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DESCRIPCION
Acil-ACP sintasas de éster de cera

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de patente estadounidense
nimero 61/539.640, presentada el 27 de septiembre de 2011, titulada "Fatty Alcohol Forming Acyl-ACP
Reductases", que se incorpora como referencia en su totalidad.

Referencia a un listado de secuencias

La presente solicitud contiene referencias a secuencias de aminoacidos y/o secuencias de acidos nucleicos que se
han presentado concurrentemente a la presente memoria en forma de archivo de texto de listado de secuencias.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los campos de la bioingenieria, bioquimica del metabolismo y biologia molecular.
En particular, la invenciéon se refiere a la producciéon en microorganismos recombinantes de lipidos, tales como
ésteres de ceras que pueden utilizarse para producir combustibles y productos quimicos.

Antecedentes

La demanda global de energia en continuo crecimiento ha conducido al agotamiento de los combustibles fosiles, que
son depositos geoldgicos enterrados combustibles de materiales organicos que se han convertido en petréleo crudo,
carbdn, gas natural o aceites pesados. Debido a que los combustibles fosiles se han formado mediante la exposicion
a calor y presién en la corteza terrestre durante cientos de millones de afos, son un recurso finito no renovable.
Ademas, el quemado de combustibles fosiles se cree que desempefia un papel clave en el calentamiento global. De
acuerdo con lo anterior, existe una necesidad de fuentes de energia de combustibles no fésiles.

Los hidrocarburos procedentes de fuentes bioldgicas representan una fuente de energia alternativa sostenible mas
limpia. Ademas, muchas industrias, incluyendo los fabricantes de plasticos y la industria quimica, se basan
fuertemente en la disponibilidad de hidrocarburos para los procedimientos de fabricacion. Actualmente, los lipidos y
acidos grasos ricos en energia ("el petréleo de la naturaleza") se aislan a partir de aceites vegetales y animales para
producir diversos productos, tales como combustibles y productos oleoquimicos. Los esfuerzos recientemente se
han centrado en la producciéon por microorganismos de acidos grasos y derivados de acidos grasos mediante
bioprocedimientos de buena relaciéon coste-eficacia. Los métodos para producir acidos grasos y/o derivados de
acidos grasos en huéspedes microbianos se describen en, p.ej., las publicaciones de patente PCT n° WO
2007/136762, WO 2008/119082, n° WO 2009/009391, n° WO 2009/076559, n° WO 2009/111513, n° WO
2010/006312, WO 2010/044960, n° WO 2010/118410, n°® WO 2010/126891, n° WO 2011/008535 y n° WO
2011/019858 y en Schirmer et al., Science 329(5991):559-562, 2010.

Es conocido que los acidos grasos libres provocan dafios en las membranas celulares y, de esta manera resultan
dificiles de producir en cantidades suficientes para la produccion a gran escala. La reduccién de los acidos grasos a
lipidos mas neutros, tales como los ésteres de ceras, podria ayudar a evitar la toxicidad de los acidos grasos libres.
Los ésteres de ceras poseen una densidad energética elevada respecto a productos de biocombustible de cadena
mas corta, tales como el etanol, y pueden producirse en células en cultivo mediante una serie de procedimientos
enzimaticos. Los ésteres de ceras presentan numerosas aplicaciones comerciales en, p.ej., las industrias médica,
cosmética y dietética. Por ejemplo, los ésteres de ceras pueden utilizarse como componentes de velas, cosméticos,
lubricantes, tintas de impresion, solventes y combustibles.

Los ésteres de ceras, que presentan una cadena ‘A’ derivada de un alcohol graso y una cadena ‘B’ derivada de una
molécula de tioéster de acilo, es decir, acil-CoA, se producen mediante una reaccién de condensaciéon entre un
sustrato de tioéster de acilo graso y un alcohol graso, catalizada por un éster de cera sintasa. Las éster de cera
sintasas han sido identificadas en, p.ej., Acinetobacter (Ishige et al., Appl. Environ. Microbiol. 68:1192-1195, 2002);
Kalscheuer y Steinbuchel, J. Biol. Chem. 278:8075-8082, 2003); Kalscheuer et al., Appl. Environ. Microbiol. 72:1373-
1379, 2006)), Marinobacter (Holtzapple y Schmidt-Dannert, J. Bacteriol. 189:3804-3812, 2007)), Arabidopsis (Li et
al., Plant Physiol. 148:97-107, 2008)), petunia (King et al., Planta 226:381-394, 2007)), jojoba (Lardizabal et al., Plant
Physiol. 122:645-655, 2000) y especies de mamifero (Cheng and Russell, J. Biol. Chem. 279:37798-37807, 2004);
Yen et al., J. Lipid Res. 46:2388-2397, 2005).

Los ésteres de acido graso, que son el producto de una reaccién de condensacién entre una molécula de acil-CoA y
un alcohol de cualquier longitud de cadena, también pueden ser producidas por éster de cera sintasas. Por ejemplo,
un éster de acido graso puede ser el producto de condensacion de metanol, etanol, propanol, butanol, isobutanol, 2-
metilbutanol, 3-metilbutanol o pentanol con una molécula de acil-CoA. En algunos casos, los ésteres de acido graso,
tales como los metil-ésteres de acido graso ("FAME", por sus siglas en inglés) o etil-ésteres de acido graso ("FAEE",
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por sus siglas en inglés) pueden producirse suministrando el alcohol utilizado en la reaccion (p.ej. metanol o etanol)
al medio de cultivo. De manera similar, los ésteres de cera pueden producirse mediante el suministro de alcoholes
grasos (p.ej. hexanol, heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol, etc.) al medio de cultivo de un
microorganismo huésped que expresa una cera sintasa.

En el caso de que los ésteres de cera deban ser producidos por completo por un microorganismo huésped, sin
embargo, el microorganismo huésped debe producir un sustrato alcohol graso. Los enzimas que convierten los acil-
tioésteres grasos en alcoholes grasos o aldehidos grasos se conocen comunmente como acilreductasas grasas
("FAR", por sus siglas en inglés). Los FAR han sido identificados en, p.ej., Euglena (ver, p.ej., Teerawanichpan et al.,
Lipids 45:263-273, 2010), Arabidopsis (ver, p.ej., Rowland et al., Plant Physiol. 142:866-877, 2006), Doan et al., J.
Plant Physiol. 166:787-796, 2009) y Domergue et al., Plant Physiol. 153:1539-1554, 2010)), Artemisia (ver,
p.€j.,Maes et al., New Phytol. 189:176-189, 2011)), jojoba (ver, p.ej., Metz et al., Plant Physiol. 122:635-644, 2000)),
polilla (ver, p.€j., Lienard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 107:10955-10960, 2010)), abeja (ver, p.ej., Teerawanichpan et
al., Insect Biochemistry and Molecular Biology 40:641-649, 2010)) y en mamiferos (ver, p.ej.,Honsho et al., J. Biol.
Chem. 285:8537-8542, 2010). Determinadas acil-Co reductasas formadoras de alcohol se cree que generan
alcoholes grasos directamente a partir de acil-CoA. La conversion basada en enzimas de acil-CoA en alcohol graso
también puede producirse en una reaccion en dos etapas con dos enzimas; en la primera etapa, se reduce acil-CoA
a aldehido graso mediante una acil-CoA reductasa formadora de aldehido, y en la segunda etapa, el aldehido graso
se reduce a un alcohol graso mediante una aldehido graso reductasa.

Tipicamente, para producir un éster de acido graso o éster de cera en un microorganismo resulta necesario para la
célula producir diversos enzimas ademas de una éster de cera sintasa y, en el caso de que la célula produzca por
completo un éster cera, resulta necesaria una reductasa formadora de alcohol que genere el sustrato de alcohol
graso. Por ejemplo, en un huésped que no produzca endégenamente acil-CoA, puede resultar necesario introducir,
p.€j., un gen codificante de una acilo graso tioesterasa para convertir acilo-proteina portadora de acilo (acil-ACP, por
sus siglas en inglés) en acidos grasos libres y un gen codificante de una acil-CoA sintetasa para convertir los acidos
grasos libres en acil-CoA. Por ejemplo, las cianobacterias no producen acil-CoA y los genomas de las especies
cianobacterianas secuenciadas hasta el momento no incluyen genes codificantes de acil-ACP tioesterasas, acil-CoA
tioesterasas o acil-CoA sintetasas, ya que los genes cianobacterianas originalmente anotados como codificantes de
acil-CoA sintetasas se ha demostrado que codifican acil-ACP sintetasas, utilizadas en el reciclado de acidos grasos
(Kaczmarzyk y Fulda, Plant Physiol., 152: 1598-1610, 2010). El gen o genes codificantes de una acilo graso
tioesterasa y/o un acil-CoA sintetasa también se afiaden a organismos huésped que producen naturalmente acil-
CoA, con el fin de garantizar niveles adecuados de acil-CoA para la produccion de ésteres de cera. Sin embargo, la
introduccion de varios componentes de ruta heterélogos puede conducir a dificultades en el equilibrado apropiado de
la expresidon y actividad enzimaticas para producir el producto final de éster de cera deseado a rendimientos
suficientemente elevados para la produccion a gran escala. Ademas, la acumulaciéon de intermediarios, tal como
acidos grasos libres y alcoholes grasos puede resultar toxica para las células huésped.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, sigue existiendo una necesidad en la técnica de métodos escalables,
eficientes y econémicos para producir ésteres de acidos grasos y ésteres de cera.

Descripcidn resumida de la invencién

La presente invencién proporciona métodos independientes de acil-CoA para la produccion de ésteres de acidos
grasos, tal como, aunque sin limitacion, ésteres de cera. La invencién se basa en parte en los resultados de los
inventores de que ua ruta independiente de acil-CoA de sdlo dos genes puede producir ésteres de cera en
microorganismos que no presentan acil-CoA. El primer gen codifica una acilo graso reductasa que es capaz de
utilizar un sustrato no acil-CoA para producir alcoholes grasos, mientras que el segundo gen codifica una éster de
cera sintasa capaz de utilizar un sustrato acilo no acil-CoA y un alcohol graso como sustratos para producir ésteres
de cera. De esta manera, la introduccion de los dos genes en una célula huésped recombinante (p.ej. una célula
huésped microbiana) permite la produccion independiente de acil-CoA de ésteres de cera.

La ruta de biosintesis de éster de cera independiente de acil-CoA dada a conocer en la presente memoria puede
evitar la generacion de intermediarios de ruta de acil-CoA, tales como, por ejemplo, acidos grasos libres, que pueden
resultar téxicos para la célula huésped, mejorando de esta manera la viabilidad de la célula huésped. Ademas,
debido a que la ruta independiente de acil-CoA no requiere la etapa dependiente de ATP de formacion de un
sustrato acil-CoA graso a partir de acido graso libre; dich aruta puede resultar energéticamente mas eficiente que las
rutas tradicionales dependientes de acil-CoA.

Una éster de cera sintasa producida por una célula huésped transgénica dada a conocer en la presente memoria
puede utilizar un sustrato diferente de acil-CoA como el sustrato acil-tioéster. Por ejemplo, la éster de cera sintasa
puede utilizar acil-ACP como sustrato (y, de esta manera, puede denominarse en la presente memoria "acil-ACP
sintasa de éster de cera"). La acil-ACP sintasa de éster de cera puede condensar un alcohol de cadena corta (p.€j.
un alcohol C1, C2, C3, C4 o C5) o un alcohol graso, p.ej., C6, C7, C8, C10, C12, C14, C16, C18, C20, C22, C24 o
alcohol de cadena mas larga con acil-ACP para formar un éster de acido graso. El alcohol condensado con acil-ACP
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puede ser producido por la célula huésped transgénica o suministrarse a la célula huésped transgénica, por ejemplo
en el medio de cultivo.

Los inventores demuestran en la presente memoria que determinadas sintasas de éster de cera de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus son capaces de actuar como acil-ACP sintasas de éster de cera en los métodos de la
presente invencion. La expresion de una sintasa de éster de cera de M. hydrocarbonoclasticus junto con la
expresion de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol Maqu_2220 en la cepa cianobacteriana Synechocystis
PCC 6803 (que es incapaz de sintetizar naturalmente acil-CoA, alcoholes grasos o ésteres de cera) resulta en la
produccién de éster de cera independiente de acil-CoA.

La invencién proporciona una célula huésped recombinante manipulada genéticamente para la producciéon de uno o
mas ésteres de acido graso, en la que la célula huésped recombinante contiene una secuencia de 4cidos nucleicos
no nativa que codifica una éster de cera sintasa, en la que la éster de cera sintasa es capaz de producir un éster de
acido graso en una ruta independiente de acil-CoA al expresarse en la célula huésped. Por ejemplo, la célula
huésped recombinante puede incluir un gen exdgeno codificante de una éster de cera sintasa capaz de utilizar acil-
ACP como sustrato.

La célula huésped recombinante que incluye una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una éster de
cera sintasa puede ser una célula huésped recombinante que no incluye un gen exdgeno codificante de una acil-
CoA sintetasa. Adicional o alternativamente, la célula huésped recombinante manipulada para la produccion de
ésteres de cera puede ser una célula huésped recombinante que no incluye un gen endégeno codificante de una
acil-CoA sintetasa o que presenta una expresion atenuada de un gen enddgeno codificante de una acil-CoA
sintetasa, o un gen mutado codificante de una acil-CoA sintetasa, de manera que la célula huésped recombinante
produce una cantidad reducida de acil-CoA sintetasa o una acil-CoA sintetasa menos activa o inactiva. En cualquiera
de las realizaciones anteriores, la célula huésped puede ser una célula huésped recombinante que no produce acil-
CoA. Por ejemplo, la célula huésped recombinante puede ser una célula huésped que no incluye un gen exégeno de
acil-CoA sintetasa y no presenta un gen enddégeno de acil-CoA sintetasa o presenta una expresion atenuada de un
gen endogeno de acil-CoA sintetasa, de manera que el enzima no es producido.

