y se evalúan las 15 
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 pequeños. Se produce un gran número de 
reacciones de PCR diferentes en paralelo en el mismo vial, cebando los productos de una reacción a los productos 
de otra reacción. La PCR de ensamblaje se describe, por ejemplo, en la patente estadounidense n.º 5.965.408. 20 

Todavía otro método de generación de variantes es la mutagénesis por PCR sexual. En la mutagénesis por PCR 
sexual, se produce recombinación homóloga forzada entre moléculas de ADN con secuencia de ADN diferente, pero 
altamente relacionada, in vitro como resultado de fragmentación al azar de la molécula de ADN basándose en la 

homología de secuencia. Esto va seguido por fijación del cruce mediante extensión por cebadores en una reacción 
de PCR. La mutagénesis por PCR sexual se describe, por ejemplo, en Stemmer, PNAS, USA 91: 10747-10751, 25 
1994. 

También pueden crearse variantes mediante mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones, se generan mutaciones 

al azar en una secuencia de ácido nucleico propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como una cepa de 
E. coli, que porta mutaciones en una o más de las rutas de reparación del ADN. Tales cepas “mutágenas” tienen una 
tasa de mutación al azar superior a la de una cepa silvestre. La propagación de una secuencia de ADN (por ejemplo, 30 
una secuencia de polinucleótido de biosíntesis de aldehídos grasos) en una de esas cepas generará eventualmente 
mutaciones al azar dentro del ADN. Se describen cepas mutágenas adecuadas para su uso en la mutagénesis in 
vivo, por ejemplo, en la publicación PCT n.º WO 91/16427. 

También pueden generarse variantes usando mutagénesis en casete. En la mutagénesis en casete, se reemplaza 
una pequeña región de una molécula de ADN bicatenario por un “casete” oligonucleotídico sintético que se 35 
diferencia de la secuencia nativa. El oligonucleótido contiene con frecuencia una secuencia nativa completa y/o 
parcialmente aleatorizada. 

También puede usarse mutagénesis de conjunto recursiva para generar variantes. La mutagénesis de conjunto 
recursiva es un algoritmo para la modificación por ingeniería de proteínas (es decir, mutagénesis de proteínas) 
desarrollado para producir diversas poblaciones de mutantes fenotípicamente relacionados cuyos miembros se 40 
diferencian en cuanto a la secuencia de aminoácidos. Este método usa un mecanismo de retroalimentación para 
controlar rondas sucesivas de mutagénesis en casete combinatoria. La mutagénesis de conjunto recursiva se 
describe, por ejemplo, en Arkin et al, PNAS, USA 89:7811-7815, 1992. 

En algunas realizaciones, se crean variantes usando mutagénesis de conjunto exponencial. La mutagénesis de 
conjunto exponencial es un procedimiento para generar bibliotecas combinatorias con un alto porcentaje de 45 
mutantes únicos y funcionales, en el que pequeños grupos de residuos se aleatorizan en paralelo para identificar, en 
cada posición alterada, aminoácidos que conducen a proteínas funcionales. La mutagénesis de conjunto 
exponencial se describe, por ejemplo, en Delegrave et al, Biotech. Res. 11: 1548-1552, 1993. Las mutagénesis al 

azar y dirigida al sitio se describen, por ejemplo, en Arnold, Curr. Opin. Biotech. 4:450-455, 1993. 

En algunas realizaciones, se crean variantes usando procedimientos de intercambio en los que partes de una 50 
pluralidad de ácidos nucleicos que codifican para distintos polipéptidos se fusionan entre sí para crear secuencias de 
ácido nucleico quiméricas que codifican para polipéptidos quiméricos tal como se describe, por ejemplo, en las 
patentes estadounidenses n.

os
 5.965.408 y 5.939.250. 

Las variantes de polinucleótido también incluyen análogos de ácido nucleico. Pueden modificarse análogos de ácido 
nucleico en el resto de base, resto de azúcar o estructura principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, la 55 
estabilidad, hibridación o solubilidad del ácido nucleico. Las modificaciones en el resto de base incluyen 
desoxiuridina para desoxitimidina y 5-metil-2’-desoxicitidina o 5-bromo-2’-doxicitidina para desoxicitidina. Las 
modificaciones del resto de azúcar incluyen modificación del 2’-hidroxilo del azúcar de ribosa para formar azúcares 
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de 2’-O-metilo o 2’-O-alilo. La estructura principal de fosfato de desoxirribosa puede modificarse para producir ácidos 
nucleicos de morfolino, en los que cada resto de base está unido a un anillo morfolino de seis miembros, o ácidos 
nucleicos peptídicos, en los que la estructura principal de desoxifosfato se reemplaza por una estructura principal 
pseudopeptídica y se conservan 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). Además, la estructura principal de 5 
desoxifosfato puede reemplazarse, por ejemplo, por una estructura principal de fosforotioato o fosforoditioato, una 
estructura principal de fosforoamidito o una de fosfotriéster alquílico. 

Puede usarse cualquier secuencia de polinucleótido que codifica para un homólogo indicado en las figuras 2 y 4, o 
una variante de la misma, como polinucleótido de biosíntesis de aldehídos grasos en los métodos descritos en el 
presente documento. 10 

Polipéptidos de biosíntesis de aldehídos grasos y variantes 

Los métodos y las composiciones descritos en el presente documento también incluyen polipéptidos de biosíntesis 
de aldehídos grasos que tienen una secuencia de aminoácidos indicada en las figuras 2 y 4, así como variantes de 
polipéptidos de las mismas. En algunos casos, un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos es uno que incluye 
uno o más de los motivos de aminoácido representados en la figura 3. Por ejemplo, el polipéptido puede incluir las 15 
secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10. En otras situaciones, 
el polipéptido incluye una o más de SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14. En aún otros 
casos, el polipéptido incluye las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ 
ID NO: 11. SEQ ID NO: 7 incluye un dominio de reductasa; SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 14 incluyen un dominio de 
unión a NADP; SEQ ID NO: 9 incluye un sitio de unión a fosfopanteteína; y SEQ ID NO: 10 incluye un domino de 20 
unión a AMP. 

Las variantes de polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos pueden ser variantes en las que uno o más residuos 
de aminoácido se sustituyen por un residuo de aminoácido conservado o no conservado (preferiblemente un residuo 
de aminoácido conservado). Tal residuo de aminoácido sustituido puede codificarse o no por el código genético. 

Las sustituciones conservativas son aquellas que sustituyen un aminoácido dado en un polipéptido por otro 25 
aminoácido de características similares. Las sustituciones conservativas típicas son los siguientes reemplazos: 
reemplazo de un aminoácido alifático, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro aminoácido alifático; 
reemplazo de una serina por una treonina o viceversa; reemplazo de un residuo ácido, tal como ácido aspártico y 
ácido glutámico, por otro residuo ácido; reemplazo de un residuo que porta un grupo amida, tal como asparagina y 
glutamina, por otro residuo que porta un grupo amida; intercambio de un residuo básico, tal como lisina y arginina, 30 
por otro residuo básico; y reemplazo de un residuo aromático, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo 
aromático. 

Otras variantes de polipéptido son aquellas en las que uno o más residuos de aminoácido incluyen un grupo 
sustituyente. Todavía otras variantes de polipéptido son aquellas en las que el polipéptido está asociado con otro 
compuesto, tal como un compuesto para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol). 35 

Variantes de polipéptido adicionales son aquellas en las que se fusionan aminoácidos adicionales con el polipéptido, 
tal como una secuencia líder, una secuencia secretora, una secuencia proproteína o una secuencia que facilita la 
purificación, el enriquecimiento o la estabilización del polipéptido. 

En algunos casos, las variantes de polipéptido conservan la misma función biológica que un polipéptido que tiene 
una secuencia de aminoácidos indicada en las figuras 2 y 4 (por ejemplo, conservan actividad de biosíntesis de 40 
aldehídos grasos, tal como actividad ácido carboxílico o ácido graso reductasa) y tienen secuencias de aminoácidos 
sustancialmente idénticas al mismo. 

En otros casos, las variantes de polipéptido tienen 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%, 45 
al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95% o más de aproximadamente el 95% de 
homología con una secuencia de aminoácidos indicada en las figuras 2 y 4. En otra realización, las variantes de 
polipéptido incluyen un fragmento que comprende al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 
100 ó 150 aminoácidos consecutivos del mismo. 

Las variantes de polipéptido o fragmentos de las mismas pueden obtenerse aislando ácidos nucleicos que codifican 50 
para las mismas usando técnicas descritas en el presente documento o expresando ácidos nucleicos sintéticos que 
codifican para las mismas. Alternativamente, pueden obtenerse variantes de polipéptido o fragmentos de las mismas 
mediante procedimientos de purificación o enriquecimiento bioquímico. La secuencia de variantes de polipéptido o 
fragmentos puede determinarse mediante digestión proteolítica, electroforesis en gel y/o microsecuenciación. 
Entonces puede compararse la secuencia de las variantes de polipéptido o fragmentos con una secuencia de 55 
aminoácidos indicada en las figuras 2 y 4 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 
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de producción de aldehídos grasos usando métodos rutinarios. Por ejemplo, pueden ponerse en contacto las 
variantes de polipéptido o fragmento con un sustrato (por ejemplo, un ácido graso, un sustrato derivado de ácido 
graso u otro sustrato descrito en el presente documento) en condiciones que permiten que funcione la variante de 
polipéptido. Puede medirse una disminución del nivel del sustrato o un aumento del nivel de un aldehído graso para 
determinar la actividad de producción de aldehídos grasos. 5 

Anticuerpos anti-polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos  

Los polipéptidos de biosíntesis de aldehídos grasos descritos en el presente documento también pueden usarse 
para producir anticuerpos dirigidos contra polipéptidos de biosíntesis de aldehídos grasos. Tales anticuerpos pueden 
usarse, por ejemplo, para detectar la expresión de un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos usando 
métodos conocidos en la técnica. El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo policlonal; un anticuerpo 10 
monoclonal o fragmento de unión a antígeno 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’)2); o un 
anticuerpo biosintético, por ejemplo, un anticuerpo de cadena sencilla, anticuerpo de dominio sencillo (DAB), Fv, Fv 
de cadena sencilla (scFv), o similar. 

Se describen métodos de preparación y uso de anticuerpos policlonales y monoclonales, por ejemplo, en Harlow et 15 
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 la producción de 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’)2); o anticuerpos biosintéticos (por ejemplo, anticuerpos de 
cadena sencilla, anticuerpos de dominio sencillo (DAB), Fv, Fv de cadena sencilla (scFv), y similares) y pueden 20 
encontrarse, por ejemplo, en Zola, Monoclonal Antibodies: Preparation and Use of Monoclonal Antibodies and 
Engineered Antibody Derivatives, Springer Verlag (15 de diciembre de 2000; 1ª edición). 

Sustratos 

Las composiciones y los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para producir aldehídos 
grasos a partir de un sustrato apropiado. Sin desear limitarse a la teoría, se cree que los polipéptidos descritos en el 25 
presente documento producen aldehídos grasos a partir de sustratos mediante un mecanismo de reducción. En 
algunos casos, el sustrato es un derivado de ácido graso (por ejemplo, un ácido graso), y puede producirse un 
aldehído graso que tiene patrones de ramificación y una longitud de cadena de carbono particulares a partir de un 
derivado de ácido graso que tiene esas características que dará como resultado el aldehído graso deseado. 

Por consiguiente, cada etapa dentro de una ruta de biosíntesis que conduce a la producción de un sustrato derivado 30 
de ácido 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 biosíntesis de ácidos grasos o la 
ruta de aldehídos grasos en células huésped para producir un sustrato deseado (véase, por ejemplo, el documento 
PCT/US08/058788). En la figura 5 se proporcionan genes a modo de ejemplo. 

Síntesis de sustratos 35 

Ácido graso sintasa (FAS) es un grupo de polipéptidos que catalizan el inicio y la elongación de cadenas de acilo 
(Marrakchi et al, Biochemical Society, 30: 1050-1055, 2002). La proteína portadora de acilo (ACP) junto con las 
enzimas en la ruta de FAS controlan la longitud, el grado de saturación y la ramificación de los derivados de ácidos 
grasos producidos. La ruta de biosíntesis de ácidos grasos implica a los precursores acetil-CoA y malonil-CoA. Las 
etapas en esta ruta se catalizan mediante enzimas de las familias de genes de biosíntesis de ácidos grasos (fab) y 40 
acetil-CoA carboxilasa (acc) (véase, por ejemplo, Heath et al, Prog. Lipid Res. 40(6):467-97 (2001)). 

Pueden modificarse por ingeniería células huésped para expresar sustratos derivados de ácidos grasos expresando 
o sobreexpresando de manera recombinante uno o más genes de ácido graso sintasa, tales como genes de acetil-
CoA y/o malonil-CoA sintasa. Por ejemplo, para aumentar la producción de acetil-CoA, puede expresarse uno o más 
de los siguientes genes en una célula huésped: pdh (un complejo multienzimático que comprende aceEF (que 45 
codifica para el componente de E1p deshidrogenasa, el componente de E2p dihidrolipoamida aciltransferasa de los 
complejos de piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa, y lpd), panK, fabH, fabB, fabD, fabG, acpP y fabF. Números 
de registro de GenBank a modo de ejemplo para estos genes son: pdh (BAB34380, AAC73227, AAC73226), panK 
(también conocido como CoA, AAC76952), aceEF (AAC73227, AAC73226), fabH (AAC74175), fabB (P0A953), fabD 
(AAC74176), fabG (AAC74177), acpP (AAC74178), fabF (AAC74179). Adicionalmente, los niveles de expresión de 50 
fadE, gpsA, ldhA, pflb, adhE, pta, poxB, ackA y/o ackB pueden atenuarse o desactivarse en una célula huésped 
modificada por ingeniería mediante transformación con plásmidos condicionalmente replicantes o no replicantes que 
contienen mutaciones nulas o por deleción de los genes correspondientes o mediante sustitución de secuencias 
promotoras o potenciadoras. Números de registro de GenBank a modo de ejemplo para estos genes son: fadE 
(AAC73325), gspA (AAC76632), ldhA (AAC74462), pflb (AAC73989), adhE (AAC74323), pta (AAC75357), poxB 55 
(AAC73958), ackA (AAC75356) y ackB (BAB81430). Las células huésped resultantes tendrán niveles de producción 

de acetil-CoA aumentados cuando se hacen crecer en un entorno apropiado. 

La sobreexpresión de malonil-CoA puede verse afectada por la introducción de accABCD (por ejemplo, número de 
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registro AAC73296, EC 6.4.1.2) en una célula huésped. Pueden sobreexpresarse adicionalmente ácidos grasos en 
células huésped mediante la introducción en la célula huésped de una secuencia de ADN que codifica para una 
lipasa (por ejemplo, números de registro CAA89087, CAA98876). 

Además, la inhibición de PIsB puede conducir a un aumento en los niveles de acil-ACP de cadena larga, lo que 
inhibirá las etapas iniciales en la ruta (por ejemplo, accABCD, fabH y fabl). La mutación D311E de plsB (por ejemplo, 5 
número de registro AAC77011) puede usarse para aumentar la cantidad de ácidos grasos disponibles. 

Además, puede modificarse por ingeniería una célula huésped para sobreexpresar un gen sfa (supresor de fabA, por 
ejemplo, número de registro AAN79592) para aumentar la producción de ácidos grasos monoinsaturados (Rock et 
al, J. Bacteriology 178:5382-5387, 1996). 

La longitud de cadena de un sustrato derivado de ácido graso puede seleccionarse modificando la expresión de 10 
tioesterasas seleccionadas. La tioesterasa influye sobre la longitud de cadena de ácidos grasos producidos. Por 
tanto, pueden modificarse por ingeniería células huésped para expresar, sobreexpresar, tener expresión atenuada o 
no expresar una o más tioesterasas seleccionadas para aumentar la producción de un sustrato derivado de ácido 
graso preferido. Por ejemplo, pueden producirse ácidos grasos C10 expresando una tioesterasa que tiene preferencia 
por la producción de ácidos grasos C10 y atenuando tioesterasas que tienen preferencia por la producción de ácidos 15 
grasos distintos de ácidos grasos C10 (por ejemplo, una tioesterasa que prefiere producir ácidos grasos C14). Esto 
dará como resultado una población relativamente homogénea de ácidos grasos que tienen una longitud de cadena 
de carbono de 10. En otros casos, pueden producirse ácidos grasos C14 atenuando tioesterasas endógenas que 
producen ácidos grasos distintos de C14 y expresando las tioesterasas que usan C14-ACP. En algunas situaciones, 
pueden producirse ácidos grasos C12 expresando tioesterasas que usan C12-ACP y atenuando tioesterasas que 20 
producen ácidos grasos distintos de C12. La sobreproducción de acetil-CoA, malonil-CoA y ácidos grasos puede 
verificarse usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, usando precursores radiactivos, HPLC o CG-EM 
tras lisis celular. En la tabla 1 se indican ejemplos no limitativos de tioesterasas que pueden usarse en los métodos 
descritos en el presente documento. 

Tabla 1: Tioesterasas  25 

Número de registro Organismo fuente Gen 

AAC73596 E. coli tesA sin secuencia líder 

AAC73555 E. coli tesB 

Q41635, AAA34215  Umbellularia california  fatB 

AAC49269  Cuphea hookeriana  fatB2 

Q39513; AAC72881  Cuphea hookeriana  fatB3 

Q39473, 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  fatA1 

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

En otros casos, un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos, variante, o un fragmento del mismo, se expresa 
en una célula huésped que contiene una mutación que se produce de manera natural que da como resultado un 
aumento del nivel de ácidos grasos en la célula huésped. En algunos casos, la célula huésped se modifica por 
ingeniería genética para aumentar el nivel de ácidos grasos en la célula huésped con respecto a una célula huésped 30 
silvestre correspondiente. Por ejemplo, la célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar 
un nivel reducido de una acil-CoA sintasa con respecto a una célula huésped silvestre correspondiente. En una 
realización, el nivel de expresión de uno o más genes (por ejemplo, un gen de acil-CoA sintasa) se reduce mediante 
la modificación por ingeniería genética de una célula huésped “desactivada”. 

Cualquier gen de acil-CoA sintasa conocido puede reducirse o desactivarse en una célula huésped. Los ejemplos no 35 
limitativos de genes de acil-CoA sintasa incluyen fadD, fadK, BH3103, yhfL, Pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, 
RPC_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteína ZP_01644857. Los ejemplos 
específicos 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 RdkW20 [NP_438551], fadD de Rhodopseudomonas 40 
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 PAO1 [NP_251990], el gen que codifica para la proteína ZP_01644857 de 
Stenotrophomonas maltophilia R551-3, faa3p de Saccharomyces cerevisiae [NP_012257], faa1p de Saccharomyces 45 
cerevisiae [NP_014962], lcfA 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-
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56, 1994; Johnson et al., J. Biol. Chem. 269: 18037-18046, 1994; y Black et al., J. Biol Chem. 267: 25513-25520, 
1992. 

Formación de aldehídos grasos ramificados 

Pueden producirse aldehídos grasos que contienen puntos de ramificación usando derivados de ácidos grasos 
ramificados como sustratos. Por ejemplo, aunque E. coli produce de manera natural ácidos grasos de cadena lineal 5 
(sFA), puede modificarse por ingeniería E. coli para producir ácidos grasos de cadena ramificada (brFA) 
introduciendo y expresando o sobreexpresando genes que proporcionan precursores ramificados en E. coli (por 
ejemplo, familias de genes bkd, ilv, icm y fab). Adicionalmente, puede modificarse por ingeniería una célula huésped 
para expresar o sobreexpresar genes que codifican para proteínas para la elongación de brFA (por ejemplo, ACP, 
FabF, etc.) y/o para delecionar o atenuar los genes correspondientes de la célula huésped que conducen 10 
normalmente a sFA. 

La primera etapa en la formación de brFA es la producción de los -cetoácidos correspondientes mediante una 
aminoácido de cadena ramificada aminotransferasa. Las células huésped pueden incluir de manera endógena genes 
que codifican para tales enzimas o pueden introducirse tales genes de manera recombinante. Por ejemplo, E. coli 
expresa de manera endógena una enzima de este tipo, IlvE (EC 2.6.1.42; registro de GenBank YP_026247). En 15 
algunas células huésped, puede no expresarse una aminoácido de cadena ramificada aminotransferasa heteróloga. 
Sin embargo, si no es endógena, puede introducirse IlvE de E. coli o cualquier otra aminoácido de cadena ramificada 
aminotransferasa (por ejemplo, IlvE de Lactococcus lactis (registro de GenBank AAF34406), IlvE de Pseudomonas 
putida (registro de GenBank NP_745648), o IlvE de Streptomyces coelicolor (registro de GenBank NP_629657)). 

En otra realización, la producción de -cetoácidos puede lograrse usando los métodos descritos en Atsumi et al, 20 

Nature 451: 86-89, 2008. Por ejemplo, puede producirse 2-cetoisovalerato sobreexpresando los genes que codifican 
para IlvI, IlvH, IlvC o IlvD. En otro ejemplo, puede producirse 2-ceto-3-metil-valerato sobreexpresando los genes que 
codifican para IlvA e IlvI, IlvH (o AIsS de Bacillus subtilis), IlvC, IlvD, o sus homólogos correspondientes. En una 
realización adicional, puede producirse 2-ceto-4-metil-pentanoato sobreexpresando los genes que codifican para IlvI, 
IlvH, IlvC, IlvD y LeuA, LeuB, LeuC, LeuD, o sus homólogos correspondientes. 25 

La segunda etapa es la descarboxilación oxidativa de los -cetoácidos para dar la acil-CoA de cadena ramificada 

correspondiente. Esta reacción puede catalizarse mediante un complejo de -cetoácido de cadena ramificada 

deshidrogenasa (bkd; EC 1.2.4.4.) (Denoya et al., J. Bacteriol. 177:3504, 1995), que consiste en subunidades E1/ 

(descarboxilasa), E2 (dihidrolipoil transacilasa) y E3 (dihidrolipoil deshidrogenasa). Estos complejos de -cetoácido 

de cadena ramificada deshidrogenasa son similares a complejos de piruvato y -cetoglutarato deshidrogenasa. 30 
Cualquier microorganismo que presente brFA y/o crezca con aminoácidos de cadena ramificada puede usarse como 
fuente para aislar genes bkd para la expresión en células huésped, por ejemplo, E. coli. Además, E. coli tiene el 
componente E3 como parte de su complejo de piruvato deshidrogenasa (Ipd, EC 1.8.1.4, registro de GenBank 

NP_414658). Por tanto, puede ser suficiente expresar sólo los genes E1 / y E2 bkd. La tabla 2 indica ejemplos no 
limitativos de genes bkd de diversos microorganismos que pueden introducirse de manera recombinante y 35 

expresarse en una célula huésped para proporcionar precursores de acil-CoA de cadena ramificada. 

Tabla 2: Genes bkd de microorganismos seleccionados 

Organismo Gen  N.º de registro de GenBank  

Streptomyces coelicolor  bkdA1 (E1) 

bkdB1 (E1) 
bkdC1 (E2)  

NP_628006 
NP_628005 
NP_638004 

Streptomyces coelicolor  bkdA2 (E1) 

bkdB2 (E1) 
bkdC2 (E2)  

NP_733618 
NP_628019 
NP_628018 

Streptomyces avermitilis  bkdA (E1a) 
bkdB (E1b) 
bkdC (E2)  

BAC72074 
BAC72075 
BAC72076 

Streptomyces avermitilis 
 
 

bkdF (E1) 

bkdG (E1) 
bkdH (E2)  

BAC72088 
BAC72089 
BAC72090 

Bacillus subtilis 
 

bkdAA (E1) 

bkdAB (E1) 
bkdB (E2)  

NP_390288 
NP_390288 
NP_390288 

Pseudomonas putida  bkdA1 (E1) 

bkdA2 (E1) 
bkdC (E2)  

AAA65614 
AAA65615 
AAA65617 

En otro ejemplo, puede producirse isobutiril-CoA en una célula huésped, por ejemplo en E. coli, mediante la 
coexpresión 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 pequeña IcmB, EC 5.4.99.2) (Han y Reynolds, J. Bacteriol. 179:5157, 1997). Crotonil-
CoA es un producto intermedio en la biosíntesis de ácidos grasos en E. coli y otros microorganismos. En la tabla 3 
se indican ejemplos no limitativos de genes ccr e icm de microorganismos seleccionados. 

Tabla 3: Genes ccr e icm de microorganismos seleccionados 

Organismo  Gen  N.º de registro de GenBank 

Streptomyces coelicolor 
 

ccr 
icmA 
icmB  

NP_630556 
NP_629554 
NP_630904 

Streptomyces cinnamonensis 
 

ccr 
icmA 
icmB  

AAD53915 
AAC08713 
AJ246005 

Además de la expresión de los genes bkd, el inicio de la biosíntesis de brFA usa -cetoacil-proteína portadora de 5 
acilo sintasa III (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 indican ejemplos no limitativos de tales enzimas FabH. Pueden expresarse 
en una célula huésped genes fabH que están implicados en la biosíntesis de ácidos grasos de cualquier 
microorganismo que contiene brFA. Las enzimas Bkd y FabH de células huésped que no producen de manera 
natural brFA pueden no soportar la producción de brFA. Por tanto, bkd y fabH pueden expresarse de manera 10 
recombinante. Pueden insertarse vectores que contienen los genes bkd y fabH en una célula huésped de este tipo. 
De manera similar, el nivel endógeno de producción de Bkd y FabH puede no ser suficiente para producir brFA. En 
ese caso, pueden sobreexpresarse. Adicionalmente, pueden expresarse o sobreexpresarse otros componentes de la 

ruta de biosíntesis de ácidos grasos, tales como proteínas portadoras de acilo (ACP) y -cetoacil-proteína portadora 
de acilo sintasa II (fabF, EC 2.3.1.41) (en la tabla 4 se indican ejemplos no limitativos de candidatos). Además de 15 
expresar estos genes, algunos genes en la ruta de biosíntesis de ácidos grasos endógena pueden atenuarse en la 
célula huésped (por ejemplo, los genes de E. coli fabH (n.º de registro de GenBank NP_415609) y/o fabF (n.º de 
registro de GenBank NP_415613)). 

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

Organismo  Gen  N.º de registro de GenBank 

Streptomyces coelicolor 
 

fabH1 
acp 
fabF  

NP_626634 
NP_626635 
NP_626636 

Streptomyces avermitilis 
 

fabH3 
fabC3 (acp) 
fabF  

NP_823466 
NP_823467 
NP_823468 

Bacillus subtilis 
 

fabH_A 
fabH_B 
acp 
fabF  

NP_389015 
NP_388898 
NP_389474 
NP_389016 

Stenotrophomonas maltophilia 
 

SmalDRAFT_0818 (fabH) 
SmalDRAFT_0821 (acp) 
SmalDRAFT_0822 (fabF)  

ZP_01643059 
ZP_01643063 
ZP_01643064 

Legionella pneumophila 
 

fabH 
acp 
fabF  

YP_123672 
YP_123675 
YP_123676 

Formación de aldehídos grasos cíclicos 20 

Pueden producirse aldehídos grasos cíclicos usando derivados de ácidos grasos cíclicos como sustratos. Para 
producir sustratos derivados de ácidos grasos cíclicos, pueden introducirse genes que proporcionan precursores 
cíclicos (por ejemplo, las familias de genes ans, chc y plm) en la célula huésped y expresarse para permitir el inicio 

de la biosíntesis de ácidos grasos a partir de precursores cíclicos. Por ejemplo, para convertir una célula huésped, 

tal como E. coli, en una que pueda sintetizar ácidos grasos -cíclicos (cyFA), puede introducirse un gen que 25 
proporciona el precursor cíclico 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, ansK, ansL, chcA y ansM de la agrupación de genes de ansatrienina de Streptomyces collinus (Chen 
et al, Eur. J. Biochem. 261: 98-107, 1999) o plmJ, plmK, plmL, chcA y plmM de la agrupación de genes de 
foslactomicina B de Streptomyces sp. HK803 (Palaniappan et al., J. Biol. Chem. 278:35552-35557, 2003) junto con 30 
el gen chcB (Patton et al, Biochem. 39: 7595-7604, 2000) de S. collinus, S. avermitilis o S. coelicolor (véase la tabla 
5). Entonces pueden expresarse los genes indicados en la tabla 4 para permitir el inicio y la elongación de ácidos 

grasos -cíclicos. Alternativamente, pueden aislarse los genes homólogos a partir de microorganismos que 
producen cyFA y expresarse en una célula huésped (por ejemplo, E. coli). 
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Tabla 5: Genes para la síntesis de CHC-CoA  

Organismo  Gen  N.º de registro de GenBank  

Streptomyces collinus 
 

ansJK 
ansL 
chcA 
ansM 
chcB  

U72144* 
 
 
 
AF268489 

Streptomyces sp. HK803 

 

pmlJK 
pmlL 
chcA 
pmlM  

AAQ84158 
AAQ84159 
AAQ84160 
AAQ84161 

Streptomyces coelicolor  chcB/caiD  NP_629292 

Streptomyces avermitilis  chcB/caiD  NP_629292 

*Sólo se indica chcA en la entrada de GenBank U72144, ansJKLM son según Chen et al. (Eur. J. Biochem. 261:98-
107, 1999). 

Los genes indicados en la tabla 4 (fabH, acp y fabF) permiten el inicio y la elongación de ácidos grasos -cíclicos 

porque tienen una amplia especificidad de sustrato. Si la coexpresión de cualquiera de estos genes con los genes 5 
indicados en la tabla 5 no proporciona cyFA, entonces pueden aislarse (por ejemplo, usando cebadores de PCR 
degenerados o sondas de secuencias de ADN heterólogas) homólogos de fabH, acp y/o fabF de microorganismos 
que producen cyFA (por ejemplo, los indicados en la tabla 6) y coexpresarse. 

Tabla 6: Ejemplos no limitativos de microorganismos que contienen ácidos grasos -cíclicos 

Organismo  Referencia 

Curtobacterium pusillum  ATCC19096 

Alicyclobacillus acidoterrestris  ATCC49025 

Alicyclobacillus acidocaldarius  ATCC27009 

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

*Usa cicloheptilcarbonil-CoA y no ciclohexilcarbonil-CoA como precursor para la biosíntesis de cyFA. 10 

Niveles de saturación de aldehídos grasos  

El grado de saturación en ácidos grasos puede controlarse regulando el grado de saturación de productos 
intermedios de ácidos grasos. Por ejemplo, las familias de genes sfa, gns y fab pueden expresarse, 

sobreexpresarse, o expresarse a niveles reducidos, para controlar la saturación de ácidos grasos. La figura 5 indica 
ejemplos no limitativos de genes en estas familias de genes que pueden usarse en los métodos y las células 15 
huésped descritos en el presente documento. La figura 6 indica genes relacionados con fabA adicionales y la figura 
7 indica genes relacionados con fabB adicionales. 

Por ejemplo, pueden modificarse por ingeniería células huésped para producir ácidos grasos insaturados 
modificando por ingeniería el huésped de producción para sobreexpresar fabB o haciendo crecer el huésped de 

producción a bajas temperaturas (por ejemplo, inferiores a 37ºC). FabB tiene preferencia por cis-3decenoil-ACP y 20 
da como resultado la producción de ácidos grasos insaturados en E. coli. La sobreexpresión de fabB da como 
resultado la producción de un porcentaje significativo de ácidos 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. Entonces pueden usarse estos ácidos grasos insaturados como productos intermedios en 
células huésped que se modifican por ingeniería para producir derivados de ácidos grasos, tales como aldehídos 25 
grasos. 

En otros casos, puede delecionarse un represor de la biosíntesis de ácidos grasos, por ejemplo, fabR (registro de 
GenBank NP_418398), lo cual da como resultado un aumento en la producción de ácidos grasos insaturados en E. 
coli (Zhang et al., J. Biol. Chem. 277: 15558, 2002). Pueden realizarse deleciones similares en otras células 
huésped. Puede lograrse un aumento adicional de ácidos grasos insaturados, por ejemplo, sobreexpresando fabM 30 
(trans-2,cis-3-decenoil-ACP isomerasa, registro de GenBank DAA05501) y controlando la expresión de fabK (trans-
2-enoil-ACP reductasa II, registro de GenBank NP_357969) de Streptococcus pneumoniae (Marrakchi et al., J. Biol. 
Chem. 277: 44809, 2002), al tiempo que se deleciona fabI de E. coli (trans-2-enoil-ACP reductasa, registro de 
GenBank NP_415804). En algunos ejemplos, puede atenuarse el gen fabF endógeno, aumentando por tanto el 
porcentaje de palmitoleato (C16:1) producido. 35 

En aún otros ejemplos, pueden modificarse por ingeniería células huésped para producir ácidos grasos saturados 
reduciendo la expresión de un gen sfa, gns y/o fab. 

En algunos casos, puede modificarse por ingeniería una célula huésped para expresar un nivel atenuado de una 
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deshidratasa/isomerasa y/o una cetoacil-ACP sintasa. Por ejemplo, puede modificarse por ingeniería una célula 
huésped para expresar un nivel reducido de fabA, fabB, un gen indicado en la figura 6 y/o un gen indicado en la 

figura 7. En algunos casos, la célula huésped puede hacerse crecer en presencia de ácidos grasos insaturados. En 
otros casos, la célula huésped puede modificarse adicionalmente por ingeniería para expresar o sobreexpresar un 
gen que codifica para una enzima desaturasa. Un ejemplo no limitativo de una desaturasa es DesA de B. subtilis 5 
(AF037430). En la técnica se conocen otros genes que codifican para enzimas desaturasas y pueden usarse en las 
células huésped y los métodos descritos en el presente documento, tales como desaturasas que usan acil-ACP, 
tales como hexadecanoil-ACP u octadecanoil-ACP. Los ácidos grasos saturados pueden usarse para producir 
derivados de ácidos grasos, tales como aldehídos grasos, tal como se describe en el presente documento. 

Modificación por ingeniería genética de células huésped para producir aldehídos grasos 10 

Pueden usarse diversas células huésped para producir aldehídos grasos, tal como se describe en el presente 
documento. Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, puede expresarse 
un polipéptido descrito en el presente documento en células bacterianas (tal como E. coli), células de insectos, 
levadura o células de mamíferos (tal como células de ovario de hámster chino (CHO), células COS, células VERO, 
células BHK, células HeLa, células Cv1, células MDCK, células 293, células 3T3 o células PC12). Otras células 15 
huésped a modo de ejemplo incluyen células de los miembros de los géneros 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. Aún otras células huésped a modo de ejemplo 
pueden ser una célula Bacillus lentus, una célula Bacillus brevis, una célula Bacillus stearothermophilus, una célula 20 
Bacillus licheniformis, una célula Bacillus alkalophilus, una célula Bacillus coagulans, una célula Bacillus circulans, 
una célula Bacillus pumilis, una célula Bacillus thuringiensis, una célula Bacillus clausii, una célula Bacillus 
megaterium, una célula Bacillus subtilis, una célula Bacillus amyloliquefaciens, una célula Trichoderma koningii, una 
célula Trichoderma viride, una célula Trichoderma reesei, una célula Trichoderma longibrachiatum, una célula 
Aspergillus awamori, una célula Aspergillus fumigates, una célula Aspergillus foetidus, una célula Aspergillus 25 
nidulans, una célula Aspergillus niger, una célula Aspergillus oryzae, una célula Humicola insolens, una célula 
Humicola lanuginose, una célula Rhizomucor miehei, una célula Mucor miehei, una célula Streptomyces lividans, 
una célula Streptomyces murinus o una célula Actinomycetes. Otras células huésped son células huésped 
cianobacterianas. 

En una realización preferida, la célula huésped es una célula E. coli, una célula Saccharomyces cerevisiae o una 30 
célula Bacillus subtilis. En una realización más preferida, la célula huésped es de las cepas B, C, K o W de E. coli. 

Los expertos en la técnica conocen otras células huésped adecuadas. 

En los documentos WO2009/111513 y WO2009/111672 se describen células huésped adicionales que pueden 
usarse en los métodos descritos en el presente documento. 

Diversos métodos bien conocidos en la técnica pueden usarse para modificar por ingeniería genética células 35 
huésped para producir aldehídos grasos. Los métodos pueden incluir el uso de vectores, preferiblemente vectores 
de expresión, que contienen un ácido nucleico que codifica para un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos 
descrito en el presente documento, variante de polipéptido o un fragmento del mismo. Los expertos en la técnica 
apreciarán que pueden usarse una variedad de vectores virales (por ejemplo, vectores de retrovirus, vectores de 
lentivirus, vectores de adenovirus y vectores de virus adenoasociados) y vectores no virales en los métodos 40 
descritos en el presente documento. 

Los vectores de expresión recombinantes descritos en el presente documento incluyen un ácido nucleico descrito en 
el presente documento en una forma adecuada para la expresión del ácido nucleico en una célula huésped. Los 
vectores de expresión recombinantes pueden incluir una o más secuencias de control, seleccionadas basándose en 
la célula huésped que va a usarse para la expresión. La secuencia de control está unida operativamente a la 45 
secuencia de ácido 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, Calif. (1990). Las 
secuencias de control incluyen aquellas que dirigen la expresión constitutiva de una secuencia de nucleótidos en 
muchos tipos de células huésped y aquellas que dirigen la expresión de la secuencia de nucleótidos únicamente en 
determinadas células huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras específicas de tejido). Los expertos en la 50 
técnica apreciarán que el diseño del vector de expresión puede depender de factores tales como la elección de la 
célula huésped que va a transformarse, el nivel de expresión de proteína deseado, etc. La vectores de expresión 
descritos en el presente documento pueden introducirse en células huésped para producir polipéptidos, incluyendo 
polipéptidos de fusión, codificados por los ácidos nucleicos tal como se describe en el presente documento. 