Adicional o alternativamente a cualquiera de lo anteriormente expuesto, una célula huésped recombinante que
incluye una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintetasa de cera puede ser una
célula que no incluye un gen exdgeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa.
Adicionalmente, la célula huésped recombinante puede ser una célula que no expresa, o que presenta una
expresion atenuada, de acil-ACP tioesterasa, de acil-Co tioesterasa o de ambos. Alternativamente, una célula
huésped manipulada para la produccion de ésteres de acido graso puede ser una célula huésped que no incluye un
gen exogeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen exdgeno codificante de una acil-CoA tioesterasa y
que ademas no incluye un gen exdgeno codificante de una acil-CoA sintetasa. Adicionalmente, una célula huésped
manipulada para la produccion de ésteres de acido graso, tal como, aunque sin limitacién, ésteres de cera, puede
ser una célula huésped que no incluye un gen exdégeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen exdgeno
codificante de una acil-CoA sintetasa y presenta una expresion atenuada de un gen enddégeno codificante d euna
acil-CoA sintetasa.

Alternativamente, una célula huésped manipulada para la produccién de ésteres de acido graso puede ser una
célula huésped que no presenta en absoluto o que presenta una expresion atenuada de una acil-ACP tioesterasa y
que no presenta en absoluto o presenta una expresion atenuada de un gen enddégeno codificante de una acil-CoA
sintetasa, por ejemplo la célula huésped puede no presentar genes endégenos de una acil-ACP tioesterasa, de una
acil-CoA tioesterasa, o de ambas, y puede ademas no presentar un gen endégeno de una acil-CoA sintetasa. La
célula huésped puede utilizarse para producir ésteres de acido graso, incluyendo, aunque sin limitacién, ésteres de
cera, en la que la célula huésped puede producir uno o mas alcoholes para la incorporacién en el producto éster de
acido graso.

En determinadas realizaciones, un microorganismo transgénico utilizado para la produccién de ésteres de cera
incluye una éster de cera sintasa que puede utilizar acil-ACP como sustrato e incluye ademas una acilo graso
reductasa que puede utilizar acil-ACP como sustrato (y, de esta manera, se denomina "acil-ACP sintasa de éster de
cera" y "acil-ACP reductasa formadora de alcohol", respectivamente). Por ejemplo, como primera etapa, la acil-ACP
reductasa formadora de alcohol puede convertir directamente acil-ACP en un alcohol graso (ver, p.ej., la fig. 10) y,
como segunda etapa, la acil-ACP sintasa de éster de cera condensa el alcohol graso producido con acil-ACP para
formar un éster de cera (ver, p.€j., la fig. 11).

Debido a que las acil-ACP reductasas formadoras de alcohol son capaces de convertir directamente acil-ACP en
alcoholes grasos, y las acil-ACP sintasas de éster de cera son capaces de utilizar acil-ACP como sustrato para
condensarlo con un alcohol graso producido por la célula huésped, pueden evitarse las dificultades de introducir y
equilibrar los diversos niveles de expresion y/o actividades enzimaticas para la produccion de los ésteres de cera.
Por ejemplo, los microorganismos dados a conocer en la presente memoria para producir ésteres de cera pueden
ser microorganismos que no incluyen un gen exdgeno de acil-ACP, de acil-CoA tioesterasa o ambos v,
adicionalmente, pueden no presentar un gen exdgeno de acil-CoA sintetasa. De esta manera, pueden evitarse las
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etapas de introduccion de dichos genes adicionales (o cepas manipuladas para la regulacion positiva de tioesterasas
enddgenas o acil-CoA sintetasas) Entre las ventajas adicionales se incluyen la facilitad comparativa de mutagenizar
o modificar el nivel de expresion de sélo dos genes, en comparaciéon con multiples genes, para conseguir, p.ej.,
niveles de produccién mas altos o diferentes especificidades de longitud de cadena.

Los inventores demuestran en la presente memoria que determinadas acil graso reductasas identificadas como
reductasas formadoras de alcohol, tales como las de Marinobacter aquaeolei cepa VT8 y de Hahella chejuensis
cepa KCTC2396, son acilo graso reductasas formadoras de alcohol promiscuas, capaces de reducir uno o mas
sustratos acil-tioéster ademas de acil-CoA y son capaces de actuar como acil-ACP reductasas formadoras de
alcohol en los métodos de la presente invencion. La secuencia de aminoacidos de la reductasa de M. aquaeolei
("Maqu_2220"), caracterizada anteriormente como aldehido reductasa (ver, p.ej., Wahlen et al., Appl. Environ.
Microbiol. 75:2758-2764, 2009, y la publicacion de patente US n°® 2010/0203614), se encuentra disponibles bajo el
nimero de acceso de GenBank ABM19299 (SEC ID n°® 2). La secuencia de aminoacidos de la reductasa de H.
chejuensis ("Hch_05075") se encuentra disponible bajo GenBank n° de acceso YP_436183 (SEC ID n° 4).

La célula huésped recombinante manipulada para la produccién de ésteres de cera que incluye una secuencia de
acidos nucleicos no nativos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol y una secuencia de acidos
nucleicos no nativa que codifica una sintasa de éster de cera tal como se da a conocer en la presente memoria que
puede utilizar acil-ACP como sustrato puede ser una célula huésped recombinante que no incluye un gen exdgeno
codificante de una acil-CoA sintetasa. Ademas, la célula huésped recombinante manipulada para la produccion de
ésteres de cera puede ser una célula huésped recombinante que no incluye un gen endégeno codificante de una
acil-CoA sintetasa o que presenta una expresion atenuada de un gen enddgeno codificante de una acil-CoA
sintetasa. En cualquiera de las realizaciones anteriores, la célula huésped puede ser una célula huésped
recombinante que no produce acil-CoA. Por ejemplo, la célula huésped recombinante puede ser una célula huésped
que no incluye un gen exdgeno de acil-CoA sintetasa y que no presenta un gen enddgeno de acil-CoA sintetasa o
que presenta una expresion atenuada de un gen enddgeno de acil-CoA sintetasa, de manera que el enzima es
producido a un nivel bajo o no es producido. Adicional o alternativamente, la célula huésped recombinante puede
incluir un gen endégeno de acil-CoA sintetasa en el que el gen ha sido mutado de manera que se produce un
enzima menos activo o inactivo.

Adicional o alternativamente a cualquiera de lo anterior, una célula huésped recombinante que incluye una
secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de cera y una secuencia de acidos
nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa puede ser una célula que no incluye un gen exdgeno
codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen exdgeno codificante de una acil-CoA tioesterasa. Adicionalmente,
la célula huésped recombinante puede ser una célula que no expresa, 0 que presenta una expresion atenuada, de
acil-ACP tioesterasa, de acil-Co tioesterasa o de ambos. Alternativamente, una célula huésped manipulada para la
produccién de ésteres de acido graso puede ser una célula huésped que no incluye un gen exdgeno codificante de
una acil-ACP tioesterasa o un gen exogeno codificante de una acil-CoA tioesterasa y que ademas no incluye un gen
exdgeno codificante de una acil-CoA sintetasa. Adicionalmente, una célula huésped manipulada para la produccién
de ésteres de cera puede ser una célula huésped que no incluye un gen exdgeon codificante de una acil-ACP
tioesterasa o un gen exdgeno codificante de una acil-CoA sintetasa y que presenta una expresion atenuada de un
gen enddgeno codificante de una acil-CoA sintetasa o que expresa una acil-CoA sintetasa mutante con actividad
reducida.

Alternativamente, una célula huésped manipulada para la produccion de ésteres de cera puede ser una célula
huésped que no presenta expresion o que presenta una expresion atenuada de un gen enddgeno codificante de una
acil-ACP tioesterasa y que no presenta o que presenta una expresion atenuada de un gen enddgeno codificante de
una acil-CoA sintetasa. Por ejemplo, la célula huésped puede no presentar genes enddgenos de acil-ACP
tioesterasa, de acil-CoA tioesterasa o de ambos y puede no presentar un gen endégeno para una acil-CoA sintetasa.
La célula huésped puede utilizarse para producir ésteres de acido graso o ésteres de cera, en la que la célula
huésped puede producir uno o mas alcoholes o proporcionarse a la célula huésped para la incorporacion en el
producto éster de acido graso.

La sintasa de éster de cera codificada por una secuencia de acidos nucleicos no nativa en realizaciones particulares
puede presentar una identidad de por lo menos 40%, de por lo menos 45%, de por lo menos 50%, de por lo menos
55%, de por lo menos 60%, de por lo menos 65%, de por lo menos 70%, de por lo menos 75%, de por lo menos
80%, de por lo menos 85%, de por lo menos 90%, de por lo menos 95%, de por lo menos 96%, de por lo menos
97%, de por lo menos 98% o de por lo menos 99% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n°® 19 o a SEC
ID n° 21 o a un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID n° 19 o SEC ID n° 21. Por ejemplo, la sintasa de éster
de cera codificada por una secuencia de acidos nucleicos no nativa puede ser o comprender un polipéptido que
presenta una identidad de por lo menos 85% respecto a la SEC ID n°® 19 o a un fragmento funcional de la misma, o
la sintasa de éster de cera puede ser o comprender un polipéptido que presenta una identidad de por lo menos 90%
respecto a la SEC ID n® 19 o a un fragmento funcional de la misma. La sintasa de éster de cera puede ser o
comprender, por ejemplo, el polipéptido de SEC ID n°® 19 o a un fragmento funcional de la misma. En un ejemplo
alternativo, la sintasa de éster de cera codificada por una secuencia de acidos nucleicos no nativa puede ser o
comprender un polipéptido que presenta una identidad de por lo menos 85% respecto al polipéptido de SEC ID n° 21

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678 647 T3

0 a un fragmento funcional de la misma, o la sintasa de éster de cera puede ser o comprender un polipéptido que
presenta una identidad de por lo menos 90% respecto al polipéptido de SEC ID n° 21 o a un fragmento funcional del
mismo. La sintasa de éster de cera puede ser o comprender, por ejemplo, el polipéptido de SEC ID n® 21 0 a un
fragmento funcional de la misma.

Alternativa o adicionalmente, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera puede
presentar una identidad de por lo menos 30%, de por lo menos 40%, de por lo menos 45%, de por lo menos 50%, de
por lo menos 55%, de por lo menos 60%, de por lo menos 65%, de por lo menos 70%, de por lo menos 75%, de por
lo menos 80%, de por lo menos 85%, de por lo menos 90%, de por lo menos 95%, de por lo menos 96%, de por lo
menos 97%, de por lo menos 98% o de por lo menos 99% respecto a la secuencia de nucleétidos de SEC ID n® 18 o
a una parte de la misma que codifica un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID n° 19. Por ejemplo, la
secuencia de acidos nucleicos puede comprender una secuencia de nucledtidos que presenta una identidad de por
lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a la secuencia de nucledtidos SEC ID n° 18 o a una parte de la
misma que codifica un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID n°® 19. Por ejemplo, la secuencia de acidos
nucleicos puede ser o comprender la secuencia de nucledtidos SEC ID n° 18. En todavia otros ejemplos, la
secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera puede presentar una identidad de por lo
menos 30%, de por lo menos 40%, de por lo menos 45%, de por lo menos 50%, de por lo menos 55%, de por lo
menos 60%, de por lo menos 65%, de por lo menos 70%, de por lo menos 75%, de por lo menos 80%, de por lo
menos 85%, de por lo menos 90%, de por lo menos 95%, de por lo menos 96%, de por lo menos 97%, de por lo
menos 98% o de por lo menos 99% respecto a la secuencia de nucleétidos de SEC ID n° 20 o a una parte de la
misma que codifica un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID n° 21. Por ejemplo, la secuencia de acidos
nucleicos puede comprender una secuencia de nucleétidos que presenta una identidad de por lo menos 85% o de
por lo menos 90% respecto a la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 20 o a una parte de la misma que codifica un
fragmento funcional del polipéptido de SEC ID n°® 21. Por ejemplo, la secuencia de acidos nucleicos puede ser o
comprender la secuencia de nucledtidos SEC ID n° 20.