Pueden diseñarse vectores de expresión recombinantes para la expresión de un polipéptido de biosíntesis de 55 
aldehídos grasos o variante en células procariotas o eucariotas (por ejemplo, células bacterianas, tales como E. coli, 

células de insectos (por ejemplo, usando vectores de expresión de baculovirus), células de levaduras o células de 
mamíferos). Se comentan adicionalmente células huésped adecuadas en Goeddel, Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Alternativamente, el vector de expresión 
recombinante puede transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo, usando secuencias reguladoras de promotor de 60 

ES 2 550 467 T3

 

23



 

T7 y polimerasa de T7. 

La expresión 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 expresión de polipéptidos o bien de 
fusión o bien no de fusión. Los vectores de fusión añaden varios aminoácidos a un polipéptido codificado en los 
mismos, habitualmente en el extremo amino-terminal del polipéptido recombinante. Tales vectores de fusión sirven 5 
normalmente para tres fines: (1) aumentar la expresión del polipéptido recombinante; (2) aumentar la solubilidad del 
polipéptido recombinante; y (3) ayudar a la purificación del polipéptido recombinante actuando como ligando en la 
purificación por afinidad. Con frecuencia, en vectores de expresión de fusión, se introduce un sitio de escisión 
proteolítica en la unión del resto de fusión y el polipéptido recombinante. Esto permite la separación del polipéptido 
recombinante del resto de fusión tras la purificación del polipéptido de fusión. Los ejemplos de tales enzimas, y sus 10 
secuencias de reconocimiento relacionadas, incluyen factor Xa, trombina y enterocinasa. Los vectores de expresión 
de fusión a modo de ejemplo incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith et al, Gen (1988) 67:31-40), pMAL (New 
England Biolabs, Beverly, Mass.) y pRITS (Pharmacia, Piscataway, N.J.), que fusionan glutatión S-transferasa 
(GST), proteína de unión a maltosa E, o proteína A, respectivamente, con el polipéptido recombinante diana. 

Los ejemplos de vectores de expresión de E. coli inducibles, no de fusión, incluyen pTrc (Amann et al, Gene (1988) 15 
69:301-315) y pET 11d (Studier et al, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, 
San Diego, Calif. (1990) 60-89). La expresión de genes diana a partir del vector pTrc se basa en la transcripción 
mediante ARN polimerasa del huésped a partir de un promotor de fusión híbrido trp-lac. La expresión de genes 
diana a partir del vector pET 11d se basa en la transcripción a partir de un promotor de fusión gn10-lac de T7 
mediada por una ARN polimerasa viral coexpresada (gn1 de T7). Esta polimerasa viral se suministra mediante 20 

cepas huésped BL21(DE3) o HMS174(DE3) a partir de un profago  residente que alberga un gen de gn1 de T7 bajo 
el control transcripcional del promotor lacUV 5. 

Una estrategia para maximizar la expresión de polipéptidos recombinantes es expresar el polipéptido en una célula 
huésped con una capacidad afectada para escindir proteolíticamente el polipéptido recombinante (véase Gottesman, 
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 119-128). 25 
Otra estrategia es alterar la secuencia de ácido nucleico que va a insertarse en un vector de expresión de modo que 
los codones individuales para cada aminoácido sean aquellos usados de manera preferencial en la célula huésped 
(Wada et al, Nucleic Acids Res. (1992) 20:2111-2118). Tal alteración de secuencias de ácido nucleico puede 

llevarse a cabo mediante técnicas de síntesis de ADN convencionales. 

En otra realización, la célula huésped es una célula de levadura. En esta realización, el vector de expresión es un 30 
vector de expresión de levadura. Los ejemplos de vectores para expresión en levadura S. cerevisiae incluyen 
pYepSec1 (Baldari et al, EMBO J. (1987) 6:229-234), pMFa (Kurjan et al, Cell (1982) 30:933-943), pJRY88 (Schultz 
et al, Gene (1987) 54:113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.) y picZ (Invitrogen Corp, San 

Diego, Calif.). 

Alternativamente, un polipéptido descrito en el presente documento puede expresarse en células de insectos usando 35 
vectores de expresión de baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresión de proteínas en 
células de insectos en cultivo (por ejemplo, células Sf9) incluyen, por ejemplo, la serie de pAc (Smith et al, MoI. Cell 
Biol. (1983) 3:2156-2165) y la serie de pVL (Lucklow et al. Virology (1989) 170:31-39). 

En aún otra realización, los ácidos nucleicos descritos en el presente documento pueden expresarse en células de 
mamíferos usando un vector de expresión de mamíferos. Los ejemplos de vectores de expresión de mamíferos 40 
incluyen pCDM8 (Seed, Nature (1987) 329:840) y pMT2PC (Kaufman et al, EMBO J. (1987) 6:187-195). Cuando se 

usa en células de mamíferos, las funciones de control del vector de expresión pueden proporcionarse mediante 
elementos reguladores virales. Por ejemplo, promotores comúnmente usados se derivan de polioma, adenovirus 2, 
citomegalovirus y virus del simio 40. Otros sistemas de expresión adecuados para células tanto procariotas como 
eucariotas se describen en los capítulos 16 y 17 de Sambrook et al, eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 45 

2ª 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 convencionales de 
transformación o transfección. Tal como se usan en el presente documento, los términos “transformación” y 
“transfección” se refieren a una variedad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir ácido nucleico foráneo 
(por ejemplo, ADN) en una célula huésped, incluyendo coprecipitación con fosfato de calcio o cloruro de calcio, 50 
transfección mediada por DEAE-dextrano, lipofección o electroporación. Pueden encontrarse métodos adecuados 
para transformar o transfectar células huésped, por ejemplo, en Sambrook et al. (citado anteriormente). 

Para la transformación estable de células bacterianas, se conoce que, dependiendo del vector de expresión y la 
técnica de transformación usados, sólo una pequeña fracción de las células captarán y replicarán el vector de 
expresión. Con el fin de identificar y seleccionar esos transformantes, puede introducirse un gen que codifica para un 55 
marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibióticos) en las células huésped junto con el gen de interés. 
Los marcadores seleccionables incluyen aquellos que confieren resistencia a fármacos, tales como ampicilina, 
canamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Pueden introducirse ácidos 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 
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presente documento o pueden introducirse en un vector separado. Pueden identificarse células transfectadas de 
manera estable con el ácido nucleico introducido mediante selección con fármacos (por ejemplo, las células que han 
incorporado el gen de marcador seleccionable sobrevivirán, mientras que las demás células morirán). 

Para la transfección estable de células de mamíferos, se conoce que, dependiendo del vector de expresión y la 
técnica de transfección usados, sólo una pequeña fracción de células puede integrar el ADN foráneo en su genoma. 5 
Con el fin de identificar y seleccionar estos integrantes, puede introducirse un gen que codifica para un marcador 
seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibióticos) en las células huésped junto con el gen de interés. Los 
marcadores seleccionables preferidos incluyen aquellos que confieren resistencia a fármacos, tales como G418, 
higromicina y metotrexato. Pueden introducirse ácidos 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 10 
pueden introducirse en un vector separado. Pueden identificarse células transfectadas de manera estable con el 
ácido nucleico introducido mediante selección con fármacos (por ejemplo, las células que han incorporado el gen de 
marcador seleccionable sobrevivirán, mientras que las demás células morirán). 

Proteínas de transporte 

Las proteínas de transporte pueden exportar polipéptidos y compuestos orgánicos (por ejemplo, aldehídos grasos) 15 
fuera de una célula huésped. Muchas proteínas 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 proteínas de transporte adecuadas son proteínas de transporte de casete de unión a ATP 
(ABC), proteínas de eflujo y proteínas transportadoras de ácidos grasos (FATP). Los ejemplos no limitativos 
adicionales de proteínas de transporte adecuadas incluyen las proteínas de transporte de ABC de organismos tales 20 
como Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thalania, Alkaligenes eutrophus y Rhodococcus erythropolis. En la figura 
5 se indican proteínas de transporte de ABC a modo de ejemplo que pueden usarse (por ejemplo, CER5, AtMRP5, 
AmiS2 y AtPGP1). También pueden elegirse células huésped por su capacidad endógena para secretar compuestos 
orgánicos. La eficacia de la producción y secreción de compuestos orgánicos dentro del entorno de la célula 
huésped (por ejemplo, medio de cultivo, caldo de fermentación) puede expresarse como una razón de producto 25 
intracelular con respecto a producto extracelular. En algunos ejemplos, la razón puede ser de aproximadamente 5:1, 
4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 ó 1:5. 

Fermentación 

La producción y el aislamiento de aldehídos grasos puede potenciarse empleando técnicas de fermentación 
beneficiosas. Un método para maximizar la producción al tiempo que se reducen los costes es aumentar el 30 
porcentaje de la fuente de carbono que se convierte en productos de hidrocarburos. 

Durante ciclos de vida celulares normales, se usa carbono en funciones celulares, tales como producción de lípidos, 
sacáridos, proteínas, ácidos orgánicos y ácidos nucleicos. La reducción de la cantidad de carbono necesaria para 
actividades relacionadas con el crecimiento puede aumentar la eficacia de la conversión de la fuente de carbono en 
producto. Esto puede lograrse, por ejemplo, haciendo crecer en primer lugar células huésped hasta una densidad 35 
deseada (por ejemplo, una densidad alcanzada en el pico de la fase de crecimiento logarítmica). En tal punto, 
pueden emplearse genes de punto de control de la replicación para detener el crecimiento de células. 
Específicamente, pueden usarse mecanismos de percepción de quórum (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. 40 

Los genes que pueden activarse para detener la replicación y el crecimiento celular en E. coli incluyen genes 
umuDC. La sobreexpresión de genes umuDC detiene la progresión 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 

síntesis translesión a lo largo de lesiones no codificantes, la base mecanística de la mayor parte de la mutagénesis 
por UV y química. Los productos del gen umuDC están implicados en el proceso de síntesis translesión y también 45 
sirven como punto de control de daño de la secuencia de ADN. Los productos del gen umuDC incluyen UmuC, 
UmuD, umuD’, UmuD2C, UmuD’2 y UmuD2. Simultáneamente, pueden activarse genes de producción de producto, 
minimizando así la necesidad de usar rutas de replicación y mantenimiento mientras está produciéndose un aldehído 
graso. También pueden modificarse por ingeniería células huésped para expresar umuC y umuD de E. coli en 
pBAD24 bajo el sistema promotor prpBCDE mediante síntesis de novo de este gen con los genes de producción de 50 
producto final apropiados. 

El porcentaje de carbonos introducidos convertidos en aldehídos grasos puede ser un impulsor del coste. Cuanto 
más eficaz es el procedimiento (es decir, cuanto mayor es el porcentaje de carbonos introducidos convertidos en 
aldehídos grasos), más económico será el procedimiento. Para fuentes de carbono que contienen oxígeno (por 
ejemplo, fuentes a base de glucosa y otros hidrato de carbono), el oxígeno debe liberarse en forma de dióxido de 55 
carbono. Por cada 2 átomos de oxígeno liberados, también se libera un átomo de carbono conduciendo a una 
eficacia metabólica teórica máxima de aproximadamente el 34% (p/p) (para productos derivados de ácidos grasos). 
Sin embargo, esta cifra cambia para otros compuestos orgánicos y fuentes de carbono. Las eficacias típicas en la 
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bibliografía son aproximadamente inferiores al 5%. Células huésped modificadas por ingeniería para producir 
aldehídos grasos pueden tener una eficacia de más de aproximadamente el 1, el 3, el 5, el 10, el 15, el 20, el 25 y el 
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 5 
eficacia de más del 30%. 

La célula huésped puede modificarse adicionalmente por ingeniería para expresar celulosomas recombinantes, tales 
como los descritos en la solicitud PCT número PCT/US2007/003736. Estos celulosomas pueden permitir a la célula 
huésped usar material celulósico como fuente de carbono. Por ejemplo, la célula huésped puede modificarse por 
ingeniería adicionalmente para expresar invertasas (EC 3.2.1.26) de modo que puede usarse sacarosa como fuente 10 
de carbono. De manera similar, la célula huésped puede modificarse por ingeniería usando las enseñanzas descritas 
en las patentes estadounidenses n.

os
 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 de manera eficaz y usar materiales celulósicos como fuentes de carbono. 

En un ejemplo, la cámara de fermentación puede encerrar una fermentación que está experimentando una 
reducción continua. En este caso, puede crearse un entorno reductor estable. El equilibrio de electrones puede 15 
mantenerse mediante la liberación de dióxido de carbono (en forma gaseosa). Esfuerzos por aumentar el equilibrio 
de NAD/H y NADP/H también pueden facilitar la estabilización del equilibrio de electrones. También puede 
potenciarse la disponibilidad de NADPH intracelular modificando por ingeniería la célula huésped para expresar una 
NADH:NADPH transhidrogenasa. La expresión de una o más NADH:NADPH transhidrogenasas convierte el NADH 
producido en la glicólisis en NADPH, lo cual puede potenciar la producción de aldehídos grasos. 20 

Para la producción a pequeña escala, pueden hacerse crecer las células huésped modificadas por ingeniería en 
lotes, por ejemplo, de aproximadamente 100 ml, 500 ml, 1 l, 2 l, 5 l o 10 l; fermentarse; e inducirse para expresar 
genes de biosíntesis de aldehídos grasos deseados basándose en los genes específicos codificados en los 
plásmidos apropiados. Para una producción a gran escala, pueden hacerse crecer las células huésped modificadas 
por ingeniería en lotes de aproximadamente 10 l, 100 l, 1000 l, 10.000 l, 100.000 l, 1.000.000 l o más; fermentarse; e 25 
inducirse para expresar genes de biosíntesis de aldehídos grasos deseados basándose en los genes específicos 
codificados en los plásmidos apropiados o incorporados en el genoma de la célula huésped. 

Por ejemplo, un huésped de producción adecuado, tal como células E. coli, que alberga plásmidos que contienen los 
genes de biosíntesis de aldehídos grasos deseados o que tiene los genes de biosíntesis de aldehídos grasos 
integrados en su cromosoma, puede incubarse en un reactor adecuado, por ejemplo un reactor de 1 l, durante 30 
20 horas a 37ºC en medio M9 suplementado con glucosa al 2%, carbenicilina y cloranfenicol. Cuando la DO600 del 
cultivo alcanza 0,9, puede inducirse el huésped de producción con IPTG para activar los sistemas génicos 
modificados por ingeniería para la producción de aldehídos grasos. Tras la incubación, pueden extraerse los medios 
gastados y puede examinarse la fase orgánica para determinar la presencia de aldehídos grasos usando CG-EM. 

En algunos casos, tras la primera hora de inducción, pueden extraerse cada hora alícuotas de no más de 35 
aproximadamente el 10% del volumen celular total y dejarse reposar sin agitación para permitir que los aldehídos 
grasos suban a la superficie y experimenten separación de fases espontánea o precipitación. Entonces puede 
recogerse el componente de aldehídos grasos, y devolverse la fase acuosa a la cámara de reacción. La cámara de 
reacción puede hacerse funcionar de manera continua. Cuando la DO600 disminuye por debajo de 0,6, pueden 
reemplazarse las células por un nuevo lote que se ha hecho crecer a partir de un cultivo de siembra. 40 

Producción de aldehídos grasos usando métodos libres de células 

En algunos métodos descritos en el presente documento, puede producirse un aldehído graso usando un polipéptido 
purificado descrito en el presente documento y un sustrato descrito en el presente documento. Por ejemplo, puede 
modificarse por ingeniería una célula huésped para expresar un polipéptido de biosíntesis de aldehídos grasos o 
variante tal como se describe en el presente documento. La célula huésped puede cultivarse en condiciones 45 
adecuadas para permitir la expresión del polipéptido. Entonces pueden generarse extractos libres de células usando 
métodos conocidos. Por ejemplo, pueden someterse las células huésped a lisis usando detergentes o mediante 
sonicación. Pueden purificarse los polipéptidos expresados usando métodos conocidos. Tras obtener los extractos 
libres de células, pueden añadirse sustratos descritos en el presente documento a los extractos libres de células y 
mantenerse en condiciones para permitir la conversión de los sustratos en aldehídos grasos. Entonces pueden 50 
separarse los aldehídos grasos y purificarse usando técnicas conocidas. 

Procesamiento tras la producción  

Los aldehídos grasos producidos durante la fermentación pueden separarse de los medios de fermentación. Puede 
usarse cualquier técnica conocida para separar aldehídos grasos de medios acuosos. Un procedimiento de 
separación a modo de ejemplo es un procedimiento de separación de dos fases (bifásico). Este procedimiento 55 
implica fermentar las células huésped modificadas por ingeniería genética en condiciones suficientes para producir 
un aldehído graso, permitiendo que el aldehído graso se acumule en una fase orgánica, y separar la fase orgánica 
del caldo de fermentación acuoso. Este método puede ponerse en práctica en procedimientos de fermentación tanto 
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continuos como discontinuos. 

La separación bifásica usa la relativa inmiscibilidad de aldehídos grasos para facilitar la separación. Inmiscible se 
refiere a la relativa incapacidad de un compuesto para disolverse en agua y se define mediante el coeficiente de 
distribución del compuesto. Un experto habitual en la técnica apreciará que eligiendo un caldo de fermentación y una 
fase orgánica, de tal manera que el aldehído graso que está produciéndose tenga un alto valor de logP, el aldehído 5 
graso puede separarse a la fase orgánica, incluso a concentraciones muy bajas, en el recipiente de fermentación. 

Los aldehídos grasos producidos mediante los métodos descritos en el presente documento pueden ser 
relativamente inmiscibles en el caldo de fermentación, así como en el citoplasma. Por tanto, el aldehído graso puede 
acumularse en una fase orgánica o bien intracelularmente o bien extracelularmente. La acumulación de los 
productos en la fase orgánica puede reducir el impacto del aldehído graso sobre la función celular y puede permitir 10 
que la célula huésped produzca más producto. 

Los métodos descritos en el presente documento pueden dar como resultado la producción de compuestos 
homogéneos en los que al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 95% de los aldehídos 
grasos producidos tendrán longitudes de cadena de carbono que varían en menos de aproximadamente 6 carbonos, 
menos de aproximadamente 4 carbonos o menos de aproximadamente 2 carbonos. Estos compuestos también 15 
pueden producirse con un grado de saturación relativamente uniforme. Estos compuestos pueden usarse 
directamente como combustibles, aditivos para combustibles, materiales de partida para la producción de otros 
compuestos químicos (por ejemplo, polímeros, tensioactivos, plásticos, materiales textiles, disolventes, adhesivos, 
etc.), o aditivos para el cuidado personal. Estos compuestos también pueden usarse como materia prima para 
reacciones posteriores, por ejemplo, hidrogenación, craqueo catalítico (por ejemplo, mediante hidrogenación, 20 
pirólisis, o ambas), para producir otros productos. 

En algunas realizaciones, los aldehídos grasos producidos usando métodos descritos en el presente documento 
pueden contener entre aproximadamente el 50% y aproximadamente el 90% de carbono; o entre aproximadamente 
5% y aproximadamente el 25% de hidrógeno. En otras realizaciones, los aldehídos grasos producidos usando 
métodos descritos en el presente documento pueden contener entre aproximadamente el 65% y aproximadamente 25 
el 85% de carbono; o entre aproximadamente el 10% y aproximadamente el 15% de hidrógeno. 

Bioproductos 

Bioproductos (por ejemplo, aldehídos grasos) que comprenden compuestos orgánicos producidos de manera 
biológica, particularmente aldehídos grasos producidos de manera biológica usando la ruta de biosíntesis de ácidos 
grasos, no se han producido a partir de fuentes renovables y, como tales, son nuevas composiciones de materia. 30 
Estos nuevos bioproductos pueden distinguirse de compuestos orgánicos derivados de carbono petroquímico 
basándose en la huella isotópica carbono doble o datación por 

14
C. Adicionalmente, la fuente específica de carbono 

de fuente biológica (por ejemplo, glucosa frente a glicerol) puede determinarse mediante la huella isotópica de 
carbono doble (véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.º 7.169.588). 

La capacidad para distinguir bioproductos de compuestos orgánicos basados en petróleo es beneficiosa en el 35 
rastreo de estos materiales en el comercio. Por ejemplo, los compuestos orgánicos o productos químicos que 
comprenden perfiles de isótopos de carbono tanto de base biológica como basados en petróleo pueden distinguirse 
de compuestos orgánicos y productos químicos producidos únicamente a partir de materiales basados en petróleo. 
Por tanto, puede realizarse un seguimiento de los presentes materiales en el comercio basándose en su perfil de 
isótopos de carbono único. 40 

Los bioproductos pueden distinguirse de compuestos orgánicos basados en petróleo comparando la razón de 
isótopos de carbono estable (

13
C/

12
C) en cada combustible. La razón de 

13
C/

12
C en un bioproducto dado es una 

consecuencia de la razón de 
13

C/
12

C en el dióxido de carbono atmosférico en el momento en el que se fija el dióxido 
de carbono. También refleja la ruta metabólica precisa. También se producen variaciones regionales. El petróleo, las 
plantas C3 (de hoja ancha), las plantas C4 (las hierbas) y los carbonatos marinos muestran todos ellos diferencias 45 

significativas en cuanto a 
13

C/
12

C y los correspondientes valores de 
13

C. Además, la materia lipídica de plantas C3 y 
C4 presenta resultados en análisis diferentes de los materiales derivados de los componentes de hidratos de 
carbono de las mismas plantas como consecuencia de la ruta metabólica. 

Dentro de la precisión de la medición, 
13

C muestra grandes variaciones debido a efectos de fraccionamiento 
isotópico, el más significativo de los cuales para los bioproductos es el mecanismo fotosintético. La principal causa 50 
de diferencias en la razón de isótopos de carbono en plantas está estrechamente asociada con diferencias en la ruta 
del metabolismo de carbono fotosintética en las plantas, particularmente la reacción que se produce durante la 
carboxilación primaria (es decir, la fijación inicial de CO2 atmosférico). Dos grandes clases de vegetación son 
aquellas que incorporan el ciclo fotosintético “C3”(o de Calvin-Benson) y aquellas que incorporan el ciclo fotosintético 
“C4” (o de Hatch-Slack). 55 

En las plantas C3, la reacción de carboxilación o fijación de CO2 primaria implica la enzima ribulosa-1,5-difosfato 
carboxilasa, y el primer producto estable es un compuesto de 3-carbonos. Las plantas C3, tales como las de madera 
dura y las coníferas, son dominantes en las zonas de clima templado. 
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En las plantas C4, una reacción de carboxilación adicional que implica otra enzima, fosfoenol-piruvato carboxilasa, es 
la reacción de carboxilación primaria. El primer compuesto de carbono estable es un ácido de 4 carbonos que 
posteriormente se descarboxila. El CO2 así liberado vuelve a fijarse mediante el ciclo C3. Ejemplos de plantas C4 son 
hierbas tropicales, maíz y caña de azúcar. 

Tanto las plantas C4 como las C3 muestran un intervalo de razones isotópicas 
13

C/
12

C, pero valores típicos son de 5 
aproximadamente -7 a aproximadamente -13 por mil para plantas C4 y de aproximadamente -19 a aproximadamente 
-27 por mil para plantas C3 (véase, por ejemplo, Stuiver et al, Radiocarbon 19:355, 1977). El carbón y el petróleo se 
encuentran generalmente en este último intervalo. La escala de medición de 

13
C se definió originalmente mediante 

un cero establecido por caliza belemnita de Pee Dee (PDB), en la que los valores vienen dados en desviaciones en 

partes por mil con respecto a este material. Los valores de “
13

C” se expresan en partes por cada mil (por mil), 10 
abreviado, ‰, y se calculan de la siguiente manera: 


13

C (‰) = [(
13

C/
12

C)muestra - (
13

C/
12

C)patrón] / (
13

C/
12

C)patrón x 1000 

Dado que el material de referencia (RM) PDB se ha agotado, se ha desarrollado una serie de RM alternativos en 
colaboración con IAEA, USGS, NIST, y otros laboratorios de isótopos internacionales seleccionados. La notación 

para las desviaciones por mil con respecto a PDB es 
13

C. Las mediciones se realizan con CO2 mediante 15 
espectrometría de masas de razón estable de alta precisión (EMRI) con iones moleculares con masas de 44, 45 y 
46. 

Las composiciones descritas en el presente documento incluyen bioproductos producidos mediante cualquiera de 

los métodos descritos en el presente documento. Específicamente, el bioproducto puede tener un 
13

C de 
aproximadamente -28 o más, aproximadamente -27 o más, -20 o más, -18 o más, -15 o más, -13 o más, -10 o más, 20 

o -8 o más. Por ejemplo, el bioproducto puede tener un 
13

C 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 un 
13

C de 
aproximadamente -10, -11, -12 o -12,3. 25 

También pueden distinguirse bioproductos de compuestos orgánicos basados en petróleo comparando la cantidad 
de 

14
C en cada compuesto. Dado que 

14
C tiene una semivida nuclear de 5730 años, los combustibles basados en 

petróleo que contienen carbono “más antiguo” pueden distinguirse de bioproductos que contienen carbono “más 
nuevo” (véase, por ejemplo, Currie, “Source Apportionment of Atmospheric Particles”, Characterization of 
Environmental Particles, J. Buffle y H. P. van Leeuwen, Eds., 1 of Vol. I of the IUPAC Environmental Analytical 30 
Chemistry Series (Lewis Publishers, Inc) (1992) 3-74). 

La suposición básica en la datación por radiocarbono es que la constancia de la concentración de 
14

C en la 
atmósfera conduce a la constancia de 

14
C en organismos vivos. Sin embargo, debido a las pruebas nucleares 

atmosféricas desde 1950 y a la quema de combustible fósil desde 1850, 
14

C ha adquirido una segunda característica 
temporal geoquímica. Su concentración en el CO2 atmosférico, y por tanto en la biosfera viva, aproximadamente se 35 
duplicó en el punto máximo de las pruebas nucleares, a mediados de los años 1960. Desde entonces ha estado 
volviendo gradualmente a la tasa isotópica (

14
C /

12
C) inicial (atmosférica) cosmogénica en estado estacionario de 

aproximadamente 1,2 x 10
-12

, con una “semivida” de relajación aproximada de 7-10 años. (Esta última semivida no 
debe tomarse literalmente; en vez de eso, debe usarse la función de introducción/descomposición nuclear 
atmosférica detallada para realizar un seguimiento de la variación de 

14
C atmosférico y biosférico desde el inicio de 40 

la era nuclear). 

Esta última característica temporal de 
14

C biosférico es la que conserva la promesa de la datación anual de carbono 
biosférico reciente. 

14
C puede medirse mediante espectrometría de masas con aceleradores (EMA), facilitándose los 

resultados en unidades de “fracción de carbono moderno” (fM). fM se define por los materiales de referencia patrón 
(SRM) 4990B y 4990C del National Institute of Standards and Technology (NIST). Tal como se usa en el presente 45 
documento, la “fracción de carbono moderno” o “fM” tiene el mismo significado que el definido por los materiales de 
referencia patrón (SRM) 4990B y 4990C del National Institute of Standards and Technology (NIST), conocidos como 
patrones de ácidos oxálicos HOxI y HOxII, respectivamente. La definición fundamental se refiere a 0,95 veces la 
razón de isótopos 

14
C /

12
C de HOxI (con referencia a AD 1950). Esto es aproximadamente equivalente a la madera 

previa a la revolución industrial corregida para la descomposición. Para la biosfera viva actual (material vegetal), fM 50 
es de aproximadamente 1,1. 

La invención proporciona un bioproducto que puede tener una fM de 
14

C de al menos aproximadamente 1. Por 
ejemplo, el bioproducto puede tener una fM de 

14
C de al menos aproximadamente 1,01, una fM de 

14
C de 

aproximadamente 1 a aproximadamente 1,5, una fM de 
14

C de aproximadamente 1,04 a aproximadamente 1,18, o 
una fM de 

14
C de aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124. 55 

Otra medición de 
14

C se conoce como el porcentaje de carbono moderno, pMC. Para un arqueólogo o geólogo que 
usa dataciones por 

14
C, AD 1950 es igual a “cero años de edad”. Esto también representa 100 pMC. El “carbono 

bomba” en la atmósfera alcanzó casi el doble del nivel normal en 1963 en el punto máximo de las armas 
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termonucleares. Su distribución dentro de la atmósfera se ha aproximado desde su aparición, mostrando valores 
superiores a 100 pMC para plantas y animales vivos desde AD 1950. Ha disminuido gradualmente a lo largo del 
tiempo siendo el valor actual próximo a 107,5 pMC. Esto significa que un material de biomasa reciente, tal como 
maíz, dará un valor característico de 

14
C próximo a 107,5 pMC. Los compuestos basados en petróleo tendrán un 

valor de pMC de cero. Combinar carbono fósil con carbono actual dará como resultado una dilución del contenido de 5 
pMC actual. Suponiendo que 107,5 pMC representa el contenido en 

14
C de los materiales de biomasa actuales y 

0 pMC representa el contenido en 
14

C de productos basados en petróleo, el valor de pMC medido para ese material 
reflejará las proporciones de los dos tipos de componentes. Por ejemplo, un material derivado al 100% de semillas 
de soja actuales dará un valor característico de radiocarbono próximo a 107,5 pMC. Si se diluye ese material al 50% 
con productos basados en petróleo, dará un valor característico de radiocarbono de aproximadamente 54 pMC. 10 

Un contenido en carbono de base biológica 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 dará un contenido en carbono de base biológica equivalente del 
93%. Este valor se denomina resultado de carbono de base biológica medio y supone que todos los componentes 
dentro del material analizado se originan o bien de material biológico actual o bien de material basado en petróleo. 

Un bioproducto descrito en el presente documento puede tener un pMC de al menos aproximadamente 50, 60, 70, 15 
75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 ó 100. En otros casos, un bioproducto 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 aún otros casos, un bioproducto descrito en el presente documento puede tener un pMC de 20 
aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94 ó 94,2. 

La invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan únicamente 
con fines ilustrativos. No deben interpretarse como limitativos del alcance o contenido de la invención de ninguna 
manera. 

Ejemplos 25 

EJEMPLO 1 

Identificación de homólogos de ácido carboxílico reductasa (CAR)  

La ácido carboxílico reductasa (CAR) de la cepa NRRL 5646 de Nocardia sp. puede reducir ácidos carboxílicos para 
dar los aldehídos correspondientes sin enzimas activantes separadas, tales como acil-CoA sintasas (Li et al., J. 
Bacteriol. 179:3482-3487, 1997; He et al., Appl. Environ. Microbiol. 70:1874-1881, 2004)). Una búsqueda en BLAST 30 
usando la secuencia de aminoácidos de CAR de NRRL 5646 (registro de Genpept AAR91681) (SEQ ID NO: 16) 
como secuencia consulta identificó aproximadamente 20 secuencias homólogas. Tres homólogos, indicados en la 
tabla 7, se evaluaron para determinar su capacidad para convertir ácidos grasos en aldehídos grasos in vivo cuando 
se expresaban en E. coli. A nivel de secuencia de nucleótidos, carA (SEQ ID NO: 19), carB (SEQ ID NO: 21) y fadD9 
(SEQ ID NO: 17) demostraron una homología del 62,6%, el 49,4% y el 60,5%, respectivamente, con respecto al gen 35 
car (AY495697) de Nocardia sp. NRRL 5646 (SEQ ID NO: 15). A nivel de aminoácidos, CARA (SEQ ID NO: 20), 
CARB (SEQ ID NO: 22) y FadD9 (SEQ ID NO: 18) demostraron una identidad del 62,4%, el 59,1% y el 60,7%, 
respectivamente, con respecto a CAR de Nocardia sp. NRRL 5646 (SEQ ID NO: 16). 

Tabla 7: Proteína de tipo CAR y secuencias codificantes correspondientes.  

Registro de 
Genpept  

Etiqueta de locus Anotación en GenBank Nombre 
de gen  

NP_217106 Rv 2590 Ácido graso-CoA ligasa probable (FadD9) fadD9 

ABK75684 MSMEG 2956 Proteína de la familia de epimerasa/deshidratasa 
dependiente de NAD  

carA 

YP_889972.1 MSMEG 5739 Proteína de la familia de epimerasa/deshidratasa 
dependiente de NAD 

carB 

EJEMPLO 2 40 

Expresión de homólogos de CAR en E. coli 

A. Construcción de plásmidos 

Se construyeron tres plásmidos de expresión en E. coli para expresar los genes que codificaban para los homólogos 
de CAR indicados en la tabla 7. En primer lugar, se amplificó fadD9 a partir de ADN genómico de Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv (obtenido de The University of British Columbia, Vancouver, BC Canadá) usando los cebadores 45 

fadD9F y FadDR (véase la tabla 8). En primer lugar se clonó el producto de PCR en PCR-blunt (Invitrogen) y 
después se liberó como un fragmento de Ndel-Avrll. Entonces se clonó el fragmento de Ndel-Avrll entre los sitios 
Ndel y Avrll de pACYCDuet-1 (Novogen) para generar pACYCDuet-1-fadD9. 
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Se amplificaron los genes carA y carB a partir del ADN genómico de Mycobacterium smegmatis MC2 155 (obtenido 
de ATCC (ATCC 23037D-5)) usando los cebadores CARMCaF y CARMCaR o CARMCbF y CARMCbR, 
respectivamente (véase la tabla 8). En primer lugar se clonó cada producto de PCR en PCR-blunt y después se 
liberó como fragmento de Ndel-Avrll. Entonces se subclonó cada uno de los dos fragmentos entre los sitios Ndel y 
Avrll de pACYCDuet-1 (Novogen) para generar pACYCDUET-carA y pACYCDUET-carB. 5 

Tabla 8. Cebadores usados para amplificar genes que codifican para homólogos de CAR  

fadD9F cat ATGTCGATCAACGATCAGCGACTGAC (SEQ ID NO: 1) 

fadD9R cctagg TCACAGCAGCCCGAGCAGTC (SEQ ID NO: 2) 

CARMCaF cat ATGACGATCGAAACGCG (SEQ ID NO: 3) 

CARMCaR cctagg TTACAGCAATCCGAGCATCT (SEQ ID NO: 4) 

CARMCbF cat ATGACCAGCGATGTTCAC (SEQ ID NO: 5) 

CARMCbR cctagg TCAGATCAGACCGAACTCACG (SEQ ID NO: 6) 

B. Evaluación de la producción de aldehídos grasos 

Se cotransformaron por separado plásmidos que codificaban para los homólogos de CAR (pACYCDUET-fadD9, 

pACYCDUET-carA y pACYCDUET-carB) en la cepa C41 de E. coli (DE3, fadE) (descrita en el documento 

PCT/US08/058788) junto con pETDuet-1-’tesA (descrito en el documento PCT/US08/058788). 10 

Se hicieron crecer los transformantes de E. coli en 3 ml de medio LB suplementado con carbenicilina (100 mg/l) y 

cloranfenicol (34 mg/l) a 37ºC. Tras el crecimiento durante la noche, se transfirieron 15 l de cultivo a 2 ml de medio 
LB reciente suplementado con carbenicilina y cloranfenicol. Tras 3,5 horas de crecimiento, se transfirieron 2 ml de 
cultivo a un matraz de 125 ml que contenía 20 ml de medio M9 con glucosa al 2% y con carbenicilina y cloranfenicol. 
Cuando la DO600 del cultivo alcanzó 0,9, se añadió 1 mM de IPTG a cada matraz. Tras 20 horas de crecimiento a 15 
37ºC, se añadieron 20 ml de acetato de etilo (con el 1% de ácido acético, v/v) a cada matraz para extraer los 
compuestos orgánicos producidos durante la fermentación. Se analizó directamente el extracto de acetato de etilo 
bruto con CG/EM tal como se describe a continuación. 

La coexpresión de ‘tesA sin líder y cualquiera de los tres genes car en E. coli dio como resultado una producción de 

aldehídos grasos detectable. En una fermentación, LS9001/pACYCDUET carB+ pETDuet-1-’tesA produjo un 20 
promedio de 120 mg/l de aldehídos grasos. Los tiempos de retención fueron de 6,959 minutos para dodecanal, 
8,247 minutos para 7-tetradecenal, 8,37 minutos para tetradecanal, 9,433 minutos para 9-hexadecenal, 
9,545 minutos para hexadecanal y 10,945 minutos para 11-octadecenal. La presencia de grandes cantidades de 
aldehídos grasos concuerda con el hecho de que CAR es una ácido graso reductasa generadora de aldehídos 
(AFAR). Este mecanismo es diferente de las acil graso-CoA reductasas generadoras de alcoholes (FAR), por 25 
ejemplo, JjFAR, y acil graso-CoA reductasas, tales como Acr1. 