Alternativamente a las realizaciones anteriores, la secuencia de acidos nucleicos no nativa puede codificar un
polipéptido con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de por lo menos 40%, de
por lo menos 45%, de por lo menos 50%, de por lo menos 55%, de por lo menos 60%, de por lo menos 65%, de por
lo menos 70%, de por lo menos 75%, de por lo menos 80%, de por lo menos 85%, de por lo menos 90%, de por lo
menos 95%, de por lo menos 96%, de por lo menos 97%, de por lo menos 98% o de por lo menos 99% respecto a la
secuencia de aminoacidos SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43 o0 a una parte de las mismas que
codifica un fragmento funcional del polipéptido SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o0 43. Por ejemplo, la
molécula de acidos nucleicos no nativa puede codificar un polipéptido con actividad de acil-ACP sintasa de éster de
cera que presenta una identidad de por lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a la secuencia de
aminoacidos SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43 o0 a una parte de las mismas que codifica un
fragmento funcional del polipéptido SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Por ejemplo, la sintasa de
éster de cera puede ser o comprender, por ejemplo, el polipéptido de SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41
0 43. La secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera en realizaciones particulares puede
presentar una identidad de por lo menos 30%, de por lo menos 40%, de por lo menos 45%, de por lo menos 50%, de
por lo menos 55%, de por lo menos 60%, de por lo menos 65%, de por lo menos 70%, de por lo menos 75%, de por
lo menos 80%, de por lo menos 85%, de por lo menos 90%, de por lo menos 95%, de por lo menos 96%, de por lo
menos 97%, de por lo menos 98% o de por lo menos 99% respecto a la secuencia de nucledtidos de SEC ID n° 22,
24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o0 42 o0 a una parte de las mismas que codifica un fragmento funcional del
polipéptido SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Por ejemplo, la molécula de acidos nucleicos no
nativa puede codificar un polipéptido con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad
de por lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a la secuencia de nucleédtidos SEC ID n° 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40 0 42 o a una parte de las mismas que codifica un fragmento funcional del polipéptido SEC ID n°
23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. En algunas realizaciones, la secuencia de &cidos nucleicos es o
comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 0 42.

La sintasa de éster de cera codificada por la molécula de acidos nucleicos no nativa puede ser heteréloga respecto a
la célula huésped recombinante y, opcionalmente, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster
de cera puede optimizarse para sus codones para la expresiéon en la célula huésped. En algunas realizaciones, la
célula huésped puede ser una célula huésped fotosintética, tal como, por ejemplo, una célula algal, y la sintasa de
éster de cera puede optimizarse para sus codones para la expresion en la célula huésped fotosintética. La sintasa
de éster de cera codificada por la secuencia de acidos nucleicos no nativa en algunas realizaciones puede
obtenerse de especies de Marinobacter, Limnobacter, Alcanivorax, Hahella, Oceanobacter, gammaproteobacterium
o Mycobacterium.

Ademas, en cualquiera de las realizaciones anteriormente indicadas, la secuencia de acidos nucleicos codificante de
una sintasa de éster de cera puede integrarse en un cromosoma de la célula huésped recombinante, y alternativa o
adicionalmente, puede encontrarse presente en un vector en la célula huésped recombinante. La secuencia de
acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera en un organismo huésped tal como se da a conocer en la
presente memoria puede ligarse operablemente a un promotor y/o intensificador. El promotor en diversas
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realizaciones alternativas puede ser heterélogo respecto al gen de sintasa de éster de cera y puede ser heterdlogo o
homadlogo con respecto al organismo huésped, puede ser regulable y/o puede ser inducible.

La célula huésped recombinante, por ejemplo la célula huésped fotosintética indicada en el parrafo [0026] puede
incluir, ademas de la secuencia de acidos nucleicos no nativa de la acil-ACP sintasa de éster de cera, una secuencia
de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. La acil-ACP reductasa
formadora de alcohol puede presentar una identidad de secuencia de por o menos 40%, de por lo menos 45%, de
por lo menos 50%, de por lo menos 55%, de por lo menos 60%, de por lo menos 65%, de por lo menos 70%, de por
lo menos 75%, de por lo menos 80%, de por lo menos 85%, de por lo menos 90%, de por lo menos 95%, de por lo
menos 96%, de por lo menos 97%, de por lo menos 98% o de por lo menos 99% respecto a la secuencia de
aminoacidos SEC ID n° 2, SEC ID n°® 4, SEC ID n° 6, SEC ID n° 8 6 SEC ID n° 10 o respecto a un fragmento
funcional de cualquiera de dichos polipéptidos. Por ejemplo, una célula huésped recombinante de la invencion puede
incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que
es o comprende un polipéptido que presenta una identidad de por lo menos 85% 2. Por ejemplo, una célula huésped
recombinante de la invencion puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol que es o que comprende el polipéptido de SEC ID n°® 2. Alternativamente, una célula
huésped recombinante de la invencion puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una
acil-ACP reductasa formadora de alcohol que es o que comprende un polipéptido que presenta una identidad de por
lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a la SEC ID n° 4. Por ejemplo, una célula huésped recombinante de
la invencidén puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa
formadora de alcohol que es o que comprende el polipéptido de SEC ID n° 4. En alternativas adicionales, una célula
huésped recombinante de la invencion puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una
acil-ACP reductasa formadora de alcohol que es o que comprende un polipéptido que presenta una identidad de por
lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a la SEC ID n° 6, SEC ID n° 8 6 SEC ID n° 10. Por ejemplo, una
célula huésped recombinante de la invencion puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica
una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que es o que comprende el polipéptido de SEC ID n° 6, SECID n° 8 6
SEC ID n° 10.

La acil-ACP reductasa puede obtenerse de una bacteria marina, tal como, por ejemplo, una especie de
Marinobacter, Alcanivorax, Oceanobacter, Limnobacter, gammaproteobacterium o Hahella. La secuencia de acidos
nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol contenida en una célula huésped
recombinante tal como se da a conocer en la presente memoria puede ser, por ejemplo, una secuencia de acidos
nucleicos que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 30%, de por lo menos 40%, de por lo menos
45%, de por lo menos 50%, de por lo menos 55%, de por lo menos 60%, de por lo menos 65%, de por lo menos
70%, de por lo menos 75%, de por lo menos 80%, de por lo menos 85%, de por lo menos 90%, de por lo menos
95%, de por lo menos 96%, de por lo menos 97%, de por lo menos 98% o de por lo menos 99% respecto a la
secuencia de nucledtidos SEC IDn° 1, SECIDn° 3, SECIDn°5, SECIDn°7, SECIDn°9 6 SEC ID n° 11. Por
ejemplo, la secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol
contenida en una célula huésped recombinante tal como se da a conocer en la presente memoria puede ser, por
ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 85% o de por
lo menos 90% respecto a la secuencia de nucleétidos SEC ID n°® 1 o SEC ID n° 3. La secuencia de acidos nucleicos
codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol puede ser, en algunas realizaciones, heteréloga respecto
a la célula huésped recombinante y opcionalmente puede optimizarse respecto a sus codones para la expresion en
una célula huésped fotosintética. El gen no nativo de acil-ACP reductasa formadora de alcohol puede encontrarse
presente en un vector, que opcionalmente puede ser el mismo vector que comprende un gen no nativo de acil-ACP
sintasa de cera. Un gen no nativo codificante de una acil-ACP reductasa puede asociarse al mismo promotor
operablemente ligado a un gen de acil-ACP sintasa de cera o puede ligarse operablemente a un promotor diferente.
Un promotor ligado operablemente a un gen no nativo de acil reductasa, a un gen no nativo de acil-ACP sintasa de
cera o ambos, puede ser heterdlogo respecto al organismo huésped y puede ser un promotor regulable, y
opcionalmente puede ser un promotor inducible. En algunas realizaciones, un gen no nativo de acil-ACP reductasa
formador de alcohol y/o un gen no nativo de acil-ACP sintasa de cera puede integrarse en un cromosoma de la
célula huésped recombinante o, en realizaciones alternativas, cualquiera de dichos genes nativos o0 ambos pueden
encontrarse presentes en un episoma de replicacion autbnoma.

En diversas realizaciones de una célula huésped recombinante tal como se proporciona en la presente memoria,
tanto la acil-ACP reductasa formadora de alcohol como la acil-ACP sintasa de éster de cera codificadas por
secuencias de acidos nucleicos no nativas se derivan de una especie microbiana, y en algunas realizaciones, la acil-
ACP reductasa formadora de alcohol, la acil-ACP sintasa de éster de cera o ambas se obtienen a partir de una
especie procaridtica. En algunos ejemplos, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol y la acil-ACP sintasa de éster
de cera pueden obtenerse del mismo género. Por ejemplo, en realizaciones particulares, la acil-ACP reductasa
formadora de alcohol y la acil-ACP sintasa de éster de cera en una célula huésped recombinante tal como se
proporciona en la presente memoria pueden derivarse ambas de la misma especie o de especies diferentes de
Marinobacter o ambas pueden obtenerse de la misma especie o especies diferentes de Hahella, Limnobacter,
Alcanivorax, Oceanobacter, gammaproteobacterium o Mycobacterium.
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En realizaciones todavia adicionales, una célula huésped recombinante de la invencién manipulada para la
produccién de ésteres de cera puede incluir, ademas de secuencias de acidos nucleicos no nativas codificantes de
una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, una secuencia de acidos
nucleicos no nativa codificante de una reductasa formadora de aldehido graso y/o, en algunas realizaciones, una
secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una reductasa formadora de aldehido graso. En
realizaciones en las que la célula huésped recombinante incluye una reductasa endégena formadora de aldehido
graso, la secuencia endégena codificante de reductasa formadora de aldehido graso puede ligarse operablemente a
un promotor heterélogo que, en algunas realizaciones, puede ser un promotor regulable, por ejemplo, un promotor
inducible. En algunas realizaciones ejemplares, la célula huésped recombinante es una cianobacteria e incluye un
gen exodgeno codificante de una acil-ACP reductasa formadora de aldehido graso, obtenida de la misma especie o
de diferentes especies de cianobacteria.

Una célula huésped recombinante tal como se da a conocer en cualquiera de las realizaciones en la presente
memoria puede ser una célula huésped microbiana, por ejemplo un hongo, levadura, heteroconto, microalga,
cianobacteria o eubacteria. Por ejemplo, el huésped puede ser una especie de Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Candida, Yarrowia, Rhodotorula, Rhorosporidum, Aspergillus, Pichia, Schizochytrium,
Thraustochytriales, Escherichia, Klebsiella, Bacillus, Streptomyces, Corynebacterium, Pseudomonas, Arthrobacter,
Nocardia, Rhodococcus o Gluconobacter.

Una célula huésped recombinante tal como se da a conocer en cualquiera de las realizaciones en la presente
memoria puede ser una célula huésped fotosintética, por ejemplo un microorganismo fotosintético, tal como una
microalga o cianobacteria. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la célula huésped recombinante puede ser una
cianobacteria de una especie de Agmenellum, Anabaena, Anabaenopsis, Anacystis, Aphanizomenon, Arthrospira,
Asterocapsa, Borzia, Calothrix, Chamaesiphon, Chlorogloeopsis, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Crinalium,
Cyanobacterium, Cyanobium, Cyanocystis, Cyanospira, Cyanothece, Cylindrospermopsis, Cylindrospermum,
Dactylococcopsis, Dermocarpella, Fischerella, Fremyella, Geitleria, Geitlerinema, Gloeobacter, Gloeocapsa,
Gloeothece, Halospirulina, lyengariella, Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya, Microcoleus, Microcystis, Myxosarcina,
Nodularia, Nostoc, Nostochopsis, Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Pleurocapsa, Prochlorococcus, Prochloron,
Prochlorothrix, Pseudanabaena, Rivularia, Schizothrix, Scytonema, Spirulina, Stanieria, Starria, Stigonema,
Symploca, Synechococcus, Synechocystis, Thermosynechococcus, Tolypothrix, Trichodesmium, Tychonema o
Xenococcusi. Por ejemplo, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser una especie de Synechococcus,
Synechocystis o Thermosynechococcus. Alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser
una especie de Cyanobium, Cyanothece o Cyanobacterium, o mas alternativamente, el microorganismo fotosintético
recombinante puede ser una especie de Gloeobacter, Lyngbya o Leptolyngba.

En realizaciones alternativas, la célula huésped recombinante puede ser una microalga eucariética, por ejemplo una
especie de Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas, Boekelovia, Borodinella,
Botryococcus, Bracteococcus, Chaetoceros, Carteria, Chlamydomonas, Chlorococcum, Chlorogonium, Chlorella,
Chroomonas, Chrysosphaera, Cricosphaera, Crypthecodinium, Cryptomonas, Cyclotella, Dunaliella, Ellipsoidon,
Emiliania, Eremosphaera, Ernodesmius, Euglena, Franceia, Fragilaria, Gloeothamnion, Haematococcus,
Halocafeteria,  Hymenomonas, Isochrysis, Lepocinclis, Micractinium,  Monoraphidium,  Nannochloris,
Nannochloropsis, Navicula, Neochloris, Nephrochloris, Nephroselmis, Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium,
Oocystis, Ostreococcus, Pavlova, Parachlorella, Pascheria, Phaeodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas,
Pleurochrysis, Pleurococcus, Prototheca, Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pyramimonas, Pyrobotrys,
Scenedesmus, Schizochlamydella, Skeletonema, Spyrogyra, Stichococcus, Tetrachorella, Tetraselmis,
Thalassiosira, Viridiella o Volvox. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante puede ser una
diatomea, tal como una especie de Amphora, Chaetoceros, Cyclotella, Navicula, Phaeodactylum o Thalassiosira. En
algunas realizaciones, la célula huésped recombinante puede ser una especie de Chlorella, Nannochloropsis,
Scenedesmus o Tetraselmis.