C. Preferencias de sustrato de los homólogos de CAR  

Se observaron claras preferencias de sustrato entre los tres homólogos de CAR evaluados. FadD9 mostró una 
fuerte preferencia por ácidos grasos C12 con respecto a otros ácidos grasos con longitudes de cadena de carbono 
superiores a 12. Tanto CarA como CarB demostraron gamas de sustrato más amplias que FadD9. 30 

D. Cuantificación e identificación de aldehídos grasos 

Se realizó CG-EM usando un sistema Agilent 5975B MSD equipado con una columna DB-5 de 30 m x 0,25 mm 

(película de 0,10 m). La temperatura de la columna era isotérmica durante 3 min a 100ºC. Se programó la columna 
para subir desde 100ºC hasta 320ºC a una velocidad de 20°C/min. Cuando se alcanzó la temperatura final, la 

columna permaneció isotérmica durante 5 minutos a 320ºC. El volumen de inyección fue de 1 l. El gas portador, 35 
helio, se liberó a 1,3 ml/min. El espectrómetro de masas estaba equipado con una fuente de ionización por impacto 
de electrones. La temperatura de la fuente de ionización se fijó a 300ºC. 

Antes de la cuantificación, se identificaron diversos aldehídos usando dos métodos. En primer lugar, se comparó el 
tiempo de retención en CG de cada compuesto con el tiempo de retención de un patrón conocido, tal como 
laurilaldehído (dodecanal). En segundo lugar, se confirmó la identificación de cada compuesto haciendo coincidir el 40 
espectro de masas del compuesto con el espectro de masas de un patrón en la biblioteca de espectros de masas. 
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REIVINDICACIONES 

1. Método de producción de un aldehído graso, comprendiendo el método:  

(a) proporcionar una célula huésped, estando dicha célula huésped modificada por ingeniería para expresar  

(i) un gen que codifica para un polipéptido que tiene al menos el 80% de identidad de secuencia con 
respecto a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22, en el que el polipéptido tiene actividad 5 
ácido carboxílico reductasa, y  

(ii) un gen que codifica para un polipéptido que tiene actividad tioesterasa (EC 3.1.2.14 o EC 3.1.1.5);  

(b) cultivar dicha célula huésped modificada por ingeniería en un medio de cultivo que contiene una fuente 
de carbono, en condiciones eficaces para producir un aldehído graso.  

2. Método según la reivindicación 1, que comprende además modificar la expresión de un gen que codifica 10 
para un polipéptido que tiene actividad ácido graso sintasa en la célula huésped.  

3. Método según la reivindicación 1 ó 2, en el que la célula huésped es una célula huésped modificada por 
ingeniería genética que expresa un nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos con 
respecto a una célula huésped silvestre, en el que la enzima de degradación de ácidos grasos tiene 
actividad acil-CoA sintasa (EC 2.3.1.86).  15 

4. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la célula huésped se selecciona del 
grupo que consiste en una célula de mamífero, célula vegetal, célula de insecto, célula de hongo y célula 
bacteriana.  

5. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el aldehído graso es decanal, 
dodecanal, miristal o hexadecal.  20 

6. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha fuente de carbono es un 
monosacárido, preferiblemente glucosa.  

7. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el aldehído graso se detecta en el 
cultivo.  

8. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el polipéptido comprende la secuencia 25 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 22.  

9. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la célula huésped es una célula de 
levadura o una célula de hongo filamentoso. 
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FIG 2 

 
AAR91681.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:15) 

>gi │40796034:488-4012 Nocardia sp. NRRL 5646 gen ácido carboxílico reductasa dependiente de ATP/NADPH 
(car), cds completa 
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FIG. 2 (Cont.) 
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FIG 2 (Cont.) 

 
 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:16) 
>gi │40796035 │gb │AAR91681.1 │ ácido carboxílico reductasa dependiente de ATP/NADPH [Nocardia sp. NRRL 
5646] 
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FIG. 3 

Motivo 1 
 
-G-Y-X-X-S/A/T-K-W/L (SEQ ID NO:7); y 
 
-G-X-X-G-X-L-G (SEQ ID NO:8); y 
 
-L/V/I-G-G-D-S-X-X-A (SEQ ID NO:9); y 
 
-[LIVMFY]-{E}-{VES}-[STG]-[STAG]-G-[ST]-[STEIA]-[SG]-X-[PASLIVM]-[KR] (SEQ ID NO:10), en el que {X} 
representa cualquier aminoácido excepto X y  [X1X2] 
representa X1 o X2 
 
Motivo 2 
 
RTVLLX1GAX2GX3LGRX4LX5LX6WL (SEQ ID NO:11) 
en el que   
X1 es S o T;  
X2 es T o N; 
X3 es F o W; 
X4 es F o Y; 
X5 es A o T;  y 
X6 es E o Q 
 
Motivo 3 
LXXGXXGXLGXXLXLXWLXR (SEQ ID NO:12) 
 
Motivo 4 
WAXEVLLR  (SEQ ID NO:13), en el que X puede ser cualquier aminoácido; o 
LXXGXXGXLGXXLXX1XX2LX3R (SEQ ID NO:14), en el que 
X1 es Leu o Ile; 
X2 es Trp o Leu; y 
X3 varía entre 13 aminoácidos o 14 aminoácidos 
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FIG. 3 (Cont.) 

Motivo 5 
 
-G-Y-X-X-S/A/T-K-W/L (SEQ ID NO:7); y 
 
-L/V/I-G-G-D-S-X-X-A (SEQ ID NO:9); y 
 
-[LIVMFY]- {E} - {VES} - [STG] - [STAG] – G - [ST] - [STEIA] - [SG] – X - [PASLIVM] - [KR] (SEQ ID NO:10), en el 
que {X} representa cualquier aminoácido excepto X y [X1X2] representa X1 o X2; y 
 
RTVLLX1GAX2GX3LGRX4LX5LX6WL (SEQ ID NO:11), en el que 
 
X1 es S o T; 
X2 es T o N; 
X3 es F o W; 
X4 es F o Y; 
X5 es A o T; y 
X6 es E o Q 
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FIG. 4 

NP 217106 (FADD9) 

 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:17) 

>gi │57116681:2917871-2921377 Mycobacterium tuberculosis H37Rv, genoma completo 
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FIG. 4 (Cont.) 
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FIG. 4 (Cont.) 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:18) 

>gi │15609727│ref│NP_217106.1│ ácido graso-CoA ligasa 
[Mycobacterium tuberculosis H37Rv] 
 

 
ABK75684 (CARA) 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:19) 

>gi │118168627:3015785-3019291 Mycobacterium smegmatis str. MC2 155, genoma completo 
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FIG. 4 (Cont.) 
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FIG. 4 (Cont.) 
 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:20) 

 
>gi│11817478│gb│ABK75684.1│ Proteína de la familia de epimerasa/deshidratasa dependiente de NAD 
[Mycobacterium smegmatis str. MC2 155] 
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FIG 4 (Cont.) 

 

 
YP 889972 (CARB) 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:21) 

>gi │118467340:5821317-5824838 Mycobacterium smegmatis str. MC2 155, genoma completo 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 

Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:22) 

>gi │118469671 │ref │YP_889972.1 │ supuesta ácido graso de cadena larga-CoA ligasa [Mycobacterium 
smegmatis str. MC2 155] 
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FIG 4 (Cont.) 
YP 905678.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:23) 

>uniprot │ A0PPD8 │ A0PPD8_MYCUA  ácido graso-CoA ligasa FadD9 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:24) 

>uniprot │ A0PPD8 │ A0PPD8_MYCUA  ácido graso-CoA ligasa FadD9 
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FIG 4 (Cont.) 

 
ZP 04027864 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:25) 

>gi │227980074:564806-568123 Tsukamurella paurometabola DSM 20162 TpauDRAFT_4083016_Cont3, 
secuenciación genómica completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 
 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:26) 

>gi │227980601 │ ref │ ZP_04027864.1 │ proteina de tipo tioéster reductasa [Tsukamurella paurometabola DSM 
20162] 
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FIG 4 (Cont.) 

 
ZP 05045132 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:27) 

>gi │254430111:343253-346687 Cyanobium sp. PCC 7001 scf_1106012173546 estructura principal genómica, 
secuenciación genómica completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 

 
 
 
Secuencia de aminoácidos (SEQ 10 N0:28) 

>gi │254431429│ref│ZP_05045132.1│ supuesta ácido graso de cadena larga--CoA ligasa [Cyanobium sp. PCC 
7001] 
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FIG 4 (Cont.) 
 

 
 
YP 882653.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:29) 

>uniprot│A0QIB5│A0QIB5_MYCA1 Supuesta acil-CoA deshidrogenasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:30) 

>uniprot│A0QIB5│A0QIB5_MYCA1 Supuesta acil-CoA deshidrogenasa 
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FIG 4 (Cont.) 

 
YP 887275.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:31) 

>uniprot│A0QWI7│A0QWI7_MYCS2 Proteína de la familia de epimerasa/deshidratasa dependiente de NAD  
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:32) 

>uniprot│A0QWI7│A0QWI7_MYCS2 Proteína de la familia de epimerasa/deshidratasa dependiente de NAD  
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FIG 4 (Cont.) 

 
ZP 05224908 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:33) 

>gi │163719654:2489-6013 Mycobacterium intracellulare ATCC 13950 NZ_ABIN01000072, secuenciación genómica 
completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:34) 

 
>gi │254819907│ref│ZP_05224908.1│ FadD9 [Mycobacterium intracellulare ATCC 13950] 

 
YP 889972.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:35) 

>uniprot│A0R484│A0R484_MYCS2 Supuesta ácido graso de cadena larga--CoA ligasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:36) 

>uniprot│A0R484│A0R484_MYCS2 Supuesta ácido graso de cadena larga--CoA ligasa 
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FIG 4 (Cont.) 

 
ZP 04751860 
Secuencia de nucleótidos (SEQ 10 N0:37) 

>gi│218125542:1370-4894 Mycobacterium kansasii ATCC 12478 NZ_ACBV01000156, secuenciación genómica 
completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:38) 

 
>gi │240173202│ref│ZP_04751860.1│ Fad09 [Mycobacterium kansasii ATCC 12478] 
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FIG 4 (Cont.) 
YP 978699.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:39) 

>uniprot│A1KLT8│A1KLT8_MYCBP Probable ácido graso-CoA ligasa fadD9 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:40) 

>uniprot│A1KLT8│A1KLT8_MYCBP Probable ácido graso-CoA ligasa fadD9 
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FIG 4 (Cont.) 

 
ZP 05227804 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:41) 

>gi │163719878:4480-7968 Mycobacterium intracellulare ATCC 13950 NZ_ABIN01000296, secuenciación genómica 
completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:42) 

>gi │254822803│ref│ZP_05227804.1│ supuesta ácido graso de cadena larga--CoA ligasa [Mycobacterium 
intracellulare ATCC 13950] 
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FIG 4 (Cont.) 

 
YP 001288539.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:43) 

>uniprot│A1QUM2│A1QUM2_MYCTF  Ácido graso-CoA ligasa fadD9 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

73



 

FIG 4 (Cont.) 
Secuencia de aminoácidos (SEQ 10 N0:44) 

>uniprot│A1QUM2│A1QUM2_MYCTF  Ácido graso-CoA ligasa fadD9 

 
YP 953393.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:45) 

>uniprot│A1T887│A1T887_MYCVP Dominio de tioéster reductasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:46) 

>uniprot│A1T887│A1T887_MYCVP Dominio de tioéster reductasa 

 

ES 2 550 467 T3

 

76



 

FIG 4 (Cont.) 

 
YP 938306.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:47) 

>uniprot│A1UFA8│A1UFA8_MYCSK Dominio de tioéster reductasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:48) 

>uniprot│A1UFA8│A1UFA8_MYCSK Dominio de tioéster reductasa 

 
ZP 05217435 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:49) 

>gi │222089526:2534-6055 Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 NZ_ACFI01000138, secuenciación 
genómica completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO:50) 

>gi │254775919│ref│ZP_05217435.1│ FadD9 [Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291] 
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FIG 4 (Cont.) 

 
YP 001070587.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:51) 

>uniprot│A3PYW9│A3PYW9_MYCSJ Dominio de tioéster reductasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:52) 

>uniprot│A3PYW9│A3PYW9_MYCSJ Dominio de tioéster reductasa 
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FIG 4 (Cont.) 
 
CAR70557 
Secuencia de nucleótidos (SEQ 10 N0:53) 

>gi │219932450:561817-562104 Mycobacterium leprae Br4923, secuencia de genoma completo 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:54) 

>gi │219932734│emb│CAR70557.1│ Proteína hipotética [Mycobacterium leprae Br4923]  

 
YP 001220863.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:55) 

>uniprot│A5CM59│A5CM59_CLAM3 Supuesta acil-CoA sintetasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:56) 

>uniprot│A5CM59│A5CM59_CLAM3 Supuesta acil-CoA sintetasa 
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FIG 4 (Cont.) 
YP 001537947.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:57) 

>uniprot│A8M8D3│A8M8D3_SALAI Dominio de tioéster reductasa 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

88



 

FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:58) 

>uniprot│A8M8D3│A8M8D3_SALAI Dominio de tioéster reductasa 
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FIG 4 (Cont.) 

 
YP 001703694.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:59) 

>uniprot│B1MCR9│BlMCR9_MYCAB Probable ácido graso-CoA ligasa FadD 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:60) 

>uniprot│B1MCR91BlMCR9_MYCAB Probable ácido graso-CoA ligasa FadD 
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FIG 4 (Cont.) 

 
YP 001703695.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:61) 

>uniprot│B1MCS0│B1MCS0_MYCAB Probable  ácido graso-CoA ligasa FadD 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:62) 

>uniprot│B1MCS0│BlMCSO_MYCAB Probable ácido graso-CoA ligasa FadD 

 
YP 001704097.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:63) 

>uniprot│B1MDX4│B1MDX4_MYCAB Supuesta ácido graso-CoA ligasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:64) 

>uniprot│B1MDX4│B1MDX4_MYCAB Supuesta ácido graso-CoA ligasa 
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FIG 4 (Cont.) 

 
YP 001705436.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:65) 

>uniprot│B1MLD7│B1MLD7_MYCAB Probable ácido graso-coa ligasa FadD 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 

Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:66) 

>uniprot│B1MLD7│B1MLD7_MYCAB Probable ácido graso-coa ligasa FadD 
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FIG 4 (Cont.) 

 
YP 001828302.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:67) 

>uniprot│B1VMZ4 │B1VMZ4_STRGG Supuesta ácido carboxílico reductasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:68) 

>uniprot│B1VMZ4 │BlVMZ4_STRGG Supuesta ácido carboxílico reductasa 

 
YP 001851230.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:69) 

>uniprot│B2HE95 │B2HE95_MYCMM  ácido graso-CoA ligasa FadD9 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 

Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:70) 

>uniprot│B2HE95 │B2HE95_MYCMM  ácido graso-CoA ligasa FadD9 
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FIG 4 (Cont.) 

 
YP 001850422.1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ 10 N0:71) 

>uniprot│B2HN69 │B2HN69_MYCMM  ácido graso-CoA ligasa FadD9 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:72) 

>uniprot │B2HN69 │B2HN69_MYCMM  ácido graso-CoA ligasa FadD9 
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FIG 4 (Cont.) 
O69484 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:73) 

>uniprot│069484 │069484_MYCLE Supuesta Acil-CoA sintetasa 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:74) 

>uniprot│O69484 │069484_MYCLE Supuesta Acil-CoA sintetasa 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Q10896 
Secuencia de nucleótidos (SEQ 10 N0:75) 

>uniprot│Q10896 │Q10896_MYCTU PROBABLE PÉPTIDO SINTETASA NRP (PÉPTIDO SINTASA) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:76) 

>uniprot │Q10896 │Q10896_MYCTU PROBABLE PÉPTIDO SINTETASA NRP (PÉPTIDO SINTASA) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Q5YY80 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:77) 

 
>uniprot│Q5YY80 │QSYY80_NOCFA Supuesta ácido carboxílico reductasa 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:78) 

>uniprot│Q5YY80 │Q5YY80_NOCFA Supuesta ácido carboxílico reductasa 

 
 
Q6RKB1 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:79) 

>uniprot│Q6RKB1 │Q6RKB1_9NOCA ácido carboxílico reductasa dependiente de ATP / NADPH 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:80) 

>uniprot │ Q6RKB1 │ Q6RKB1_9NOCA ácido carboxílico reductasa dependiente de ATP/NADPH 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

118



 

FIG 4 (Cont.) 

 
Q741P9 

 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:81) 

>uniprot│Q741P9 │ Q741P9_MYCPA FadD9 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:82) 

>uniprot│Q741P9 │ Q741P9_MYCPA FadD9 
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FIG 4 (Cont.) 
Q7D6X4 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:83) 

>uniprot│Q7D6X4 │ Q7D6X4_MYCTU Sustrato--CoA ligasa, supuesta 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:84) 

>uniprot│Q7D6X4 │ Q7D6X4_MYCTU Sustrato--CoA ligasa, supuesta 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Q7TY99 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:85) 

>uniprot│Q7TY99 │ Q7TY99_MYCBO PROBABLE  ÁCIDO GRASO-CoA LIGASA FADD9 ( ÁCIDO GRASO-COA 
SINTETASA) ( ÁCIDO GRASO­ COA SINTASA) 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:.86) 

>uniprot│Q7TY99 │ Q7TY99_MYCBO PROBABLE ÁCIDO GRASO-CoA LIGASA FADD9 ( ÁCIDO GRASO-COA 
SINTETASA) ( ÁCIDO GRASO­COA SINTASA) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Q9CCT4 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:87) 

>uniprot│Q9CCT4 │ Q9CCT4_MYCLE Supuesta acil-CoA sintetasa 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:88) 

>uniprot│Q9CCT4 │ Q9CCT4_MYCLE Supuesta acil-CoA sintetasa 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Q54JKO 
Secuencia de nucleótidos (SEQ 10 N0:89) 

>uniprot│Q54JK0 │ Q54JKO_DICDI Supuesta proteína no caracterizada 
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FIG 4 (Cont.) 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:90) 

>uniprot│Q54JK0 │ Q54JKO_DICDI Supuesta proteína no caracterizada 

 
Q2MFQ3 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:91) 

>uniprot│Q2MFQ3 │ Q2MFQ3_STRRY Supuesta péptido sintetasa no ribosomal 
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FIG 4 (Cont.) 

 
 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:92) 

>uniprot│Q2MFQ31Q2MFQ3_STRRY Supuesta péptido sintetasa no ribosomal 
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FIG 4 (Cont.) 

 
ZP 03429464 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:113) 

>gi │189214978:54695 - 58201 Mycobacterium tuberculosis EAS054 NZ_ABOV01000087, secuenciación genómica 
completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:114) 

>gi │215431545│ref │ ZP_03429464.1 │  Ácido graso-CoA ligasa fadD9 [Mycobacterium tuberculosis EAS054] 

 
ZP 03533123 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:115) 

>gi │192384451:15291-18572 Mycobacterium tuberculosis GM 1503 NZ_ABQG01000169, secuenciación genómica 
completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:116) 

>gi │218754327│ref │ ZP_03533123.1 │  Ácido graso-CoA ligasa fadD9 [Mycobacterium tuberculosis GM 1503] 
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FIG 4 (Cont.) 