En otro aspecto, la invencion proporciona métodos para producir un éster de acido graso, que comprende las etapas
de cultivar una célula huésped recombinante que incluye una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de
una acil-ACP sintasa de éster de cera en un medio de cultivo adecuado y permitir la expresion de la secuencia de
acidos nucleicos no nativa que codifica la acil-ACP sintasa de éster de cera para producir el éster de acido graso.
Por ejemplo, la célula huésped puede producir un alcohol, que puede ser, por ejemplo, un alcohol de cadena corta
(p-€j. etanol, propanol, butanol, isobutanol, 2-metilbutanol o 3-metilbutanol) que puede condensarse con acil-ACP
mediante la cera sintasa expresada por la célula huésped. Alternativamente, la invenciéon proporciona un método
para producir un éster de cera mediante el cultivo de una célula huésped recombinante que incluye una secuencia
de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera en un medio de cultivo adecuado,
suministrando por lo menos un alcohol al medio de cultivo y permitiendo la expresién de la secuencia de acidos
nucleicos no nativa codificante de acil-ACP sintasa de éster de cera para producir un éster de cera. El alcohol puede
ser, por ejemplo, un alcohol de cadena corta o un alcohol graso.

La invencidn proporciona ademas un método para producir un éster de cera mediante el cultivo de una célula
huésped recombinante que incluye una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa
de éster de cera y una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de
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alcohol graso en un medio de cultivo adecuado y permitir la expresion de las secuencias de acidos nucleicos no
nativas codificantes de la acil-ACP reductasa y la acil-ACP sintasa de éster de cera a fin de producir un éster de
cera. Adicionalmente, la célula huésped recombinante puede cultivarse en un medio que no incluye un alcohol, tal
como un alcohol de cadena corta o un alcohol graso.

Las células huésped recombinantes utilizadas en cualquiera de los métodos dados a conocer en la presente
memoria pueden ser células huésped recombinantes tal como se dan a conocer en la presente memoria, por
ejemplo que no incluyen una molécula de acidos nucleicos exdgena codificante de una acil-CoA sintetasa.
Alternativamente o adicionalmente, las células huésped recombinantes utilizadas en los métodos para producir
ésteres de acidos grasos y ésteres de cera pueden ser células recombinantes que no presentan un gen endégeno
codificante de una acil-CoA sintetasa o, alternativamente, las células recombinantes utilizadas en los métodos
pueden ser células manipuladas para atenuar o eliminar la produccion de acil-CoA. Por ejemplo, las células huésped
recombinantes pueden ser células que no producen acil-CoA y/o que no producen una acil-CoA sintetasa.

Adicionalmente, tal como se da a conocer en la presente memoria, las células huésped utilizadas en los métodos
pueden ser células huésped que no incluyen un gen exdgeno de acil-ACP o un gen exdgeno de acil-CoA tioesterasa
0 ambos. Adicionalmente, una célula huésped utilizada para producir un éster graso o éster de cera puede no
presentar un gen enddégeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen endégeno codificante de una acil-CoA
tioesterasa, o en determinadas realizaciones, la célula huésped puede presentar una expresion atenuada de un gen
enddégeno de acil-ACP tioesterasa y/o un gen enddgeno de acil-CoA tioesterasa, de manera que los enzimas no son
producidos o son producidos en cantidades reducidas. Por ejemplo, una célula huésped recombinante utilizada en
los métodos puede ser una célula huésped que no produce una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa. En
algunos ejemplos, una célula huésped recombinante utilizada en los métodos puede ser una célula huésped que no
produce una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa y que no produce acil-CoA. En algunos ejemplos, una
célula huésped recombinante utilizada en los métodos puede ser una célula huésped que no incluye un gen exégeno
codificante de una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa y no incluye un gen exoégeno codificante de una
acil-CoA sintetasa. En algunos ejemplos, una célula huésped recombinante utilizada en los métodos puede ser una
célula huésped que no incluye un gen enddgeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa
y no incluye un gen exdgeno codificante de una acil-CoA sintetasa. En algunos ejemplos, una célula huésped
recombinante utilizada en los métodos puede ser una célula huésped que no incluye un gen endégeno o exdégeno
codificante de cualquiera de entre una acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA tioesterasa y una acil-CoA sintetasa.

Los métodos independientes de acil-CoA para producir un éster de acido graso o éster de cera pueden utilizar
células recombinantes que presentan genes no nativos codificantes de cualquier acil-ACP sintasa de éster de cera,
tal como cualquiera indicado en la presente memoria, y en métodos en los que los ésteres de cera son producidos
por completo por las células huésped recombinantes, cualquier acil-ACP reductasa formadora de alcohol, tal como
cualquiera indicada en la presente memoria.

En ejemplos particulares, los métodos pueden utilizar células recombinantes que presentan genes no nativos
codificantes de una acil-ACP sintasa de éster de cera con una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo
menos 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
respecto a M. hydrocarbonoclasticus WS1 (SEC ID n°® 19) y WS2 (SEC ID n°® 21), o una identidad de por lo menos
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a
la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43. Por ejemplo, los métodos para
producir un éster de acido graso, tal como un éster de cera, pueden incluir la utilizacion de un microorganismo
manipulado que incluye un gen codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera con una identidad de secuencia
de aminoacidos de por lo menos 85% o 90% respecto a M. hydrocarbonoclasticus WS1 (SEC ID n° 19).
Alternativamente, los métodos para producir un éster de acido graso, tal como un éster de cera, pueden incluir la
utilizacion de un microorganismo manipulado que incluye un gen codificante de una acil-ACP sintasa de éster de
cera con una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 85% o 90% respecto a M.
hydrocarbonoclasticus WS2 (SEC ID n° 21). En algunos ejemplos, la invencion proporciona métodos independientes
de acil-CoA para producir un éster de cera utilizando una acil-ACP sintasa de éster de cera codificada por una
secuencia de acidos nucleicos con una identidad de secuencia de por lo menos 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a una secuencia de acidos
nucleicos codificante de WS1 (SEC ID n°® 18) o WS2 (SEC ID n° 20). Por ejemplo, los métodos para producir un
éster de acido graso, tal como un éster de cera pueden incluir la utilizacion de un microorganismo manipulado que
incluye un gen con una identidad de secuencia de por lo menos 85% o 90% respecto a M. hydrocarbonoclasticus
WS1 (SEC ID n° 18). Alternativamente, los métodos para producir un éster de acido graso, tal como un éster de cera
pueden incluir la utilizacion de un microorganismo manipulado que incluye un gen con una identidad de secuencia
de por lo menos 85% o 90% respecto a M. hydrocarbonoclasticus WS2 (SEC ID n° 22).

Algunos o la totalidad de los sustratos de alcohol graso de la acil-ACP sintasa de éster de cera pueden producirse
en una célula huésped recombinante que incluye una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de
cualquier acil-ACP reductasa formadora de alcohol, tal como cualquiera indicada en la presente memoria. Por
ejemplo, los métodos pueden utilizar células recombinantes que presentan genes no nativos codificantes de una
acil-ACP reductasa formadora de alcohol con una identidad de secuencia de aminoacidos de por o menos 40%,
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45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a
Maqu_2220 (SEC ID n° 2) o Hch_05075 (SEC ID n° 4), o una identidad de por lo menos 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos
de SEC ID n° 6, n° 8 o n° 10. Por ejemplo, los métodos para producir un éster de cera pueden incluir la utilizacion de
un microorganismo manipulado que incluye un gen codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol con
una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 85% o 90% respecto a Maqu_2220 (SEC ID n° 2).
Alternativamente, los métodos para producir un éster de cera pueden incluir la utilizacion de un microorganismo
manipulado que incluye un gen codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol con una identidad de
secuencia de aminoacidos de por lo menos 85% 0 90% respecto a Hch_05075 (SEC ID n° 4). Por ejemplo, los
métodos para producir un éster de cera pueden incluir la utilizacion de un microorganismo manipulado que incluye
un gen con una identidad de secuencia de por lo menos 85% o 90% respecto a Maqu_2220 (SEC ID n° 1).
Alternativamente, los métodos para producir un éster de cera pueden incluir la utilizacion de un microorganismo
manipulado que incluye un gen con una identidad de secuencia de por lo menos 85% o 90% respecto a Hch_05075
(SEC ID n° 3).

La célula huésped recombinante puede producir un nivel incrementado del éster de acido graso o éster de cera
respecto a una célula huésped de control idéntica a la célula huésped recombinante en todos los aspectos excepto
en que no presenta la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera no nativa y
la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol no nativa, en caso de
hallarse presente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la célula huésped recombinante puede producir por lo
menos 50% o mas de un éster de acido graso respecto a una célula huésped de control que no presenta la
secuencia de acidos nucleicos codificante de la éster de cera sintasa no nativa. Alternativamente o adicionalmente,
la célula huésped recombinante puede producir por lo menos 50% o mas de un éster de cera respecto a una célula
huésped de control que no presenta la secuencia de acidos nucleicos codificante de la éster de cera sintasa no
nativa y la secuencia codificante de la acil-ACP reductasa no nativa. En aLGUnos ejemplos, la célula huésped
recombinante puede producir por lo menos 100% o mas del éster de cera respecto a una célula huésped de control
que no presenta la secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de acil-ACP sintasa de éster de cera y la
secuencia no nativa codificante de la acil-ACP reductasa.

Adicionalmente, en algunos ejemplos de los métodos, la célula huésped recombinante puede producir por lo menos
1, 2, 5 0 10 mg/l del éster de cera en un periodo de cultivo de entre aproximadamente uno y aproximadamente
treinta dias, tal como entre aproximadamente tres y aproximadamente quince dias, o entre aproximadamente cinco y
aproximadamente diez dias. Adicionalmente o alternativamente, la célula huésped recombinante puede producir
menos de aproximadamente 1 g/l, 500 mg/l, 200 mg/l, 100 mg/l o 50 mg/l del éster de cera en un periodo de cultivo
de entre aproximadamente uno y aproximadamente treinta dias, tal como entre aproximadamente tres y
aproximadamente quince dias, o entre aproximadamente cinco y aproximadamente diez dias.

En algunos ejemplos de los métodos proporcionados en la presente memoria, el método incluye producir por lo
menos una molécula de éster de cera, en la que tanto la cadena A derivada de un alcohol graso como la cadena B
derivada de un sustrato acilo (p.ej. acil-ACP) son producidos por la célula huésped, p.ej. un microorganismo
recombinante tal como se da a conocer en la presente memoria y tanto la cadena A como la cadena B pueden
presentar longitudes de cadena de C8-C24. Por ejemplo, por lo menos una molécula de éster de cera producida
mediante un método dado a conocer en la presente memoria puede presentar tanto una cadena A como una cadena
B de C12-C18. Adicional aunque opcionalmente, por lo menos una parte del éster de cera producido mediante
cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria puede ser secretado por la célula huésped. Adicional
aunqgue opcionalmente, los métodos pueden incluir ademas la etapa de aislar un éster de cera o un producto de un
éster de cera.

Adicional aunque opcionalmente, una célula huésped recombinante que produce un éster de cera también puede
expresar preferentemente una reductasa formadora de aldehido graso, por ejemplo una acil-ACP reductasa
formadora de aldehido graso. La reductasa formadora de aldehido graso puede ser endégeno de la célula huésped
recombinante o alternativamente puede ser exdgeno con respecto a la célula huésped recombinante.

Adicional aunque opcionalmente, la produccion de acil-ACP puede regularse positivamente en la célula huésped
recombinante, por ejemplo mediante la expresion o sobreexpresién de uno o mas polipéptidos exégenos o
endogenos, tales como, por ejemplo, una beta-cetoacil sintetasa, una acetil-CoA carboxilasa, una malonil CoA:ACP
transacilasa, una acil-ACP sintetasa o una proteina portadora de acilos. Por ejemplo, la célula huésped
recombinante puede expresar o sobreexpresar uno o mas polipéptidos exdégenos o endégenos que incrementan la
fijacién del carbono o eficiencia fotosintética de captacion de luz o estimular la secrecion del producto éster de cera,
tal como, por ejemplo, ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, una ficobiliproteina o un transportador transmembranal.
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante presenta una expresion atenuada de uno o mas de entre
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, acetaldehido-CoA deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa o acetato quinasa.

Una célula huésped recombinante que produce un éster de cera también puede expresar opcionalmente un
transportador transmembranal, tal como, por ejemplo, un transportador de casete de unién a ATP (ABC, por sus
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siglas en inglés), una proteina de flujo de salida multifarmaco o una bomba de resistencia a division por nodulacion
(RND, por sus siglas en inglés) para facilitar la secrecion de éster de cera.

La invencién proporciona ademas métodos independientes de acil-CoA para producir un éster de cera en una célula
huésped fotosintética. Las células huésped fotosintéticas son capaces de utilizar el carbono inorganico (p.ej. El
diéxido de carbono o un compuesto carbonato o bicarbonato) como fuente de carbono y, de esta manera, pueden
proporcionar un método mas eficiente y con mejor relaciéon coste-eficacia de produccién de éster de cera que las
células huésped que dependen totalmente de fuentes de carbono reducidas y/o mas largas.

La invencién proporciona métodos para producir un éster de acido graso, que comprende las etapas de cultivar una
célula huésped fotosintética que incluye una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP
sintasa de éster de cera en un medio de cultivo adecuado y permitir la expresion de la secuencia de acidos nucleicos
no nativa que codifica la acil-ACP sintasa de éster de cera para producir el éster de acido graso. La célula huésped
fotosintética en algunos ejemplos puede producir uno o mas alcoholes, que puede ser, por ejemplo, alcoholes de
cadena corta o grasos, utilizados como un sustrato por la cera sintasa. El medio de cultivo adecuado puede ser, por
ejemplo, un medio de cultivo que no incluye una cantidad sustancial de una fuente de carbono reducido y/o puede
ser un medio de cultivo que no incluye un alcohol, tal como un alcohol de cadena corta o graso.