 
ZP 03433592 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:117) 

>gi │ 189214744:1-3126 Mycobacterium tuberculosis T85 NZ_ABOW01000178, secuenciación genómica completa 
al azar 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:118) 

>gi │215446840│ref │ ZP_03433592.1 │  ácido graso-CoA ligasa fadD9 [Mycobacterium tuberculosis T85] 
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FIG 4 (Cont.) 

 
ZP 03537669 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:119) 

>gi │192384126:19547-22546 Mycobacterium tuberculosis­ T17 NZ_ABQH01000288, secuenciación genómica 
completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:120) 

>gi │219558593│ref │ ZP_03537669.11  ácido graso-CoA ligasa fadD9 [Mycobacterium tuberculosis T17] 

 
ZP 05224908 
Secuencia de nucleótidos (SEQ ID N0:121) 

>gi │ 163719654:2489-6013 Mycobacterium intracellulare ATCC 13950 NZ_ABIN01000072, secuenciación 
genómica completa al azar 
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FIG 4 (Cont.) 
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FIG 4 (Cont.) 

 
Secuencia de aminoácidos (SEQ ID N0:122) 

>gi │254819907│ref │ ZP_05224908.1 │ FadD9 [Mycobacterium intracellulare ATCC 13950] 

 

ES 2 550 467 T3

 

146



 

FIG 4 (Cont.) 
 

 

ES 2 550 467 T3

 

147



 

  
F

IG
 5

 
L

o
s
 n

ú
m

e
ro

s
 d

e
 r

e
g

is
tr

o
 s

o
n
 d

e
l 
N

C
B

I,
 G

e
n

B
a
n

k
, 
v
e

rs
ió

n
 1

5
9

.0
 d

e
 m

a
rz

o
 d

e
 2

0
0

8
 

L
o

s
 n

ú
m

e
ro

s
 d

e
 E

C
 s

o
n

 d
e

 K
E

G
G

, 
p

u
b

lic
a

c
ió

n
 4

2
.0

 d
e

 a
b

ri
l 
d

e
 2

0
0

7
 (

m
á
s
 a

c
tu

a
liz

a
c
io

n
e
s
 d

ia
ri
a

s
 h

a
s
ta

 m
a

rz
o

 d
e

 2
0

0
8

) 

C
A

T
E

G
O

R
ÍA

 
G

E
N

 
N

O
M

B
R

E
 

R
E

G
IS

T
R

O
 

N
Ú

M
E

R
O

 D
E

 E
C

 
M

O
D

IF
IC

A
C

IÓ
N

  
U

S
O

 
M

IC
R

O
O

R
G

A
N

IS
M

O
 

 
 

 
 

 
 

 
 

1
. 

A
u

m
e

n
ta

 l
a

 p
ro

d
u

c
c
ió

n
 d

e
 á

c
id

o
s
 g

ra
s
o
s
 /

 a
u
m

e
n

ta
 l
a

 p
ro

d
u

c
c
ió

n
 d

e
 p

ro
d
u

c
to

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

a
u

m
e

n
ta

 a
c
il-

C
o
a
 

 
 

 
 

 
 

re
d

u
c
e

 e
l 
c
a
ta

b
o
lis

m
o
 d

e
 d

e
ri

v
a

d
o

s
 y

 p
ro

d
u
c
to

s
 i
n

te
rm

e
d

io
s
 

 
 

 
 

re
d

u
c
e

 l
a
 i
n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 r
e

tr
o

a
lim

e
n

ta
c
ió

n
 

 
 

 
 

a
te

n
ú
a

 o
tr

a
s
 r

u
ta

s
 q

u
e
 c

o
n

s
u
m

e
n

 á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 

 
 

 
 

 
a

c
c
A

 

A
c
e

ti
l-

C
o

A
 

c
a

rb
o

x
ila

s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 A

 
(c

a
rb

o
x
ilt

ra
n
s
fe

ra
s
a
 

a
lf
a

) 
A

A
G

7
3

2
9

6
, 

N
P

_
4

1
4

7
2

7
 

6
.4

.1
2
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

m
a

lo
n

il-
C

o
A

 
E

s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li,

 
L

a
c
to

c
c
o

c
i 

 
a

c
c
B

 

A
c
e

ti
l-

C
o

A
 

c
a

rb
o

x
ila

s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 B

 
(B

G
G

P
: 

p
ro

te
ín

a
 

p
o

rt
a

d
o

ra
 d

e
 

b
io

ti
n

a
-c

a
rb

o
x
ilo

) 
N

P
-4

1
7

7
2
1
 

6
.4

.1
2
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

m
a

lo
n

il-
C

o
A

 
 

 
a

c
c
C

 

A
c
e

ti
l-

C
o

A
 

c
a

rb
o

x
ila

s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 C

 
(b

io
ti
n

a
 

c
a

rb
o

x
ila

s
a

) 
N

P
-4

1
7

7
2
1
 

6
.4

.1
2
 

6
.3

.4
.1

4
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

m
a

lo
n

il-
C

o
A

 
E

s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li,

 
L

a
c
to

c
c
o

c
i 

 

ES 2 550 467 T3

 

148



 

F
IG

 5
 (

c
o

n
t.

) 

 
a

c
c
D

 

A
c
e

ti
l-

C
o

A
 

c
a

rb
o

x
ila

s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 D

 
(c

a
rb

o
x
ilt

ra
n
s
fe

ra
s
a
 

b
e

ta
) 

N
P

_
4

1
6

8
1

9
 

6
.4

.1
2
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

m
a

lo
n

il-
C

o
A

 
E

s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li,

 
L

a
c
to

c
c
o

c
i 

 
a

c
c
E

 

p
ir

u
v
a

to
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 E

1
 

N
P

-4
1

4
6

5
6

 
A

A
C

7
3

2
2

6
 

1
.2

.4
.1

 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
a

c
c
F

 

p
ir

u
v
a

to
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 E

2
 

N
P

_
4

1
4

6
5

7
 

2
.3

.1
.1

2
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
a

c
k
A

 
a

c
e

ta
to

 c
in

a
s
a

 
A

A
C

7
5

3
5

6
, 

N
P

_
4

1
6

7
9

9
 

2
.7

.2
.1

 
D

e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
a

c
k
B

 
a

c
e

ta
to

 c
in

a
s
a

 
a

c
k
B

 
B

A
B

8
1

4
3

0
 

2
.7

.2
.1

 
D

e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
a

c
p

P
 

p
ro

te
ín

a
 p

o
rt

a
d
o

ra
 

d
e

 a
c
ilo

 

 
A

A
C

7
4

1
7

8
 

N
IN

G
U

N
O

 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
fa

d
D

 
a

c
il-

C
o

A
 s

in
ta

s
a
 

 
A

P
0

0
2

4
2
4
 

2
.3

.1
.8

6
, 

6
.2

.1
.3

 
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

W
3
1

1
0
 

 
a

d
h

E
 

a
lc

o
h

o
l 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 

 
C

A
A

4
7

7
4

3
 

1
.1

.1
.1

, 
1

.2
.1

.1
0
 

D
e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

W
3
1

1
1
 

 

ES 2 550 467 T3

 

149



 

F
IG

 5
 (

c
o

n
t.

) 

 
c
e

r1
 

A
ld

e
h

íd
o

 
d

e
s
c
a

rb
o
n

ila
s
a

 
B

A
A

1
1

0
2

4
 

4
.1

.9
9
.5

 
S

o
b

re
e

x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

A
ra

b
id

o
p

s
is

 
th

a
lia

n
a
 

 
fa

b
A

 

b
e

ta
-

h
id

ro
x
id

e
c
a
n

o
il 

ti
o

é
s
te

r 
d
e

s
h

id
ra

s
a

 
N

P
_
4

1
5

4
7

4
 

 4
.2

.1
.6

0
 

e
x
p

re
s
a

 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
il 

g
ra

s
o

-C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
fa

b
D

 

[p
ro

te
ín

a
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
ra

 d
e

 
a

c
ilo

] 
S

-
m

a
lo

n
ilt

ra
n
s
fe

ra
s
a

 
A

A
G

7
4

1
7

6
 

2
.3

.1
.3

9
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
fa

b
F

 

3
-o

x
o

a
c
il-

[p
ro

te
ín

a
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
ra

 d
e

 
a

c
ilo

] 
s
in

ta
s
a
 I

I 
A

A
G

7
4

1
7

9
 

2
.3

.1
.1

7
9
 

D
e

le
c
io

n
a
 o

 
s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
fa

b
G

 

3
-o

x
o

a
c
il-

[p
ro

te
ín

a
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
ra

 d
e

 
a

c
ilo

] 
re

d
u

c
ta

s
a

 
A

A
G

7
4

1
7

7
 

1
.1

.1
.1

 0
0
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
fa

b
H

 

3
-o

x
o

a
c
il-

[p
ro

te
ín

a
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
ra

 d
e

 
a

c
ilo

] 
s
in

ta
s
a
 I

II
 

A
A

G
7

4
1

7
5
 

2
.3

.1
.1

8
0
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
fa

b
l 

e
n

o
il-

[p
ro

te
ín

a
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
ra

 d
e

 
a

c
ilo

] 
re

d
u

c
ta

s
a

, 
d

e
p

e
n
d

ie
n

te
 d

e
 

N
A

D
H

 
N

P
_
4

1
5

8
0

4
 

1
.3

.1
.9

 
e

x
p

re
s
a

 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
il 

g
ra

s
o

-C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

la
c
to

c
o
c
c
i 

 
fa

b
R

 
R

e
p

re
s
o
r 

d
e

 l
a

 
tr

a
n

s
c
ri

p
c
ió

n
 

N
P

_
4

1
8

3
9

8
 

N
IN

G
U

N
O

 
D

e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

m
o

d
u
la

 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 

in
s
a
tu

ra
d
o

s
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
fa

b
Z

 

(3
R

 )
-h

id
ro

x
im

ir
is

to
l 

p
ro

te
ín

a
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
ra

 d
e

 
a

c
ilo

 d
e
s
h
id

ra
ta

s
a

 
N

P
_
4

1
4

7
2

2
 

4
.2

.1
.-

 
 

 
E

. 
c
o

li 
K

1
2
 

 
fa

d
E

 
a

c
il-

C
o

A
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
A

A
G

7
3

3
2

5
 

1
.3

.9
9
.3

, 
1

.3
.9

9
.-

 
D

e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

 

 

ES 2 550 467 T3

 

150



 

F
IG

 5
 (

c
o

n
t.

) 

 
a

c
r1

 
A

c
il-

C
o
a

 r
e

d
u

c
ta

s
a
 

Y
P

_
0

4
7

8
6

9
, 

A
A

C
4
5

2
1

7
 

1
.2

.1
.4

2
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
a

ra
 p

ro
d

u
c
c
ió

n
 

d
e

 a
lc

o
h
o

le
s
 

g
ra

s
o
s
 

A
c
in

e
to

b
a
c
te

r 
s
p

.,
 e

s
 

d
e

c
ir
, 

c
a

lc
o

a
c
e

ti
c
u

s
 

 
G

S
T

, 
g

s
h

B
 

G
lu

ta
ti
ó

n
 s

in
ta

s
a

 
P

0
4

4
2

5
 

6
.3

.2
.3

 

D
e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 a

c
il-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
g

p
s
A

 

s
n

-g
lic

e
ro

l 
b

io
s
in

té
ti
c
o

 3
-

fo
s
fa

to
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
A

A
C

7
6

6
3

2
, 

N
P

_
4

1
8

0
6

5
 

E
C

: 
1

.1
.1

.9
4

 

D
e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
ld

h
A

 
la

c
ta

to
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
A

A
C

7
4

4
6

2
, 

N
P

_
4

1
5

8
9

8
 

E
C

: 
1

.1
.1

.2
7

, 
1

.1
.1

.2
8
 

D
e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
L

ip
a
s
a
 

T
ri

g
lic

é
ri
d

o
 l
ip

a
s
a

 
C

A
A

8
9

0
8

7
, 

C
A

A
9
8

8
7

6
 

3
.1

.1
.3

 
e

x
p

re
s
a

 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 

S
a

c
c
h

a
ro

m
y
c
e

s
 

c
e

c
e

v
is

ia
e
 

 
 

M
a

lo
n

il-
C

o
A

 
d

e
s
c
a

rb
o

x
ila

s
a

 
A

A
A

2
6

5
0

0
 

4
.1

.1
.9

, 
4

.1
.1

.4
1
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

 

S
a

c
c
h

a
ro

p
o

ly
s
p
o

ra
 

e
ry

tr
a
e

a
 

 
p

a
n

D
 

a
s
p

a
rt

a
to

 1
-

d
e

s
c
a

rb
o

x
ila

s
a

 
B

A
B

9
6

7
0

8
 

4
.1

.1
.1

1
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 a

c
il-

C
o

A
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

W
3
1

1
0
 

 
P

a
n

K
 a

.k
.a

. 
c
o

A
 

 
p

a
n

to
te

n
a

to
 c

in
a
s
a

 
A

A
C

7
6

9
5

2
 

2
.7

.1
.3

3
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
 

 
p

a
n

K
 a

.k
.a

. 
c
o

A
, 

R
1
0
6

K
 

p
a

n
to

te
n

a
to

 c
in

a
s
a

 
A

A
C

7
6

9
5

2
 

2
.7

.1
.3

3
 

E
x
p

re
s
a

, 
s
o

b
re

e
x
p

re
s
a

, 
m

u
ta

c
ió

n
 R

1
0
6

K
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
 

 
p

d
h
 

P
ir

u
v
a

to
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a
 

B
A

B
3

4
3

8
0
, 

A
A

C
7
3

2
2

6
, 

N
P

_
4

1
5

3
9

2
 

1
.2

.4
.1

 
S

o
b

re
e

x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

 

 

ES 2 550 467 T3

 

151



 

F
IG

 5
 (

c
o

n
t.

) 

 
p

fi
B

 
 

fo
rm

ia
to

 a
c
e

ti
l 

tr
a

n
s
fe

ra
s
a

 
(p

ir
u

v
a

to
 f
o

rm
ia

to
 

lia
s
a

) 
A

A
C

7
3

9
8

9
, 

P
0

9
3

7
3
 

E
C

: 
2

.3
.1

.5
4
 

D
e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

 

 
p

ls
B

 
a

c
e

ti
lt
ra

n
s
fe

ra
s
a

 
A

A
C

7
7

0
1

1
 

2
.3

.1
.1

5
 

M
u

ta
c
ió

n
 D

3
1
1

E
 

re
d

u
c
e

 l
ím

it
e

s
 

s
o

b
re

 r
e

s
e

rv
a

 d
e

 
a

c
il_

C
o

A
 

E
. 

c
o

li 
K

1
2
 

 
p

o
x
B

 
a

c
e

ti
lt
ra

n
s
fe

ra
s
a

 
A

A
C

7
3

9
5

8
, 

N
P

_
4

1
5

3
9

2
 

1
.2

.2
.2

 

D
e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

 

 
p

ta
 

fo
s
fo

tr
a

n
s
a

c
e

ti
la

s
a

 
A

A
C

7
5

3
5

7
, 

N
P

_
4

1
6

8
0

0
 

2
.3

.1
.8

 
D

e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

a
u

m
e
n

ta
 l
a

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 d

e
 

a
c
e

ti
l-

C
o

A
 

 

 
u

d
h

A
 

p
ir

id
in

a
 n

u
c
le

ó
ti
d

o
 

tr
a

n
s
h

id
ro

g
e

n
a

s
a

 
C

A
A

4
6

8
2

2
 

1
.6

.1
.1

 
S

o
b

re
e

x
p

re
s
a
 

C
o

n
v
e

rs
ió

n
 d

e
 

N
A

D
H

 e
n

 
N

A
D

P
H

 o
 

v
ic

e
v
e

rs
a
 

 

 
fa

d
B

 

3
-h

id
ro

x
ib

u
ti
ri

l-
C

o
A

 
e

p
im

e
ra

s
a

 
fu

s
io

n
a

d
a

/d
e
lt
a

(3
)-

c
is

-d
e

lt
a

(2
)-

tr
a

n
s
-

e
n

o
il-

C
o
a

 
is

o
m

e
ra

s
a

/e
n

o
il-

C
o
A

 h
id

ra
ta

s
a

 y
 3

-
h

id
ro

x
ia

c
il-

C
o
A

 
d

e
s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
A

P
 0

0
3

9
5

6
 

4
.2

.1
.1

7
, 

5
.1

.2
.3

, 
5

.3
.3

.8
, 

1
.1

.1
.3

5
 

D
e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

B
lo

q
u

e
a

 l
a

 
d

e
g

ra
d
a

c
ió

n
 d

e
 

á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 

E
. 

c
o

li 

 
fa

d
J
 

 

y
 3

-h
id

ro
x
ia

c
il-

C
o

A
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

; 
K

0
1

6
9

2
 e

n
o
il-

C
o
A

 
h

id
ra

ta
s
a
; 

K
0

1
7

8
2

 
3

-h
id

ro
x
ib

u
ti
ri

l-
C

o
a

 
e

p
im

e
ra

s
a
 

A
A

C
7
5

4
0

1
 

1
.1

.1
.3

5
, 

4
.2

.1
.1

7
, 

5
.1

.2
.3

 
D

e
le

c
io

n
a
 o

 
re

d
u

c
e
 

B
lo

q
u

e
a

 l
a

 
d

e
g

ra
d
a

c
ió

n
 d

e
 

á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 

E
. 

c
o

li 

 

ES 2 550 467 T3

 

152



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
fa

d
A

 
3

-c
e

to
a

c
il-

C
o
A

 
ti
o

la
s
a
 

B
A

E
7

7
4

5
8
  

2
.3

.1
.1

6
 

D
e

le
c
io

n
a
 

o
 

re
d

u
c
e
 

b
lo

q
u
e

a
r 

la
 

d
e

g
ra

d
a

c
ió

n
 

d
e
 

á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 

E
. 

c
o

li 

 
fa

d
l 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

C
o
A

 
ti
o

la
s
a
 

A
A

C
7
5

4
0

2
  

2
.3

.1
.1

6
 

D
e

le
c
io

n
a
 

o
 

re
d

u
c
e
 

b
lo

q
u
e

a
r 

la
 

d
e

g
ra

d
a

c
ió

n
 

d
e
 

á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 

E
. 

c
o

li 

 
Y

d
iO

 
a

c
il-

C
o

A
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a
 

Y
P

_
8

5
2

7
8

6
  

1
.3

.9
9
.-

 
D

e
le

c
io

n
a
 

o
 

re
d

u
c
e
 

b
lo

q
u
e

a
r 

la
 

d
e

g
ra

d
a

c
ió

n
 

d
e
 

á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 

E
. 

c
o

li 

 
 

 
 

 
 

 
 

2
. 