Alternativamente, la invencién proporciona un método para producir un éster de cera mediante el cultivo de una
célula huésped fotosintética recombinante que incluye una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de
una acil-ACP sintasa de éster de cera en un medio de cultivo adecuado, suministrando por lo menos un alcohol al
medio de cultivo y permitiendo la expresion de las secuencias de acidos nucleicos no nativas codificantes de acil-
ACP sintasa de éster de cera para producir un éster de cera. El alcohol suministrado puede ser, por ejemplo, un
alcohol de cadena corta o un alcohol graso.

La invencion proporciona ademas un método para producir un éster de cera mediante el cultivo de una célula
huésped fotosintética que incluye una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa
de éster de cera y una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de
alcohol graso en un medio de cultivo adecuado y permitir la expresion de las secuencias de acidos nucleicos no
nativas codificantes de la acil-ACP reductasa y la acil-ACP sintasa de éster de cera a fin de producir un éster de
cera. El microorganismo fotosintético puede cultivarse en un medio de cultivo que no incluye un alcohol
suministrado. Adicionalmente, la célula huésped fotosintética recombinante puede cultivarse en un medio que no
incluye una cantidad sustancial de una fuente de carbono reducido, tal como, por ejemplo, un alcohol, azdcar o acido
organico. Adicionalmente, el método puede incluir exponer el cultivo a la luz durante por lo menos una parte del
periodo de cultivo.

La célula huésped fotosintética puede incluir una secuencia no nativa de acidos nucleicos codificante de cualquier
gen de acil-ACP sintasa de éster de cera tal como se da a conocer en la presente memoria y puede incluir ademas
una secuencia no nativa de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa, tal como cualquiera dada a
conocer en la presente memoria. En algunas realizaciones, los métodos independientes de acil-CoA de la invencion
se llevan a cabo en un microorganismo fotosintético, p.ej. una cianobacteria o una microalga eucariética. En
determinadas realizaciones, el microorganismo fotosintético no produce endégenamente acil-CoA.

Una célula huésped fotosintética recombinante utilizada para la produccién de ésteres de cera puede ser una
microalga eucarittica, por ejemplo de una especie de Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus,
Asteromonas, Boekelovia, Borodinella, Botryococcus, Bracteococcus, Chaetoceros, Carteria, Chlamydomonas,
Chlorococcum, Chlorogonium, Chlorella, Chroomonas, Chrysosphaera, Cricosphaera, Crypthecodinium,
Cryptomonas, Cyclotella, Dunaliella, Ellipsoidon, Emiliania, Eremosphaera, Ernodesmius, Euglena, Franceia,
Fragilaria, Gloeothamnion, Haematococcus, Halocafeteria, Hymenomonas, Isochrysis, Lepocinclis, Micractinium,
Monoraphidium, Nannochloris, Nannochloropsis, Navicula, Neochloris, Nephrochloris, Nephroselmis, Nitzschia,
Ochromonas, Oedogonium, Oocystis, Ostreococcus, Pavlova, Parachlorella, Pascheria, Phaeodactylum, Phagus,
Picochlorum, Platymonas, Pleurochrysis, Pleurococcus, Prototheca, Pseudochlorella, Pseudoneochloris,
Pyramimonas, Pyrobotrys, Scenedesmus, Schizochlamydella, Skeletonema, Spyrogyra, Stichococcus, Tetrachorella,
Tetraselmis, Thalassiosira, Viridiella o Volvox.

Los métodos de la invencidon pueden llevarse a cabo ventajosamente en células huésped cianobacterianas. Las
cianobacterias sintetizan acil-ACP pero no producen naturalmente acil-CoA, alcoholes grasos o ésteres de cera.
Ademas, los genomas cianobacterianos no incluyen genes codificantes de acil-ACP tioesterasas o acil-CoA
tioesterasas. Por lo tanto, las células huésped cianobacterianas pueden manipularse para producir ésteres de cera
mediante la introduccién de una molécula de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera
(p.€j. WA1 (SEC ID n° 19) o WS2 (SEC ID n° 21), o sintasas de éster cera que presentan una identidad de
secuencia de por lo menos 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% respecto a WS1 o WS2, u otras dadas a conocer en la presente memoria, p.€j. cualquiera de
las SEC ID n°® 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43) y un unico gen de acil-ACP reductasa formador de alcohol
(p.€j. codificante de una acil-ACP reductasa que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 30%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a, p.ej.,
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Maqu_2220 (SEC ID n° 2), Hch_05075 (SEC ID n° 4), MDG893_11561 (SEC ID n° 6), HP15_810 (SEC ID n° 8) o
RED65_09894 (SEC ID n° 10) u otros tal como se da a conocer en la presente memoria) sin necesidad de atenuar o
eliminar la expresion de genes endégenos que funcionan en una ruta dependiente de acil-CoA, p.ej. una tioesterasa
o una acil-CoA sintetasa. Ademas, debido a que las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos que pueden
utilizar fuentes de carbono inorganico (no reducido), tales como CO,, en comparaciéon con, p.ej., células
heterotréficas que dependen de fuentes de carbono orgéanico, tales como azucares que deben afiadirse al medio,
cianobacterias transformadas con una acil-ACP sintasa de éster de cera y un gen de acil-ACP reductasa formador
de alcohol pueden proporcionar un sistema bioldgico simplificado y mas energéticamente eficiente para producir
ésteres de cera.

Entre las cianobacterias que pueden utilizarse como células huésped se incluyen, por ejemplo, especies de
Agmenellum, Anabaena, Anabaenopsis, Anacystis, Aphanizomenon, Arthrospira, Asterocapsa, Borzia, Calothrix,
Chamaesiphon, Chlorogloeopsis, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Crinalium, Cyanobium, Cyanocystis, Cyanospira,
Cyanothece, Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Dactylococcopsis, Dermocarpella, Fischerella, Fremyella,
Geitleria, Geitlerinema, Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, Halospirulina, lyengariella, Leptolyngbya, Limnothrix,
Lyngbya, Microcoleus, Microcystis, Myxosarcina, Nodularia, Nostoc, Nostochopsis, Oscillatoria, Phormidium,
Planktothrix, Pleurocapsa, Prochlorococcus, Prochloron, Prochlorothrix, Pseudanabaena, Rivularia, Schizothrix,
Scytonema, Spirulina, Stanieria, Starria, Stigonema, Symploca, Synechococcus, Synechocystis,
Thermosynechococcus, Tolypothrix, Trichodesmium, Tychonema o Xenococcus. Por ejemplo, el microorganismo
fotosintético recombinante puede ser una especie de Synechococcus, Synechocystis o Thermosynechococcus.
Alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser una especie de Cyanobium, Cyanothece
o Cyanobacterium, o mas alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser una especie de
Gloeobacter, Lyngbya o Leptolyngba.

La invencion proporciona ademas sistemas para producir un éster de acido graso de una manera independiente de
acil-CoA, p.ej. mediante el cultivo de microorganismos recombinantes que no producen acil-CoA y expresan una
acil-ACp sintasa de éster de cera y ésteres de cera producidos utilizando dichos huéspedes y sistemas. Por ejemplo,
en la presente memoria se proporciona un sistema para producir un éster de cera que incluye un microorganismo
fotosintético recombinante que presenta una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP
sintasa de éster de cera cultivada en un medio que no incluye una cantidad sustancial de una fuente de carbono
reducido, en la que el microorganismo fotosintético se expone a la luz durante por lo menos una parte del periodo de
produccién. Adicionalmente, el microorganismo fotosintético puede incluir ademas una secuencia no nativa de
acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Opcionalmente, el sistema puede
incluir ademas una fuente de carbono inorganico (p.ej. no reducido), tal como, por ejemplo, CO,, acido carbodnico,
carbonato o bicarbonato. La fuente de carbono inorganico en realizaciones preferentes proporciona el carbono para
la sintesis de un producto éster de cera. En algunos ejemplos, el microorganismo fotosintético es una cianobacteria.

La invencién proporciona ademas una molécula aislada de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de
éster de cera, una molécula aislada de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol y
una molécula aislada de éacidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol. En algunas realizaciones, la molécula aislada de acidos nucleicos comprende
ademas una secuencia adicional de &acidos nucleicos de por lo menos 50 nucledtidos procedente de un
microorganismo fotosintético. Ademas, la invencion proporciona vectores y células huésped recombinante que
comprende por lo menos una molécula aislada de acidos nucleicos o un vector codificante de una acil-ACP sintasa
de éster de cera y que opcionalmente comprende ademas por lo menos una molécula aislada de acidos nucleicos o
vector codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, o que comprende por lo menos una molécula
aislada de acidos nucleicos codificante de tanto una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa
formadora de alcohol.

En todavia otro aspecto de la invencion, se proporciona una composicidon que incluye un éster de cera. El éster de
cera se produce mediante los métodos proporcionados en la presente memoria y pueden incluir uno o mas ésteres
de cera que presentan tanto una cadena A como una cadena B con longitudes de cadena de C8-C24. En algunas
realizaciones, la composicion comprende por lo menos una molécula de éster de cera producida mediante un
método dado a conocer en la presente memoria que presenta tanto una cadena A como una cadena B de C12-C18.
Las composiciones de la invencidon pueden comprender, segun determinadas realizaciones, una mezcla de
diferentes ésteres de cera en la que la mezcla comprende diferentes ésteres de cera en proporciones similares (por
ejemplo, dentro de +/-20%) a las producidas por una célula huésped recombinante de la invencion. Adicional o
alternativamente, una composicion de éster de cera de la invencion puede, segun determinadas realizaciones, ser
identificable como productora segun un método de la invencién mediante la deteccidén de una impureza menor en la
composicion que identifica su fuente de una célula huésped recombinante de la invencién. Por ejemplo, una
composicion puede contener una o mas moléculas de acidos nucleicos como componente menor que puede
detectarse, por ejemplo, mediante reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) o mediante un método de deteccion
alternativo de amplificacién de acidos nucleicos especifica de secuencia, en la que la molécula o moléculas de
acidos nucleicos pueden presentar una secuencia correspondiente a por lo menos una parte de la SEC ID n° 18, 20,
22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42, etc. o secuencias que presentan una identidad de secuencia de por lo
menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a las
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mismas que codifican por lo menos una parte de una acil-ACP sintasa de cera y/o las moléculas de acidos nucleicos
pueden presentar una secuencia correspondiente a por lo menos una parte de la SEC ID n° 1, SEC ID n° 3, SEC ID
n°5, SECIDn°7, SECIDn°9 ¢ SEC ID n°® 11, etc. o secuencias que presentan una identidad de secuencia de por
lo menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a las
mismas que codifican por lo menos una parte de una acil-ACP reductasa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 muestra la secuencia de aminoacidos de la acil-ACP reductasa de Marinobacter aquaoelei cepa
VT8 Maqu_2220 ("Maqu_2220"; SEC ID n° 2).

La FIGURA 2 muestra la secuencia de aminoacidos de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de Hahella
chejuensis cepa KCTC 2396 ("Hch_05075, SEC ID n° 4).

La FIGURA 3 muestra la secuencia de aminoacidos de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de
Marinobacter algicola cepa DG893 ("MDG893_11561"; SEC ID n° 6).

La FIGURA 4 muestra la secuencia de aminoacidos de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de
Marinobacter algicola cepa HP15 ("HP15_810"; SEC ID n° 8).

La FIGURA 5 muestra la secuencia de aminoacidos de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de
Oceanobacter sp. cepa RED65 ("RED65_09894"; SEC ID n° 10).

La FIGURA 6 muestra la secuencia de aminoacidos de la sintasa de éster de cera de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus cepa 8798 WS1 ("sintasa de éster de cera WS1"; SEC ID n°® 19).

La FIGURA 7 muestra la secuencia de aminoacidos de la sintasa de éster de cera de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus cepa 8798 WS2 ("sintasa de éster de cera WS2"; SEC ID n° 21).

La FIGURA 8 muestra la secuencia de aminoacidos de la sintasa de éster de cera de Marinobacter sp. cepa
ELB17 ("sintasa de éster de cera ELB17"; SEC ID n° 43).

La FIGURA 9 es una representacion esquematica de rutas metabdlicas de derivados de acidos grasos.

La FIGURA 10 es una representacion esquematica de una ruta metabdlica ejemplar para producir alcoholes
grasos a partir de acil-ACP.

La FIGURA 11 es una representacion esquematica de una ruta metabdlica en dos etapas para producir ésteres
de cera a partir de alcoholes grasos y acil-ACP.

La FIGURA 12 muestra un mapa plasmidico (p.SGE05075) de un vector de integracidon construido con el gen de
acil-ACP reductasa Maqu_2220 de codones optimizados. RS1-down y RS1-up se refieren a sitios de integracion
en el cromosoma de Synechocystis sp. PCC 6803.

La FIGURA 13 A) muestra un cromatograma de cromatografia de fases de Synechocystis sp. PCC 6803
cultivado fototrépicamente y que expresan una acil-CoA reductasa Maqu_2507 (SEC ID n° 12). B) muestra un
cromatograma de cromatografia de gases de Synechocystis sp. PCC 6803 cultivado fototropicamente y que
expresa un gen codificante de la acil-ACP reductasa Maqu_2220 optimizado con codones (SEC ID n° 11). Los
productos lipidicos estan marcados verticalmente para cada pico.