C
o
n

tr
o
l 
d
e

 e
s
tr

u
c
tu

ra
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

2
.A

 c
o
n

tr
o

l 
d

e
 l
a

 l
o

n
g
it
u

d
 d

e
 c

a
d

e
n

a
 

 
 

 
 

 
 

2
 

te
s
A

 
ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

P
0

A
D

A
1
  

3
.1

.2
.-

, 
3

.1
.1

.5
 

D
e

le
c
io

n
a
 

y
/o

 
e

x
p

re
s
a

 
L

o
n

g
it
u

d
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 C

1
8
 

 

 
te

s
A

 s
in

 
s
e

c
u

e
n
c
ia

 l
íd

e
r 

ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

A
A

C
7
3

5
9

6
, 

N
P

_
4

1
5

0
2

7
 

3
.1

.2
.-

, 
3

.1
.1

.5
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

8
:1

 
E

. 
c
o

li 

 
te

s
A

 s
in

 
s
e

c
u

e
n
c
ia

 
lí
d

e
r:

L
1

0
9

P
 

ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

P
0

A
D

A
1
  

3
.1

.2
.-

, 
3

.1
.1

.5
 

E
x
p

re
s
a

 
y
/o

 
s
o

b
re

e
x
p

re
s
a

 
m

u
ta

c
ió

n
 L

1
0

9
P

 

L
o

n
g

it
u

d
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 <

C
1
8
 

E
. 

c
o

li 

 
fa

tB
1

 
(u

m
b

e
llu

la
ri
a

) 
ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

Q
4

1
6

3
5

  
3

.1
.2

.1
4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

2
:0

 
U

m
b

e
llu

la
ri

a
 

c
a

lif
o

rn
ic

a
 

 
fa

tB
2

 
(u

m
b

e
llu

la
ri
a

) 

D
E

L
E

C
IO

N
A

 
(u

m
b

e
llu

ri
a

) 

ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

A
A

C
4
9

2
6

9
  

3
.1

.2
.1

4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
8

:0
 –

 C
1
0

:0
 

C
u

p
h

e
a

 
h

o
o

k
e

ri
a
n

a
 

 
fa

tB
3
 

ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

A
A

C
7
2

8
8

1
  

3
.1

.2
.1

4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

4
:0

 –
 C

1
6

:0
 

C
u

p
h

e
a

 
h

o
o

k
e

ri
a
n

a
 

 
fa

tB
 

(c
in

n
a

m
o

n
u

m
) 

ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

Q
3

9
4

7
3

  
3

.1
.2

.1
4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

4
:0

 
C

in
n

a
m

o
m

u
m

 
c
a

m
p

h
o

ra
 

 

ES 2 550 467 T3

 

153



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
fa

tB
[M

1
4

1
 T

]*
  

ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

C
A

A
8
5

3
8

8
  

3
.1

.2
.1

4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

6
:1

 
A

ra
b

id
o
p

s
is

 
th

a
lia

n
a
 

 
fa

tA
1
 

(H
e
lia

n
th

u
s
) 

 
ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

A
A

L
7

9
3

6
1

  
3

.1
.2

.1
4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

8
:1

 
H

e
lia

n
th

u
s
 

a
n

n
u

u
s
 

 
a

tf
a

ta
 

(F
A

T
A

 D
E

 
A

R
A

B
ID

O
P

S
IS

, 
A

C
IL

-A
C

P
 

T
IO

E
S

T
E

R
A

S
E

) 
 

ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

N
P

_
1

8
9

1
4

7
, 

N
P

_
1

9
3

0
4

1
  

3
.1

.2
.1

4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

8
:1

 
A

ra
b

id
o
p

s
is

 
th

a
lia

n
a
 

 
fa

tA
  

ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

C
A

C
3

9
1

0
6

  
3

.1
.2

.1
4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

8
:1

 
B

ra
s
s
ic

a
 j
u

n
c
e
a
 

 
fa

tA
 (

c
u

p
h

e
a

) 
ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

A
A

C
7
2

8
8

3
  

3
.1

.2
.1

4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

C
1

8
:1

 
C

u
p

h
e

a
 

h
o

o
k
e

ri
a
n

a
 

 
 

 
 

 
 

 
 

2
B

. 
C

o
n

tr
o
l 
d
e

 r
a
m

if
ic

a
c
ió

n
 

 
 

 
 

 
 

 
a

te
n

ú
a

 F
a
b

H
 

 
 

 
 

 
 

 
e

x
p

re
s
a

 
F

a
b

H
 
d

e
 

S
. 

g
la

u
c
e
s
c
e

n
s
 

o
 

S
 

c
o

e
lic

o
lo

r 
y
 

d
e

s
a
c
ti
v
a

 
F

a
b

H
 

e
n

d
ó

g
e

n
a
 

 
 

 
 

a
u

m
e
n

ta
r 

d
e

ri
v
a

d
o
s
 

d
e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 l
a

rg
a
 

 

 

ES 2 550 467 T3

 

154



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
e

x
p

re
s
a

 
F

a
b

H
 
d

e
 

B
. 

s
u

b
ti
lis

 
y
 

d
e

s
a
c
ti
v
a

 
F

a
b

H
 

e
n

d
ó

g
e

n
a
 

 
 

 
 

 
 

 
b

d
k
 

–
 

E
3

 
–
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 

d
e
 

d
ih

id
ro

p
lip

o
u

l 
d

e
s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 

 
 

E
C

 1
.2

.4
.4

 
 

 
 

 

 
b

k
d

 
–

 
E

2
 

–
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 

a
lf
a

/b
e

ta
 

s
u

b
u
n

id
a

d
e
s
 

d
e
 

d
e

s
c
a

rb
o

x
ila

s
a

 d
e
 

c
o

m
p

le
jo

 
d
e

 


-
c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a
 

 
E

C
 1

.2
.4

.4
 

 
 

 
 

 
b

k
d

 
–

 
E

2
 

–
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 

d
e
 

d
ih

id
ro

lip
o

il 
tr

a
n

s
a

c
ila

s
a
 

 
 

E
C

 1
.2

.4
.4

 
 

 
 

 

 
b

k
d

A
1
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 a

 d
e

 
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
a

) 

N
P

_
6

2
8

0
0

6
 

E
C

 1
.2

.4
.4

 
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
b

k
d

B
1
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 a

 d
e

 
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
b

) 

N
P

_
6

2
8

0
0

5
 

E
C

 1
.2

.4
.4

 
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
b

k
d

C
1
 

d
ih

id
ro

lip
o

il 
tr

a
n

s
a

c
e

ti
la

s
a

 
(E

2
) 

N
P

_
6

2
8

0
0

4
 

E
C

 2
.3

.1
.1

6
8
 

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 

ES 2 550 467 T3

 

155



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
b

k
d

A
2
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 a

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
a

) 

N
P

_
7

3
3

6
1

8
 

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
b

k
d

B
2
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 b

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
b

) 

N
P

_
6

2
8

0
1

9
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
b

k
d

C
2
 

d
ih

id
ro

lip
o

il 
tr

a
n

s
a

c
e

ti
la

s
a

 
(E

2
) 

N
P

_
6

2
8

0
1

8
  

E
C

 2
.3

.1
.1

6
8
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
b

k
d

A
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 a

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
a

) 

B
A

C
7
2

0
7

4
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
b

k
d

B
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 b

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
b

) 

B
A

C
7
2

0
7

5
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
b

k
d

C
 

d
ih

id
ro

lip
o

il 
tr

a
n

s
a

c
e

ti
la

s
a

 
(E

2
) 

B
A

C
7
2

0
7

6
  

E
C

 2
.3

.1
.1

6
8
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
b

k
d

F
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 a

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
a

) 

B
A

C
7
2

0
8

8
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 

ES 2 550 467 T3

 

156



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
b

k
d

G
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 b

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
b

) 

B
A

C
7
2

0
8

9
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
b

k
d

H
 

d
ih

id
ro

lip
o

il 
tr

a
n

s
a

c
e

ti
la

s
a

 
(E

2
) 

B
A

C
7
2

0
9

0
  

E
C

 2
.3

.1
.1

6
8
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
b

k
d

A
A

 
s
u

b
u
n

id
a

d
 a

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
a

) 

N
P

_
3

9
0

2
8

5
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

B
a

c
ill

u
s
 s

u
b

ti
lis

 

 
b

k
d

A
B

 
s
u

b
u
n

id
a

d
 b

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
b

) 

N
P

_
3

9
0

2
8

4
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

B
a

c
ill

u
s
 s

u
b

ti
lis

 

 
b

k
d

B
 

d
ih

id
ro

lip
o

il 
tr

a
n

s
a

c
e

ti
la

s
a

 
(E

2
) 

N
P

_
3

9
0

2
8

3
  

E
C

 2
.3

.1
.1

6
8
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

B
a

c
ill

u
s
 s

u
b

ti
lis

 

 
b

k
d

A
1
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 a

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
a

) 

A
A

A
6

5
6

1
4
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

P
s
e

u
d
o

m
o

n
a

s
 

p
u

ti
d
a
 

 
b

k
d

A
2
 

s
u

b
u
n

id
a

d
 b

 d
e

 a
-

c
e

to
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

1
b

) 

A
A

A
6

5
6

1
5
  

E
C

 1
.2

.4
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

P
s
e

u
d
o

m
o

n
a

s
 

p
u

ti
d
a
 

 

ES 2 550 467 T3

 

157



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
b

k
d

C
 

 
d

ih
id

ro
lip

o
il 

tr
a

n
s
a

c
e

ti
la

s
a

 
(E

2
) 

A
A

A
6

5
6

1
7
  

E
C

 2
.3

.1
.1

6
8
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

P
s
e

u
d
o

m
o

n
a

s
 

p
u

ti
d
a
 

 
Ip

d
 

 
d

ih
id

ro
lip

o
a
m

id
a

 
d

e
s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(E

3
) 

N
P

_
4

1
4

6
5

8
  

1
.8

.1
.4

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
p

re
c
u

rs
o

re
s
 

d
e
 

a
c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
II

v
E

 
 

a
m

in
o

á
c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

a
m

in
o

tr
a

n
s
fe

ra
s
a
 

Y
P

_
0

2
6

2
4

7
  

2
.6

.1
.4

2
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
a

-
c
e

to
á

c
id

o
s
 

ra
m

if
ic

a
d

o
s
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
II

v
E

 
 

a
m

in
o

á
c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

a
m

in
o

tr
a

n
s
fe

ra
s
a
 

A
A

F
3

4
4

0
6

  
2

.6
.1

.4
2
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
a

-
c
e

to
á

c
id

o
s
 

ra
m

if
ic

a
d

o
s
 

L
a

c
to

c
o
c
c
u

s
 l
a

c
ti
s
 

 
II

v
E

 
 

a
m

in
o

á
c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

a
m

in
o

tr
a

n
s
fe

ra
s
a
 

N
P

_
7

4
5

6
4

8
  

2
.6

.1
.4

2
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
a

-
c
e

to
á

c
id

o
s
 

ra
m

if
ic

a
d

o
s
 

P
s
e

u
d
o

m
o

n
a

s
 

p
u

ti
d
a
 

 
II

v
E

 
 

a
m

in
o

á
c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

a
m

in
o

tr
a

n
s
fe

ra
s
a
 

N
P

_
6

2
9

6
5

7
  

2
.6

.1
.4

2
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
a

-
c
e

to
á

c
id

o
s
 

ra
m

if
ic

a
d

o
s
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
c
c
r 

 
c
ro

to
n

il-
C

o
A

 
re

d
u

c
ta

s
a
 

N
P

_
6

3
0

5
5

6
  

1
.6

.5
.5

, 
1

.1
.1

.1
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

c
o

n
v
e

rt
ir
 

c
ro

to
n
il-

C
o

A
 

e
n

 
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
c
c
r 

 
c
ro

to
n

il-
C

o
A

 
re

d
u

c
ta

s
a
 

A
A

D
5
3

9
1

5
  

1
.6

.5
.5

, 
1

.1
.1

.1
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

c
o

n
v
e

rt
ir
 

c
ro

to
n
il-

C
o

A
 

e
n

 
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
in

n
a

m
o

n
e

n
s
is

 

 
lc

m
A

, 
is

o
b

u
ti
ri
l-

 
C

o
A

 m
u

ta
s
a

  
is

o
b
u

ti
ri
l-

C
o
A

 
m

u
ta

s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 A

 

N
P

_
6

2
9

5
5

4
  

5
.4

.9
9
.2

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

c
o

n
v
e

rt
ir

 
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

e
n

 
is

o
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
lc

m
A

, 
is

o
b

u
ti
ri
l-

 
C

o
A

 m
u

ta
s
a

  
is

o
b
u

ti
ri
l-

C
o
A

 
m

u
ta

s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 A

 

A
A

C
0
8

7
1

3
  

5
.4

.9
9
.2

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

c
o

n
v
e

rt
ir

 
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

e
n

 
is

o
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
in

n
a

m
o

n
e

n
s
is

 

 

ES 2 550 467 T3

 

158



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
Ic

m
B

, 
is

o
b
u

ti
ri
l-

 
C

o
A

 m
u

ta
s
a
 

is
o

b
u

ti
ri
l-

C
o
A

 
m

u
ta

s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 B

  

N
P

_
6

3
0

9
0

4
 

5
.4

.9
9
.2

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

c
o

n
v
e

rt
ir

 
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

e
n

 
is

o
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
Ic

m
B

, 
is

o
b
u

ti
ri
l-

 
C

o
A

 m
u

ta
s
a

  
is

o
b
u

ti
ri
l-

C
o
A

 
m

u
ta

s
a

, 
s
u

b
u
n

id
a

d
 B

  

C
A

B
5
9

6
3

3
 

5
.4

.9
9
.2

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

c
o

n
v
e

rt
ir

 
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

e
n

 
is

o
b
u

ti
ri
l-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
in

n
a

m
o

n
e

n
s
is

 

 
G

e
n

e
s
 

d
e

 
F

a
b

H
, 

A
C

P
 

y
 

fa
b

F
 

c
o

n
 

e
s
p

e
c
if
ic

id
a

d
 

p
o

r 
a

c
il-

C
o

A
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

 
 

 
 

 
 

 
Il
v
E

  
a

m
in

o
á

c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

a
m

in
o

tr
a

n
s
fe

ra
s
a
 

C
A

C
1

2
7

8
8
 

E
C

2
.6

.1
.4

2
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
m

in
o

á
c
id

o
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

a
m

in
o

tr
a

n
s
fe

ra
s
a
 

S
ta

p
h

y
lo

c
o

c
c
u
s
 

c
a

rn
o
s
u
s
 

 
F

a
b

H
1
  

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

II
  

N
P

_
6

2
6

6
3

4
 

2
.3

.1
.1

8
0
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
A

C
P

  
p

ro
te

ín
a

 
p

o
rt

a
d
o

ra
 d

e
 a

c
ilo

  
N

P
_
6

2
6

6
3

5
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 y

 e
lo

n
g

a
c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

d
e

 
c
a

d
e
n

a
 

ra
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 

ES 2 550 467 T3

 

159



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
F

a
b

F
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

I 
N

P
_
6

2
6

6
3

6
  

2
.3

.1
.1

7
9
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

e
lo

n
g
a

c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 
F

a
b

H
3
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

II
 

N
P

_
8

2
3

4
6

6
  

2
.3

.1
.1

8
0
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
F

a
b

C
3
 (

A
C

P
) 

p
ro

te
ín

a
 

p
o

rt
a

d
o

ra
 d

e
 a

c
ilo

 
N

P
_
8

2
3

4
6

7
  

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 y

 e
lo

n
g

a
c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

d
e

 
c
a

d
e
n

a
 

ra
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
F

a
b

F
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

I 
N

P
_
8

2
3

4
6

8
  

2
.3

.1
.1

7
9
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

e
lo

n
g
a

c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
F

a
b

H
_
A

 
b

e
ta

-c
e

to
a

c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

II
  

N
P

_
3

8
9

0
1

5
  

2
.3

.1
.1

8
0
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

B
a

c
ill

u
s
 s

u
b

ti
lli

s
 

 
F

a
b

H
_
B

 
b

e
ta

-c
e

to
a

c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

II
 

N
P

_
3

8
8

8
9

8
  

2
.3

.1
.1

8
0
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

B
a

c
ill

u
s
 s

u
b

ti
lli

s
 

 

ES 2 550 467 T3

 

160



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
A

C
P

 
p

ro
te

ín
a

 
p

o
rt

a
d
o

ra
 d

e
 a

c
ilo

 
N

P
_
3

8
9

4
7

4
  

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 y

 e
lo

n
g

a
c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

d
e

 
c
a

d
e
n

a
 

ra
m

if
ic

a
d

a
 

B
a

c
ill

u
s
 s

u
b

ti
lli

s
 

 
F

a
b

F
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

I 
N

P
_
3

8
9

0
1

6
  

2
.3

.1
.1

7
9
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

e
lo

n
g
a

c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

B
a

c
ill

u
s
 s

u
b

ti
lli

s
 

 
S

m
a

lD
R

A
F

T
_

0
8

 
1

8
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

II
 

Z
P

_
0

1
6
4

3
0

5
9

  
2

.3
.1

.1
8

0
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
te

n
o

tr
o
p

h
o

m
o

n
a

s
 

m
a

lt
o

p
h

ili
a
 

 
S

m
a

lD
R

A
F

T
_

0
8

 
2

1
 

p
ro

te
ín

a
 

p
o

rt
a

d
o

ra
 d

e
 a

c
ilo

 
Z

P
_

0
1

6
4

3
0

6
3

  
N

IN
G

U
N

O
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 y

 e
lo

n
g

a
c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

d
e

 
c
a

d
e
n

a
 

ra
m

if
ic

a
d

a
 

S
te

n
o

tr
o
p

h
o

m
o

n
a

s
 

m
a

lt
o

p
h

ili
a
 

 
S

m
a

lD
R

A
F

T
_

0
8

 
2

2
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

I 
Z

P
_

0
1

6
4

3
0

6
4

  
2

.3
.1

.1
7

9
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

e
lo

n
g
a

c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

S
te

n
o

tr
o
p

h
o

m
o

n
a

s
 

m
a

lt
o

p
h

ili
a
 

 
F

a
b

H
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

II
 

Y
P

_
1

2
3

6
7

2
  

2
.3

.1
.1

8
0
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

L
e

g
io

n
e

la
 

p
n

e
u

m
o

p
h

ila
 

 

ES 2 550 467 T3

 