La FIGURA 14 muestra un grafico que demuestra las cantidades de alcohol graso (C16 y C18:0-ol) producidas
en Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa acil-ACP reductasas Maqu_2220 de tipo salvaje (5074) y 6803 de
codones optimizados (5075), en comparacién con Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa Maqu_2507 (5076),
una acil-CoA reductasa que utiliza acil-CoA como sustrato. No se detectd ningun aldehido graso en ninguna de
las muestras.

La FIGURA 15 muestra un grafico que demuestra los alcoholes grasos totales producidos en Synechocystis sp.
PCC 6803 que no expresa acil-ACP reductasa heteréloga ("Wt 6803") o que expresa acil-ACP reductasa
formadora de alcohol graso Hch_05075 ("Hahella FAR").

La FIGURA 16 muestra un mapa plasmidico (p.SGE05175) de un vector de integracion construido con el gen de
acil-ACP reductasa Maqu_2220 y el gen WS1. RS1-down y RS1-up se refieren a sitios de integracion en el
cromosoma de Synechocystis sp. PCC 6803.

La FIGURA 17 muestra un gréfico que demuestra la produccién de éster de cera y alcohol graso en
Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa WS1 (SEC ID n° 19) y Maqu_2220 (SEC ID n°® 2) ("5175 (WS1)");
Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa WS de petunia (SEC ID n° 45) y Maqu_2220 (SEC ID n° 2) ("5174
(WS Petunia)") y Synechocystis sp. PCC 6803 que no expresa genes heterélogos ("6803 Ctrl neg").

Descripcion detallada de la invencion

La invencion proporciona métodos independientes de acil-CoA para producir un éster de cera en células huésped
recombinantes, asi como moléculas aisladas de nucleétidos, vectores y células huésped y sistemas recombinantes
para producir un éster de cera mediante una ruta independiente de acil-CoA y composiciones que incluyen ésteres
de cera preparados mediante los métodos de la invencion.

El experto en la materia apreciara que la exposicion de la presente solicitud incluye la exposicidén de realizaciones
que comprenden combinaciones de dos o mas elementos descritos por conveniencia mediante la referencia a
realizaciones especificas. Los titulos en la solicitud se proporcionan uUnicamente para comodidad del lector y no
limitan en modo alguno el alcance de la invencién o sus realizaciones.
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Todas las publicaciones y solicitud de patente citadas en la presente memoria se incorporan en la presente memoria
como referencia como si cada publicacién individual o solicitud de patente se encontrase especifica e
individualmente indicada como incorporada como referencia.

Definiciones

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan los mismos significados entendidos cominmente por el experto ordinario en la materia a la que se refiere
la presente invencion.

Durante toda la presente memoria y realizaciones, el término "comprende" o variaciones tales como "que
comprende"”, se entendera que implican la inclusion de una entidad, item o grupo de items indicados pero sin excluir
cualquier otra entidad, item o grupo de items.

Los articulos singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Una referencia a una célula, por ejemplo, incluye una pluralidad de células.

El término "y/0" tal como se utiliza en una expresion, tal como "A y/o B" en la presente memoria pretende incluir "A'y
B" "A0B", "A"y "B".

La expresién "acil-ACP reductasa formadora de alcohol" se refiere a una proteina que es capaz de convertir acil-
ACP en un alcohol graso. Una "acil-CoA reductasa formadora de alcohol" es una proteina que es capaz de convertir
acil-CoA en alcohol graso. La expresion "acilo graso reductasa formadora de alcohol" se refiere a enzimas que
pueden convertir acil-ACP o acil-CoA en alcoholes grasos e incluye "acilo graso reductasas formadoras de alcohol
promiscuas" que son capaces de utilizar tanto acilF-ACP como acil-CoA como sustratos para la produccion de
alcoholes grasos.

Un "alcohol de cadena corta" es un alcohol que presenta entre 1 y 5 atomos de carbono. Un alcohol de cadena corta
puede ser lineal o ramificado. Entre los ejemplos no limitativos de alcoholes de cadena corta se incluyen metanol,
etanol, propanol, butanol, isobutanol, 2-metilbutanol y 3-metilbutanol.

Un "alcohol graso" es un alcohol primario que presenta la formula ROH, en la que R es un grupo alifatico,
preferentemente un grupo alquilo. R puede comprender entre aproximadamente 6 y aproximadamente 24 atomos de
carbono. La cadena alifatica puede ser saturada, monoinsaturada o poliinsaturada. La expresion "uno o mas
alcoholes grasos" se refiere a uno o mas alcoholes grasos de diferente longitud de cadena y/o patrén de saturacion,
por ejemplo un alcohol graso C16:1, un alcohol graso C18:2 y un alcohol graso C14 son alcoholes grasos
particulare.s

La expresion "acil reductasa formadora de aldehido" o "reductasa formadora de aldehido" se refiere a un enzima que
produce un aldehido graso a partir de un sustrato acilo, tal como un &cido carboxilico (p.ej. un acido graso libre), un
acil-ACP o un acil-CoA. Una "acil-ACP reductasa formadora de aldehido" se refiere a una proteina que convierte
acil-ACP en un aldehido graso.

Un "éster de acido graso" es un éster de un acido graso y un alcohol. La cadena de carbono que origina de un
alcohol se denomina cadena A y la cadena de carbonos que se origina a partir de un acido graso (la fraccién acido
graso puede ser proporcionada por un acil-tioéster) se denomina cadena B. Un éster de acido graso puede
presentar un lado A de cualquier longitud, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 0 mas de
24 carbonos de longitud. Un éster de 4cido graso puede presentar un lado B de cualquier longitud, por ejemplo de 4,
6,7,8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 o mas de 24 carbonos de longitud. Las longitudes de las cadenas Ay B de
un éster de acido graso pueden variar independientemente. Por ejemplo, la condensaciéon de metanol (C1) y una
cadena de acilo (acido graso o acil-tioéster) de C4 o superior puede resutlar en un metil-éster de acido graso
("FAME", por sus siglas en inglés) y la condensacién de etanol y una cadena de acilo puede resultar en un etil-éster
de acido graso ("FAEE", por sus siglas en inglés). La condensacion de un alcohol graso (C8 o superior) con un acil-
tioéter (C8 o superior) produce un éster de cera.

Un "éster de cera" es un éster de un acido graso y un alcohol alifatico de cadena larga. Los ésteres de cera
presentan una cadena A, derivada de un alcohol graso, de por lo menos 8 carbonos y una cadena B, derivada de un
acil-tioéster, de por lo menos 8 carbonos. El nimero de carbonos en las cadenas A y B de un éster de cera puede
variar independientemente.

Una "éster de cera sintasa" o "cera sintasa" es un enzima que cataliza la condensacién de un alcohol graso y un acil-
tioéster, tal como, por ejemplo, acil-CoA o acil-ACP para producir un éster de cera. Una cera sintasa también puede
condensar un alcohol de cadena corta con un acil-tioéster, por ejemplo para producir un éster de &cido graso, tal
como un metil-éster de acido graso o etil-éster de acido graso.
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La expresién "acil-ACP sintasa de éster de cera" o "acil-ACP sintasa de cera" se refiere a una proteina que es capaz
de transferir una cadena de acilo de un sustrato acil-ACP a un alcohol graso para formar un éster de cera. Entre las
acil-ACP sintasas de éster de cera se incluyen las sintasa de éster de cera que utilizan Unicamente acil-ACP como
sustratos acil-tioéster y las acil-ACP sintasas de éster de cera capaces de utilizar otros sustratos acil-tioéster (p.ej.
acil-CoA) ademas de acil-ACP.

Los términos "péptido", "polipéptido" y "proteina" se utilizan intercambiablemente en la presente memoria, aunque
"péptido", en algunos casos, puede utilizarse para referirse a un polipéptido que no presenta mas de
aproximadamente 100 aminoacidos 0 no mas de aproximadamente 60 aminoacidos.

La expresion "fragmento funcional" se refiere a un polipéptido que presenta una delecion aminoterminal y/o
carboxiterminal, en el que la secuencia de aminoacidos restante presenta una identidad de secuencias de por lo
menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a las posiciones correspondientes en la
secuencia de referencia y que conserva aproximadamente 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de la actividad del polipéptido de longitud completa. Los fragmentos funcionales pueden
comprender, p.ej., 90% o menos, 80% o menos, 70% o menos, 60% o menos, 50% o menos, 40% o menos, 30% o
menos o 20% o menos del polipéptido de longitud completa, y pueden incluir, por ejemplo, hasta aproximadamente
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% del polipéptido de
longitud completa.

La presente solicitud da a conocer y se refiere a acidos nucleicos y polipéptidos mediante identificadores utilizados
en bases de datos establecidas desde hace mucho tiempo y ampliamente referenciadas que mantiene la National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Los numeros de acceso son identificadores unicos para un registro de
secuencia disponible publicamente en el sitio de internet (ncbi.nim.nih.gov) mantenido por el United States National
Institutes of Health. El nimero de identificacion de secuencia "Genlinfo Identifier" (Gl) es especifica de una secuencia
de nucledtidos o aminoacidos. En el caso de que la secuencia cambie de algin modo, se asigna un nuevo numero
Gl. Se encuentra disponible una herramienta de historia de revisiones de la secuencia para realizar un seguimeinto
de los diversos numeros Gl, nimeros de version y fechas de actualizacion de las secuencias que aparecen en un
registro GenBank especifico. La busqueda y obtencion de secuencias de acidos nucleicos o génicas o de proteinas
basandose en los numeros de acceso y numeros Gl es bien conocida de las técnicas, p.ej. de la biologia celular,
bioquimica, biologia molecular y genética molecular.

El porcentaje de identidad u homologia con respecto a las secuencias de aminoacidos o nucleétidos se define en la
presente memoria como el porcentaje de residuos aminoacidos o nucleétidos en la secuencia candidata que son
idénticos a polipéptidos conocidos, después de la alineacion de las secuencias para un porcentaje maximo de
identidad y la introducciéon de huecos, en caso necesario, para alcanzar el maximo porcentaje de homologia. La
homologia o identidad en el nivel de la secuencia de nucledtidos o aminoacidos puede determinarse utilizando
métodos conocidos de la técnica, incluyendo, aunque sin limitacién, BLAST (por sus siglas en inglés, herramienta
basica de busqueda de alineaciones locales) utilizando los algoritmos utilizados por los programas blastp, blastn,
blastx, tblastn y tblastx (Altschul, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997 y Karlin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:2264-2268, 1990) que se ajustan para la busqueda de similitudes de secuencia.

"Pfam" es una gran coleccién de dominios de proteinas y familias de proteinas mantenida por el consorcio Pfam y se
encuentra disponible en varios sitios de Internet patrocinados, entre ellos: pfam.sanger.ac.uk/ (Welcome Trust,
Sanger Institute); pfam.sbc.su.se/ (Stockholm Bioinformatics Center); pfam.janelia.org/ (Janelia Farm, Howard
Hughes Medical Institute); pfam.jouy.inra.fr/ (Institut national de la Recherche Agronomique) y pfam.ccbb.re.kr/. La
ultima version de Pfam es Pfam 26.0 (noviembre de 2011, 13.672 familias) basada en la base de datos de proteinas
UniProt version 2020_05. Los dominios y familias de Pfam se identifican utilizando mudltiples alineaciones de
secuencias y modelos de Markov ocultos (HMM, por sus siglas en inglés). Las familias Pfam-A, basadas en
asignaciones de alta calidad, son generadas por una alineacion consolidad de la semilla utilizando miembros
representativos de una familia de proteinas y modelos de Markov ocultos de perfil basados en la alineacion de la
semilla (a menos que se indique lo contrario, las correspondencias de una proteina problema con un Pfam son
correspondencias de Pfam-A). Todas las secuencias identificadas pertenecientes a la familia se utilizan a
continuacion para generar automaticamente una alineacién copmleta para la familia (Sonnhammer et al., Nucleic
Acids Research 26: 320-322, 1998; Bateman et al., Nucleic Acids Research 26: 263-266, 2000; Bateman et al.,
Nucleic Acids Research 32, 2004, version de la base de datos: D138-D141; Finn et al. Nucleic Acids Research
Database Issue 34: D247-251, 2006; Finn et al. Nucleic Acids Research Database Issue 38: D211-222, 2010).
Mediante el acceso a la base de datos pfam (por ejemplo utilizando cualquiera de los sitios de internet anteriormente
indicados), pueden realizarse preguntas en secuencias de proteinas frente a los HMM utilizando el software de
busqueda de homologias HMMER (p.ej. HMMER3 hmmer.janelia.org/). Son correspondencias significativas que
identifican una proteina interrogada como presente en una familia de pfam (o que presenta un dominio pfam
particular) aquellas en las que la puntuacion de bit es superior o igual al umbral de inclusién en la alineacion para el
dominio Pfam. Los valores esperados (valores e) también pueden utilizarse como criterio para la inclusiéon de una
proteina interrogada en un pfam o para determinar si una proteina interrogada presenta un dominio de pfam
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particular, en el que los valores de e bajos (muy inferiores a 1,0, por ejemplo inferiores a 0,1 o inferiores o iguales a
0,01) representan probabilidades bajas de que una correspondencia se deba al azar.

Una "variante conservada" de un polipéptido es un polipéptido que presenta una o mas sustituciones conservadoras
de aminoacidos con respecto al polipéptido de referencia, en el que la actividad (p.ej. el efecto sobre la
transcripcion), la afinidad para correguladores o ligandos, o la afinidad de unién al ADN del polipéptido no difieren
sustancialmente de las del polipéptido de referencia.

La expresion "sustitucion conservadora de aminoacidos" o "mutacion conservadora" se refiere a la sustitucion de un
aminoacido por otro aminoacido con una propiedad comun. Un modo funcional de definir propiedades comunes
entre aminoacidos individuales es analizar las frecuencias normalizadas de cambios de aminoacidos entre las
proteinas correspondientes de organismos homoélogos (Schulz, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag,
1979). Segun dichos analisis, pueden definirse grupos de aminoacidos en los que los aminoacidos dentro de un
grupo se intercambian preferentemente entre si y, por lo tanto, son mas similares entre si en su impacto sobre la
estructura global de la proteina (Schulz, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, 1979). Entre los ejemplos
de grupos de aminoécidos definidos de este modo pueden incluirse un "grupo cargado/polar", incluyendo Glu, Asp,
Asn, GIn, Lys, Arg y His; un "grupo aromatico o ciclico", incluyendo Pro, Phe, Tyr y Trp, y un "grupo alifatico",
incluyendo Gly, Ala, Val, Leu, lle, Met, Ser, Thr y Cys. Dentro de cada grupo también pueden identificarse
subgrupos. Por ejemplo, el grupo de aminoacidos cargados/polares puede subdividirse en subgrupos, incluyendo el
"subgrupo cargado positivamente"”, que comprende Lys, Arg e His; el "subgrupo cargado negativamente", que
comprende Glu y Asp, y el "subgrupo polar", que comprende Asn y GIn. En otro ejemplo, el grupo aromatico o ciclico
puede subdividirse en subgrupos, incluyendo el "subgrupo de anillo nitrogenado”, que comprende Pro, Hisy Trp, y el
"subgrupo fenilo", que comprende Phe y Tyr. En otro ejemplo adicional, el grupo alifatico puede subdividirse en
subgrupos, entre ellos: el "subgrupo no polar alifatico grande", que comprende Val, Leu e lle; el "subgrupo
ligeramente polar alifatico”, que comprende Met, Ser, Thr y Cys, y el "subgrupo de residuo pequefio”, que
comprende Gly y Ala. Entre los ejemplos de mutaciones conservadoras se incluyen las sustituciones de aminoacidos
dentre los subgrupos indicados anteriormente, tales como, aunque sin limitacion: Lys por Arg o viceversa, de manera
que puede mantenerse una carga positiva; Glu por Asp o viceversa, de manera que puede mantenerse una carga
negativa; Ser por Thr o viceversa, de manera que puede mantenerse un OH libre, y Gln por Asn o viceversa, de
manera que puede mantenerse un NH libre.

El término "gen" se utiliza ampliamente para referirse a cualquier segmento de molécula de acidos nucleicos
(tipicamente de ADN aunque opcionalmente de ARN) codificante de una proteina o ARN expresado. De esta
manera, entre los genes se incluyen secuencias codificantes de ARN expresado (que puede incluir secuencias
codificantes de polipéptido). Los genes pueden comprender ademas las secuencias reguladoras requeridas para su
expresion. Los genes pueden obtenerse a partir de una diversidad de fuentes, incluyendo la clonacién a partir de
una fuente de interés o mediante sintesis a partir de informacién de secuencia conocida o predicha y puede incluir
secuencias disefiadas para que presenten parametros deseados.

La expresién "acido nucleico" o "molécula de acidos nucleicos" se refiere, p.ej., a ADN o ARN (p.ej., ARNm). Las
moléculas de acidos nucleicos pueden ser de doble cadena o monocatenarias; el ARN o ADN monocatenario puede
ser la cadena codificante (de sentido) o la cadena no codificante (antisentido).

Las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion pueden aislarse o purificarse. Tal como se utiliza en la
presente memoria, una molécula de acidos nucleicos o secuencia de nucleétidos "aislada" se refiere a una molécula
de acidos nucleicos o secuencia de nucleétidos que no se encuentra flanqueada por secuencias de nucleétidos que
normalmente flanquean la secuencia génica o de nucledtidos (tal como en secuencias genémicas) y, por lo tanto,
pueden ser una molécula o secuencia de acidos nucleicos recombinante y/o que ha sido completa o parcialmente
extraida de su medio nativo (p.ej., una célula o un tejido). Por ejemplo, las moléculas de acidos nucleicos que han
sido extraidas o purificadas a partir de células se consideran aisladas. En algunos casos, el material aislado forma
parte de una composicion (por ejemplo, un extracto en bruto que contiene otras sustancias), sistema tampén o
mezcla de reactivos. En algunas realizaciones, las moléculas de acidos nucleicos pueden purificarse hasta la
practica homogeneidad, por ejemplo segun se determina mediante PAGE o cromatografia de columna, tal como
HPLC. Una molécula de acidos nucleicos o secuencia de nucleétidos aislada puede incluir una molécula de acidos
nucleicos o secuencia de nucledtidos que se sintetiza quimicamente utilizando tecnologia de DNA recombinante o
utilizando cualquier otro método adecuado. Un &cido nucleico contenido en un vector también se incluye en la
definicion de "aislado" tal como se utiliza en la presente memoria. Los transcritos de ARN tanto in vivo como in vitro
de una molécula de ADN aislada de la presente invencion también se encuentran comprendidos en las secuencias
de nucledtidos "aisladas".

La expresiéon "de codones optimizados" se refiere a cambios en los codones de una secuencia de nucledétidos
codificante de una proteina a los utilizados preferentemente en un organismo particular de manera que la proteina
codificada se exprese eficientemente en el organismo de interés. En algunas realizaciones, una secuencia de
nucledtidos codificante de una proteina puede presentar codones optimizados para la produccion 6ptima de la
proteina de un organismo huésped. Tal como se utiliza en el contexto de la invencién, un gen o molécula de acidos
nucleicos "de codones optimizados" de la invencion no requiere que se altere todo codén para conformarse a la
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preferencia de codones del organismo huésped deseado, ni se requiere que los codones alterados de un gen o
molécula de acidos nucleicos "de codones optimizados" sea modificada al codén mas prevalente utilizado por el
organismo de interés. Por ejemplo, un gen de codones optimizados puede cambios en uno o mas codones a
codones que son utilizados mas frecuentemente que el codén o codones originales, se utilicen o no con la maxima
frecuencia en el organismo para codificar un aminoacido particular.

La expresion "vector de expresion" o "constructo de expresion" se refiere a un acido nucleico que ha sido generado
mediante intervencion humana, incluyendo por medios recombinantes y/o sintesis quimica directa, con una serie de
"elementos de control de la expresion" de acidos nucleicos especificados que permiten la transcripcion y/o la
traduccion de un acido nucleico particular en una célula huésped. El vector de expresion puede ser un plasmido, una
parte de un plasmido, un constructo virico, un fragmento de acidos nucleicos o similar, 0 una combinacién de los
mismos.

Un "casete de expresion" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una secuencia de nucleétidos
codificante de una proteina o ARN funcional (p.ej. Un ARNt, un ARN de horquilla corta, uno o mas microARN, un
ARN ribosémico, etc.) operablemente ligado a elementos de control de la expresion, tales como un promotor, y
opcionalmente, cualquiera o una combinacion de otras secuencias de acidos nucleicos que afectan a la transcripcion
o traduccion del gen, tal como, aunque sin limitacion, un terminador transcripcional, un sitio de unién ribosémica, una
sitio de corte y empalme o una secuencia de reconocimiento de corte y empalme, un intrén, un intensificador, una
sefial de poliadenilacion, un sitio interno de entrada ribosémica, etc. La expresion "ligamiento operable" o "ligado
operablemente" se refiere a un ligamiento funcional entre dos secuencias de acidos nucleicos, tal como una
secuencia de control (tal como un promotor) y la secuencia ligada (tal como una secuencia que codifica una proteina
y/o ARN funcional). Un promotor se encuentra en ligamiento operable con una secuencia de acidos nucleicos en el
caso de que medie en la transcripcion del gen. Una secuencia de &cidos nucleicos derivada del genoma de un
microorganismo huésped puede ligarse operablemente a una secuencia de acidos nucleicos exdgena respecto al
microorganismo huésped, en el que la secuencia derivada del genoma puede promover la recombinacion homdéloga,
resultando en la insercién de la secuencia de acidos nucleicos exégena en el genoma del microorganismo huésped.
Por ejemplo, una molécula de acidos nucleicos de la invencion puede incluir una secuencia de acidos nucleicos
exogena al microorganismo huésped que codifica una proteina de interés, en la que la secuencia de acidos
nucleicos exdgena se encuentra operablemente ligada a secuencias (por ejemplo, flanqueadas por secuencias)
derivadas del microorganismo huésped que permiten la recombinacién de la secuencia de acidos nucleicos exdégena
en el genoma del huésped.

El término "operén”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una unidad de mas de un gen bajo el
control de una Unica sefial reguladora o promotor. El gen puede transcribirse, p.ej., en una unica molécula de ARNm.

Las "condiciones de astringencia" para la hibridacion de secuencias de nucleétidos se refieren a las condiciones de
incubacion y lavado, p.ej. las condiciones de temperatura y la concentraciéon del tampén, que permiten la hibridacion
de un acido nucleico particular a un segundo acido nucleico; el primer acido nucleico puede ser perfectamente
complementario (es decir, 100% complementario) respecto al segundo, o el primero y el segundo pueden compartir
cierto grado de complementariedad, que es menos que perfecta, por ejemplo de 60%, 75%, 85%, 95% o superior.
Por ejemplo, pueden utilizarse determinadas condiciones de alta astringencia para distinguir los acidos nucleicos
alta/perfectamente complementarios de los menos complementarios.

Las "condiciones de alta astringencia", las "condiciones de astringencia moderada" y las "condiciones de baja
astringencia" para las hibridaciones de acidos nucleicos se explican en Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, 2011. Las condiciones exactas que determinan la astringencia de la hibridacién dependen no sélo de
la fuerza i6nica (p.ej., [10,2x SSC o ~0,1x SSC, etc.) de los tampones de lavado, de la temperatura (p.ej., 23°C,
42°C, 68°C, etc.) y de la concentracion de agentes desestabilizadores, tales como formamida o agentes
desnaturalizantes, tales como SDS, sino también de factores tales como la longitud de la secuencia de acidos
nucleicos, la composicidon de bases, el porcentaje de no correspondencia entre secuencias hibridantes, la frecuencia
de incidencia de subgrupos de dicha secuencia dentro de otras secuencias no idénticas. De esta manera, las
condiciones de alta, moderada y baja astringencia pueden determinarse empiricamente.

Mediante la modificacion de las condiciones de hibridacion de un nivel de astringencia al que no se produce ninguna
hibridacion hasta el nivel al que se observa hibridacién, pueden determinarse las condiciones que permiten que una
secuencia dada se hibride con las secuencias més similares en la muestra.

Se describen condiciones ejemplares en Krause, Methods in Enzymology 200:546-556, 1991. El lavado es la etapa
en la que se fijan habitualmente las condiciones que determinan un nivel minimo de complementariedad de los
hibridos. Generalmente, partiendo de la temperatura mas baja a la que solo se produce hibridacion homdloga, cada
grado (°C) por el que se reduce la temperatura final de lavado, mientras se mantiene la concentraciéon de SSC
constante, permite un incremento de aproximadamente 1% del grado maximo de no correspondencia entre las
secuencias que se hibridan. Generalmente, la duplicacion de la concentracion de SSC puede resultar en un
incremento de la Tm. Utilizando dichas directrices, puede determinarse la temperatura de lavado empiricamente
para astringencia elevada, moderada o baja, dependiendo del nivel de no correspondencia buscado. Entre las
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condiciones de alta astringencia ejemplares se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, la hibridaciéon en 50% de
formamida, NaCl 1 M, SDS al 1% a aproximadamente 37°C y lavado en 0,1%x SSC a aproximadamente 60°C. Entre
las condiciones de astringencia progresivamente mas alta se incluyen, tras la hibridacién, el lavado con 0,2x SSC y
SDS al 110,1% a aproximadamente temperatura ambiente (condiciones de baja astringencia); el lavado con 0,2x
SSC y SDS al 0,1% a aproximadamente 42°C (condiciones de astringencia moderada) y el lavado con 0,1x SSC a
aproximadamente 68°C (condiciones de alta astringencia). El lavado puede llevarse a cabo utilizando Unicamente
una de dichas condiciones, p.ej. bajo condiciones de alta astringencia, o el lavado puede comprender dos o mas de
las condiciones de astringencia con el fin de incrementar la astringencia. Las condiciones Optimas pueden variar
dependiendo de la reaccion de hibridacion particular implicada y tipicamente pueden determinarse empiricamente.

Pueden determinarse condiciones equivalentes mediante la modificacion de uno o mas de los parametros
proporcionados a titulo de ejemplo tal como es conocido de la técnica, manteniendo simultdneamente un grado
similar de identidad o similitud entre la molécula de acidos nucleicos diana y el cebador o sonda utilizado. Las
secuencias de nucleétidos hibridables resultan Utiles como sondas y cebadores para la identificacién de organismos
que comprenden un acido nucleico de la invencién y/o para aislar un acido nucleico de la invencion, por ejemplo.

Una molécula de acidos nucleicos o secuencia de nucleétidos, o una proteina o secuencia polipeptidica, "purificada"
se encuentra sustancialmente libre de material celular y componentes celulares. La molécula de acidos nucleicos o
proteina purificada puede encontrarse libre de compuestos quimicos, mas alla de tampén o solvente, por ejemplo.
La expresion "sustancialmente libre" no pretende referirse a que otros componentes mas alla de las nuevas
moléculas de acidos nucleicos son indetectables.