161



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
A

C
P

 
p

ro
te

ín
a

 
p

o
rt

a
d
o

ra
 d

e
 a

c
ilo

 
Y

P
_

1
2

3
6

7
5

  
N

IN
G

U
N

O
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

in
ic

io
 y

 e
lo

n
g

a
c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

d
e

 
c
a

d
e
n

a
 

ra
m

if
ic

a
d

a
 

L
e

g
io

n
e

la
 

p
n

e
u

m
o

p
h

ila
 

 
F

a
b

F
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

I 
Y

P
_

1
2

3
6

7
6

  
2

.3
.1

.1
7

9
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

e
lo

n
g
a

c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

L
e

g
io

n
e

la
 

p
n

e
u

m
o

p
h

ila
 

 
F

a
b

H
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

II
 

N
P

_
4

1
5

6
0

9
  

2
.3

.1
.1

8
0
 

D
e
le

c
io

n
a
 

o
 

re
d

u
c
e
 

in
ic

io
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
F

a
b

F
 

b
e

ta
-c

e
to

a
c
il-

A
C

P
 

s
in

ta
s
a
 I

I 
N

P
_
4

1
5

6
1

3
  

2
.3

.1
.1

7
9
 

D
e
le

c
io

n
a
 

o
 

re
d

u
c
e
 

e
lo

n
g
a

c
ió

n
 

d
e

 
la

 
b

io
s
ín

te
s
is

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o

s
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 r

a
m

if
ic

a
d

a
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

P
a

ra
 p

ro
d

u
c
ir

 á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 c

íc
lic

o
s
 

 
 

 
 

 

 
A

n
s
J
 

d
e

s
h
id

ra
ta

s
a

 
(s

u
p

u
e

s
ta

) 
n

o
 d

is
p

o
n

ib
le

 
n

o
 d

is
p

o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

lli
n

u
s
 

 
A

n
s
K

 
C

o
A

 
lig

a
s
a
 

(s
u

p
u
e

s
ta

) 
n

o
 d

is
p

o
n

ib
le

 
n

o
 d

is
p

o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

lli
n

u
s
 

 
A

n
s
L
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(s

u
p

u
e

s
ta

) 
n

o
 d

is
p

o
n

ib
le

 
n

o
 d

is
p

o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

lli
n

u
s
 

 

ES 2 550 467 T3

 

162



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
C

h
c
A

 
e

n
o

il-
C

o
A

 
re

d
u

c
ta

s
a

 
(s

u
p

u
e

s
ta

) 

U
7
2

1
4

4
  

1
.3

.1
.3

4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

lli
n

u
s
 

 
A

n
s
M

 
o

x
id

o
rr

e
d

u
c
ta

s
a

 
(s

u
p

u
e

s
ta

) 
n

o
 d

is
p

o
n

ib
le

 
n

o
 d

is
p

o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

lli
n

u
s
 

 
P

lm
J
 

d
e

s
h
id

ra
ta

s
a

 
(s

u
p

u
e

s
ta

) 
A

A
Q

8
4

1
5

8
 

n
o

 d
is

p
o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

s
p

. 
H

K
8

0
3
 

 
P

lm
K

 
C

o
A

 
lig

a
s
a
 

(s
u

p
u
e

s
ta

) 
A

A
Q

8
4

1
5

8
 

n
o

 d
is

p
o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

s
p

. 
H

K
8

0
3
 

 
P

lm
L
 

d
e

s
h
id

ro
g

e
n

a
s
a

 
(s

u
p

u
e

s
ta

) 
A

A
Q

8
4

1
5

9
 

n
o

 d
is

p
o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

s
p

. 
H

K
8

0
3
 

 
C

h
c
A

 
e

n
o

il-
C

o
A

 
re

d
u

c
ta

s
a
 

A
A

Q
8

4
1

6
0
 

E
C

 1
.1

.1
.3

4
 

E
x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

s
p

. 
H

K
8

0
3
 

 
P

lm
M

 
o

x
id

o
rr

e
d

u
c
ta

s
a

 
(s

u
p

u
e

s
ta

) 
A

A
Q

8
4

1
6

1
 

n
o

 d
is

p
o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

s
p

. 
H

K
8

0
3
 

 
C

h
c
B

 
e

n
o

il-
C

o
A

 
is

o
m

e
ra

s
a
 

A
F

2
6

8
4
8

9
 

n
o

 d
is

p
o
n

ib
le

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

lli
n

u
s
 

 
C

h
c
B

/C
a

iD
 

e
n

o
il-

C
o
A

 
is

o
m

e
ra

s
a
 

N
P

_
6

2
9

2
9

2
 

4
.2

.1
.-

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

c
o

e
lic

o
lo

r 

 

ES 2 550 467 T3

 

163



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
C

h
c
B

/C
a

iD
 

 
e

n
o

il-
C

o
A

 
is

o
m

e
ra

s
a
 

N
P

_
8

2
4

2
9

6
 

4
.2

.1
.-

 
E

x
p

re
s
a

 
o
 

s
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

b
io

s
ín

te
s
is

 
d

e
 

c
ic

lo
h
e

x
ilc

a
rb

o
n
il-

C
o

A
 

S
tr

e
p

to
m

y
c
e

s
 

a
v
e

rm
it
ili

s
 

 
 

 
 

 
 

 
 

2
C

. 
C

o
n

tr
o
l 
d

e
l 
n

iv
e
l 
d

e
 s

a
tu

ra
c
ió

n
 

 
 

 
 

 

 
S

fa
 

S
u

p
re

s
o

r 
d

e
 F

a
b

A
 

A
A

N
7
9

5
9

2
, 

A
A

C
4
4

3
9

0
 

N
IN

G
U

N
O

 
S

o
b

re
e

x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
r 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

m
o

n
o
in

s
a

tu
ra

d
o
s
 

E
. 

c
o

li 

 
v
é

a
s
e

 
ta

m
b

ié
n
 

F
a

b
A

 e
n
 l
a

 s
e
c
. 

1
 

 
 

 
E

x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir

 
á

c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

in
s
a
tu

ra
d
o

s
 

 

 
G

n
s
A

 
S

u
p

re
s
o

r 
d

e
 

la
 

m
u

ta
c
ió

n
 

n
u
la

 
d

e
 

s
e

c
G

 

A
B

D
1
8

6
4

7
.1

 
N

IN
G

U
N

O
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
r 

é
s
te

re
s
 

d
e

 
á

c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

in
s
a
tu

ra
d
o

s
 

E
. 

c
o

li 

 
G

n
s
B

 
S

u
p

re
s
o

r 
d

e
 

la
 

m
u

ta
c
ió

n
 

n
u
la

 
d

e
 

s
e

c
G

 

A
A

C
7
4

0
7

6
.1

 
N

IN
G

U
N

O
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
r 

é
s
te

re
s
 

d
e

 
á

c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

in
s
a
tu

ra
d
o

s
 

E
. 

c
o

li 

 
v
é

a
s
e

 
ta

m
b
ié

n
 

la
 

s
e

c
c
ió

n
 

2
A

 
–

 
lo

s
 

e
le

m
e

n
to

s
 

c
o

n
 

:0
 

e
s
tá

n
 

in
s
a

tu
ra

d
o
s
 

(s
in

 
d

o
b

le
s
 

e
n

la
c
e

s
) 

y
 
c
o

n
 
:1

 
e

s
tá

n
 

s
a

tu
ra

d
o
s
 

(1
 d

o
b
le

 e
n

la
c
e

) 

 
 

 
 

 
 

 

ES 2 550 467 T3

 

164



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
fa

b
B

 
3

-o
x
o

a
c
il-

[p
ro

te
ín

a
 

p
o

rt
a

d
o

ra
 

d
e
 

a
c
ilo

] 
s
in

ta
s
a
 

B
A

A
1

6
1

8
0
 

E
C

:2
.3

.1
.4

1
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

m
o

d
u
la

r 
la

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 

d
e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

in
s
a
tu

ra
d
o

s
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
fa

b
K

 
tr

a
s
-2

-e
n

o
il-

A
C

P
 

re
d

u
c
ta

s
a

 I
I 

A
A

F
9

8
2

7
3
 

1
.3

.1
.9

 
E

x
p

re
s
a
 

m
o

d
u
la

r 
la

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 

d
e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

in
s
a
tu

ra
d
o

s
 

S
tr

e
p

to
c
o

c
c
u
s
 

p
n

e
u

m
o

n
ia

e
 

 
fa

b
L
 

e
n

o
il-

(p
ro

te
ín

a
 

p
o

rt
a

d
o

ra
 

d
e
 

a
c
ilo

) 
re

d
u

c
ta

s
a
 

A
A

U
3
9

8
2

1
 

1
.3

.1
.9

 
E

x
p

re
s
a
 

m
o

d
u
la

r 
la

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 

d
e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

in
s
a
tu

ra
d
o

s
 

B
a

c
ill

u
s
 

lic
h
e

n
if
o

rm
is

 
D

S
M

 
1

3
 

 
fa

b
M

 
tr

a
n

s
-2

,c
is

-3
-

d
e

c
e
n

o
il-

A
C

P
 

is
o
m

e
ra

s
a
 

D
A

A
0

5
5

0
1
 

4
.2

.1
.1

7
 

S
o

b
re

e
x
p

re
s
a
 

m
o

d
u
la

r 
la

 
p

ro
d

u
c
c
ió

n
 

d
e
 

á
c
id

o
s
 

g
ra

s
o
s
 

in
s
a
tu

ra
d
o

s
 

S
tr

e
p

to
c
o

c
c
u
s
 

m
u

ta
n

s
 

 
 

 
 

 
 

 
 

P
ro

d
u

c
c
ió

n
 d

e
 a

ld
e

h
íd

o
s
 g

ra
s
o

s
 

 
 

 
 

 

 
ti
o

e
s
te

ra
s
a
 

v
é

a
s
e

 
la

 
s
e

c
c
ió

n
 

d
e

 
c
o

n
tr

o
l 

d
e

 
la

 
lo

n
g
it
u

d
 

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 

 
 

E
x
p

re
s
a
 

p
ro

d
u
c
ir
 

 

E
x
p

o
rt

a
r 

 
 

 
 

 
 

 

 

ES 2 550 467 T3

 

165



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
E

x
p

o
rt

a
d

o
r 

d
e
 

é
s
te

re
s
 

d
e

 
c
e

ra
s
 

(f
a

m
ili

a
 
d

e
 
F

A
T

P
, 

p
ro

te
ín

a
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
ra

 
d

e
 

á
c
id

o
s
 g

ra
s
o
s
 (

d
e
 

c
a

d
e
n

a
 l
a

rg
a

))
 

 
N

P
_
5

2
4

7
2

3
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

c
e

ra
 

D
ro

s
o

p
h
ila

 
m

e
la

n
o

g
a

s
te

r 

 
p

ro
te

ín
a

 
d

e
 

tr
a

n
s
p

o
rt

e
 d

e
 A

B
C

 
s
u

p
u
e

s
to

 
tr

a
n

s
p

o
rt

a
d

o
r 

d
e
 

a
lc

a
n

o
s
 

A
A

N
7

3
2

6
8
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

R
h

o
d

o
c
o

c
c
u
s
 

e
ry

th
ro

p
o

lis
 

 
C

E
R

5
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
r 

d
e
 

c
e

ra
s
 

A
t1

g
5

1
5

0
0

, 
A

Y
7

3
4

5
4

2
, 

A
t3

g
2

1
0

9
0

, 
A

t1
g

5
1
4

6
0
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

A
ra

b
id

o
p

s
is

 
th

a
lia

n
a
 

 
A

tM
R

P
5

 
a

s
o
c
ia

d
o

 
c
o

n
 

re
s
is

te
n
c
ia

 
a
 

m
ú

lt
ip

le
s
 

fá
rm

a
c
o
s
 

d
e
 

A
ra

b
id

o
p

s
is

 
th

a
lia

n
a
 

N
P

_
1

7
1

9
0

8
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

A
ra

b
id

o
p

s
is

 
th

a
lia

n
a
 

 
A

m
iS

2
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
r 

d
e
 

A
B

C
 A

m
iS

2
 

J
C

5
4

9
1
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

R
h

o
d

o
c
o

c
c
u
s
 s

p
. 

 
A

tP
G

P
1

 
G

L
IC

O
P

R
O

T
E

ÍN
A

 
1

 
D

E
 

A
R

A
B

ID
O

P
S

IS
 

T
H

A
L

IA
N

A
 P

 

N
P

_
1

8
1

2
2

8
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

A
ra

b
id

o
p

s
is

 
th

a
lia

n
a
 

 
A

c
rA

 
s
u

p
u
e

s
ta

 
p

ro
te

ín
a
 

d
e

 
tr

a
n
s
p

o
rt

e
 

d
e
 

e
fl
u

jo
 d

e
 m

ú
lt
ip

le
s
 

fá
rm

a
c
o
s
, 

a
c
rA

 

C
A

F
2

3
2

7
4
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

C
a

n
d

id
a

tu
s
 

p
ro

to
c
h

la
m

y
d

ia
 

a
m

o
e

b
o

p
h

ila
 

U
W

E
2
5
 

ES 2 550 467 T3

 

166



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
A

c
rB

 
p

ro
b

a
b
le

 
p

ro
te

ín
a
 

d
e

 
tr

a
n
s
p

o
rt

e
 

d
e
 

e
fl
u

jo
 d

e
 m

ú
lt
ip

le
s
 

fá
rm

a
c
o
s
, 

a
c
rB

 

C
A

F
2

3
2

7
5
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

C
a

n
d

id
a

tu
s
 

p
ro

to
c
h

la
m

y
d

ia
 

a
m

o
e

b
o

p
h

ila
 U

W
E

2
5

 

 
T

o
lC

 
p

ro
te

ín
a

 
d

e
 

m
e

m
b

ra
n

a
 

e
x
te

ri
o

r 
[b

io
g
é

n
e
s
is

 
d

e
 

la
 

e
n

v
u

e
lt
a
 c

e
lu

la
r]

 

A
B

D
5
9

0
0

1
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

F
ra

n
c
is

e
lla

 
tu

la
re

n
s
is

 
s
u

b
s
p

. 
n
o

v
ic

id
a
 

 
A

c
rE

 
p

ro
te

ín
a

 
d

e
 

m
e

m
b

ra
n

a
 

q
u

e
 

a
fe

c
ta

 
a

 
la

 
fo

rm
a
c
ió

n
 

d
e
 

s
e

p
to

 
y
 

p
e

rm
e
a

b
ili

d
a

d
 

d
e
 

m
e

m
b

ra
n

a
 c

e
lu

la
r 

Y
P

_
3

1
2

2
1

3
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

S
h

ig
e

lla
 s

o
n
n

e
i 
S

s
0

4
6

 

 
A

c
rF

 
p

ro
te

ín
a

 
F

 
d

e
 

re
s
is

te
n
c
ia

 
a
 

a
c
ri

fl
a

v
in

a
 

P
2

4
1

8
1
 

N
IN

G
U

N
O

 
E

x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
tl
l1

6
1

8
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
r 

d
e
 

e
fl
u

jo
 d

e
 m

ú
lt
ip

le
s
 

fá
rm

a
c
o
s
 

N
P

_
6

8
2

4
0

8
.1

 
N

IN
G

U
N

O
 

E
x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

T
h

e
rm

o
s
y
n

e
c
h

o
c
o

c
c
u
s
 

e
lo

n
g
a

tu
s
 B

P
-1

 

 
tl
l1

6
1

9
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
r 

d
e
 

e
fl
u

jo
 d

e
 m

ú
lt
ip

le
s
 

fá
rm

a
c
o
s
 

N
P

_
6

8
2

4
0

9
.1

 
N

IN
G

U
N

O
 

E
x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

T
h

e
rm

o
s
y
n

e
c
h

o
c
o

c
c
u
s
 

e
lo

n
g
a

tu
s
 B

P
-1

 

 
tl
l0

1
3

9
 

tr
a

n
s
p

o
rt

a
d

o
r 

d
e
 

e
fl
u

jo
 d

e
 m

ú
lt
ip

le
s
 

fá
rm

a
c
o
s
 

N
P

_
6

8
0

9
3

0
.1

 
N

IN
G

U
N

O
 

E
x
p

re
s
a
 

e
x
p

o
rt

a
r 

p
ro

d
u
c
to

s
 

T
h

e
rm

o
s
y
n

e
c
h

o
c
o

c
c
u
s
 

e
lo

n
g
a

tu
s
 B

P
-1

 

 
 

 
 

 
 

 
 

5
. 

F
e

rm
e

n
ta

c
ió

n
 

 
 

 
 

 
 

 
g

e
n

e
s
 

d
e
 

p
u

n
to

 
d

e
 

c
o

n
tr

o
l 

d
e

 
la

 
re

p
lic

a
c
ió

n
 

 
 

 
 

a
u

m
e
n

ta
r 

la
 

e
fi
c
a

c
ia

 
d

e
 

p
ro

d
u
c
c
ió

n
 

 

 

ES 2 550 467 T3

 

167



 

F
IG

. 
5

 (
C

o
n

t.
) 

 

 
u

m
u

D
 

A
D

N
 

p
o

lim
e

ra
s
a
 

V
, 

s
u

b
u

n
id

a
d
 

Y
P

_
3

1
0

1
3

2
  

3
.4

.2
1
.-

 
S

o
b

re
e

x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
r 

la
 

e
fi
c
a

c
ia

 
d

e
 

p
ro

d
u
c
c
ió

n
 

S
h

ig
e

lla
 s

o
n
n

e
i 
S

s
0

4
6

 

 
u

m
u

C
 

A
D

N
 

p
o

lim
e

ra
s
a
 

V
, 

s
u

b
u

n
id

a
d
 

A
B

C
4
2

2
6

1
  

2
.7

.7
.7

 
S

o
b

re
e

x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
r 

la
 

e
fi
c
a

c
ia

 
d

e
 

p
ro

d
u
c
c
ió

n
 

E
s
c
h
e

ri
c
h

ia
 c

o
li 

 
N

A
D

H
:N

A
D

P
H

 
tr

a
n

s
h

id
ro

g
e

n
a

s
a
 

(s
u

b
u
n

id
a

d
e
s
 

a
lf
a
 

y
 

b
e

ta
) 

(p
n

tA
, 

p
n

tB
) 

 
P

0
7

0
0

1
, 

P
0

A
B

7
0

  
1

.6
.1

.2
 

E
x
p

re
s
a
 

a
u

m
e
n

ta
r 

la
 

e
fi
c
a

c
ia

 
d

e
 

p
ro

d
u
c
c
ió

n
 

S
h

ig
e

lla
 f
le

x
n

e
ri
 

 
 

 

ES 2 550 467 T3

 

168



 

 

 

ES 2 550 467 T3

 

169



 

 

ES 2 550 467 T3

 

170



 

 

ES 2 550 467 T3

 

171



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

172



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

173



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

174



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

175



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

176



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

177



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

178



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

179



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

180



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

181



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

182



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

183



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

184



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

185



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

186



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

187



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

188



 

 

ES 2 550 467 T3

 

189



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

190



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

191



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

192



 

 

 

ES 2 550 467 T3

 

193



 

 
 

ES 2 550 467 T3

 

194



 

 

ES 2 550 467 T3

 

195



 

 

ES 2 550 467 T3

 

196



 

 

ES 2 550 467 T3

 

197



 

 

ES 2 550 467 T3

 

198



 

 

ES 2 550 467 T3

 

199



 

 

ES 2 550 467 T3

 

200



 

 

ES 2 550 467 T3

 

201


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