Una molécula de acidos nucleicos "recombinante" o "manipulada" es una molécula de acidos nucleicos que ha sido
alterada mediante la manipulacion humana. A modo de ejemplos no limitativos, una molécula de acidos nucleicos
recombinante es una molécula de acidos nucleicos que: 1) ha sido sintetizada o modificada in vitro, por ejemplo
utilizando técnicas quimicas o enzimaticas (por ejemplo mediante la utilizacion de sintesis quimica de acidos
nucleicos o mediante la utilizacion de enzimas para la replicaciéon, polimerizacion, digestion (exonucleolitica o
endonucleolitica), ligacién, transcripcidon inversa, transcripcion, modificaciéon de bases (incluyendo, p.ej., la
metilacién) o la recombinacién (incluyendo la recombinacion homadloga o especifica de sitio) de moléculas de acidos
nucleicos; 2) incluye secuencias de nucleétidos unidas que no se encuentran unidas en la naturaleza; 3) ha sido
manipulada utilizando técnicas de clonacion molecular de manera que no presenta uno o mas nucleétidos con
respecto a la secuencia de la molécula de &cidos nucleicos natural, y/o 4) ha sido manipulada utilizando técnicas de
clonacion molecular de manera que presenta una o mas cambios de secuencia o reorganizaciones con respecto a la
secuencia de acidos nucleicos natural. A modo de ejemplos no limitativos, un ADNc es una molécula de ADN
recombinante, del mismo modo que cualquier molécula de acidos nucleicos que ha sido generada por una o mas
reacciones in vitro de polimerasa, o a la que se han unido conectores, o que ha sido integrada en un vector, tal como
un vector de clonacion o vector de expresion.

En su aplicacion a organismos, los términos recombinante, manipulado y genéticamente manipulado se refieren a
organismos que han sido manipulados mediante la introduccion de una secuencia de acidos nucleicos heteréloga o
recombinante en el organismo, e incluye desactivaciones génicas, mutaciones dirigidas y sustituciéon de genes,
sustitucion, delecion o insercion de promotores, si como la introduccién de transgenes en el organismo. La molécula
de acidos nucleicos heterdloga o recombinante puede integrarse en el genoma del organismo
recombinante/manipulado genéticamente o, en otros casos, no integrada en el genoma del organismo
recombinante/manipulado genéticamente.

La expresién "proteina recombinante” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una proteina producida
mediante manipulacion genética.

Las expresiones "natural" y "de tipo salvaje" se refieren a una forma que se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo,
una molécula de acidos nucleicos, secuencia de nucleotidos o proteina natural o de tipo salvaje, puede encontrarse
presente en, aislada a partir de, una fuente natural y no ha sido modificada deliberadamente mediante manipulacion
humana.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "atenuado” se refiere a una reduccion de la cantidad, grado, intensidad o
fuerza. La expresion génica atenuada puede referirse a una cantidad y/o tasa de transcripcion significativamente
reducida del gen en cuestion o de la traduccion, pliegue o ensamblaje de la proteina codificada. Un gen atenuado
puede ser un gen interrumpido o delecionado que resulta en una produccion indetectable de la proteina codificada.

La expresion "molécula exégena de acidos nucleicos" o "gen exégeno" se refiere a una molécula de acidos nucleicos
0 gen que ha sido introducido ("transformado") en una célula. Una célula transformada puede denominarse célula
recombinante, en la que puede introducirse uno o mas genes exdgenos adicionales. Un descendiente de una célula
que ha sido transformada con una molécula de acidos nucleicos también se denomina "transformada" en el caso de
que haya heredado la molécula exdgena de acidos nucleicos. El gen exégeno puede ser de una especie diferente (y
por lo tanto es "heterélogo") o ser de la misma especie (y por lo tanto es "homdlogo") respecto a la célula que se
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transforma. Una molécula de acidos nucleicos, gen o proteina "enddgeno” es una molécula de acidos nucleicos, gen
o proteina nativa ya que se encuentra en, o es naturalmente producida por, el huésped.

El término "heterdlogo” se utiliza ampliamente en dicho aspecto para referirse a moléculas de acidos nucleicos o
proteinas introducidas en una célula huésped, en las que las moléculas de acidos nucleicos o proteinas se derivan
de una cepalorganismo diferente. Un gen heterdlogo puede presentar un equivalente en el huésped transformado,
es decir, un gen que normalmente lleva a cabo la misma funcién o una funcién similar, o el gen heterdlogo exégeno
puede codificar una proteina que no presenta un homologo enddgeno en la cepa/organismo huésped. En referencia
a una secuencia reguladora génica o a una secuencia de acidos nucleicos auxiliar utilizada para el mantenimiento o
la manipulacién de una secuencia génica (p.ej. una regiéon 5’ no traducida, una regién 3’ no traducida, una secuencia
de adicién de poli-A, una secuencia de intron, un sitio de corte y empalme, un sitio de unién ribosémica, una
secuencia interna de entrada ribosémica, una region de homologia del genoma, un sitio de recombinacién, etc.),
"heterélogo” se refiere a que la secuencia reguladora o secuencia auxiliar procede de una fuente diferente que la del
gen respecto al que la secuencia de acidos nucleicos reguladora o auxiliar es contigua en un constructo, genoma,
cromosoma o episoma. De esta manera, un promotor operablemente ligado a un gen al que no se encuentra
operablemente ligado en su estado natural (es decir, en el genoma de un organismo no manipulado genéticamente)
en la presente memoria se denomina "promotor heterélogo”, aunque el promotor puede derivar de la misma especie
(o en algunos casos, del mismo organismo) a la que pertenece al gen al que se encuentra ligado.

El término "nativo" se utiliza en la presente memoria para referirse a secuencias de acidos nucleicos o secuencias de
aminoacidos tal como se encuentran naturalmente en el huésped. La expresién "no nativo" se utiliza en la presente
memoria para referirse a secuencias de acidos nucleicos o secuencias de aminoacidos que no se encuentran
naturalmente en el huésped. Una secuencia de acidos nucleicos o secuencia de aminoacidos que ha sido extraida
de una célula huésped, sometida a manipulacion de laboratorio e introducida o reintroducida en una célula huésped
se considera "no nativa". Los genes sintéticos o parcialmente sintéticos introducidos en una célula huésped son "no
nativos". Entre los genes no nativos se incluyen ademas genes enddgenos al microorganismo huésped
operablemente ligados a una 0 mas secuencias reguladoras heterélogas que han sido recombinadas en el genoma
del huésped.

La expresién "composicion de éster de cera" se refiere a una composicion que comprende por lo menos una
molécula de éster de cera. Entre los ésteres de cera se incluyen, p.ej., composiciones que comprenden Unicamente
moléculas de éster de cera (es decir, una composiciéon uge no contiene un derivado acido graso diferente de las
moléculas de éster de cera) y composiciones que comprenden ésteres de cera y por lo menos otro tipo de derivado
de acido graso seleccionado de entre, p.€j., alcoholes, aldehidos, alquenos, alquinos y alcanos. Los ésteres de cera
pueden comprender Unicamente un tipo de molécula de éster de cera o mas de un tipo de molécula de éster de
cera.

La expresién "composicion de alcohol graso" se refiere a una composiciéon que comprende por lo menos una
molécula de alcohol graso. Entre las composiciones de alcohol graso se incluyen, p.ej., composiciones que
comprenden Unicamente moléculas de alcohol graso (es decir, una composiciéon que no contiene un derivado de
acido graso diferente de las moléculas de alcohol graso) y composiciones que comprenden alcoholes grasos y por lo
menos otro tipo de derivado de acido graso seleccionado de entre, p.ej., aldehidos, ésteres, alquenos, alquinos y
alcanos. Las composiciones de alcohol graso pueden comprender Unicamente un tipo de molécula de alcohol graso
0 mas de un tipo de molécula de alcohol graso.

Las expresiones "que libera" y "que secreta", tal como se utilizan en la presente memoria, se utilizan
intercambiablemente para referirse a mecanismos activos y/o pasivos de transporte de sustancias a través de la
membrana celular. Entre los ejemplos de dichos mecanismos de transporte se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
la difusidon pasiva, la difusién en gradiente, la difusion facilitada, el transporte activo y las combinaciones de los
mismos.

Los términos "recombinante”, "manipulado” o "genéticamente manipulado" aplicados a las células huésped, se
refieren a células que han sido manipulados mediante la introduccién de una secuencia de acidos nucleicos no
nativa (p.ej., heterdloga o recombinante) en la célula huésped, o la delecion de una secuencia nativa de acidos
nucleicos de la célula huésped y entre ellos se incluyen, p.ej., desactivaciones génicas, mutaciones dirigidas y
sustituciones génicas, sustituciones, deleciones o inserciones de promotor, asi como la introduccién de transgenes
en la célula huésped. En algunas realizaciones, se integra una molécula introducida de acidos nucleicos no nativa en
el genoma del huésped recombinante/manipulado genéticamente. En otras realizaciones, se integra una molécula
introducida de acidos nucleicos no nativa en el genoma del huésped recombinante/manipulado genéticamente.

Los términos "transformacion”, " transfeccion”, "conjugacion” y "transduccion”, tal como se utilizan en el presente
contexto, pretenden comprender una multiplicidad de métodos conocidos por el experto en la materia para la
introduccién de acidos nucleicos foraneos (por ejemplo ADN exdgeno) en una célula huésped, incluyendo la
coprecipitacion con fosfato de calcio y/o cloruro de calcio, la transfeccion mediada por DEAE-dextrano, la lipofeccién,
la competencia natural, la transferencia mediada quimicamente, la electroporacién o el bombardeo con particulas, o
similar, o combinaciones de los mismos. La transfeccion puede ser transitoria o estable (p.egj., integracion genémica).
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Pueden encontrarse ejemplos de métodos adecuados para la transformacion y/o transfeccion de células huésped,
p.€j., en Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2010.

El término "cultivar" se refiere al fomento deliberado del crecimiento (p.ej. incrementos del tamafio celular, contenido
celular y/o actividad celular, tal como la produccion de moléculas bioldgicas) y/o propagacion (p.ej. Incrementos del
nuamero celular mediante mitosis) de una o mas células mediante la utilizaciéon de condiciones seleccionadas y/o
controladas. La combinacién de tanto crecimiento como propagacion puede denominarse proliferacion. Entre los
ejemplos no limitativos de condiciones seleccionadas y/o controladas pueden incluirse la utilizacion de un medio
definido (con caracteristicas conocidas, tales como el pH, la fuerza i6nica y/o la fuente de carbonos), una
temperatura especificada, la tensién de oxigeno, los niveles de diéxido de carbono, el crecimiento en un biorreactor
o similar, o combinaciones de los mismos.

El término "biorreactor" se refiere a un recipiente o recipiente parcial en el que se cultivan células (p.ej., células
microalgales), opcionalmente en suspension y, al suspenderlas, preferentemente en un liquido acuoso. El
biorreactor puede utilizarse para cultivar células a través de las diversas etapas de su ciclo fisiologico.

Rutas metabdlicas

La ruta de biosintesis de acidos grasos esta altamente conservada en los procariotas y en los cloroplastos de las
algas eucaridticas y plantas superiores. La fig. 9 ilustra la ruta de biosintesis de acidos grasos en bacterias,
partiendo del metabolito central acetil-CoA. La biosintesis de los acidos grasos se inicia mediante la conversion del
acetil-CoA en malonil-CoA, catalizada por la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa). A continuacion, la malonil-CoA es
convertida en malonil-ACP catalziada por la malonil-CoA-ACP transacilasa (FabD). Finalmente, la malonil-ACP es
convertida en acil-ACP, catalizada por el complejo enzimatico acido graso sintasa (FAS, por sus siglas en inglés). El
complejo acido graso sintasa inicia el ciclo de elongaciéon condensando en primer lugar malonil-ACP con acetil-ACP
catalizado por una beta-cetoacil-ACP sintasa lll (p.ej., FabH). El B-cetoacil-ACP (3-cetoacil-ACP) formado por las
reacciones de FabH es reducido a B-hidroxiacil-ACP (3-hidroxiacil-ACP) por la 3-cetoacil-ACP reductasa (p.ej.
FabG). A continuacioén, sobre B-hidroxiacil-ACP actia una B-hidroxiacil-ACP deshidratasa (p.ej., FabA, FabZ) para
formar trans-2-enoil-ACP, que a su vez es reducido por la enoil-ACP reductasa (p.ej. Fab I, Fab K y FabL) para
formar el producto acil-ACP elongado en 2 carbonos. Los ciclos siguientes son iniciados por una condensacion
catalizada por beta-cetoacil-ACP sintasa | o Il (p.ej., FabB o FabF) de malonil-ACP con un acil-ACP. Los ciclos de
condensacion, reduccioén, deshidratacion y reduccion se repiten, afiadiendo cada ciclo dos carbonos de malonil-ACP
hasta el corte de la cadena acilo de ACP por una tioesterasa, tal como FatA o FatB en los cloroplastos, formando un
acido graso libre o la transferencia a otra molécula (p.ej., glicerol-3-fosfato) por una transacilasa.

Al contrario que los cloroplastos vegetales, las cianobacterias no producen acidos grasos libres y, al contrario que E.
coli y ofras bacterias heterotroficas, las cianobacterias no producen acil-CoA. Tras la elongacién de acido graso con
la cadena acilo unida covalentemente a la proteina portadora de acilos, las acil transferasas pueden transferir la
cadena acilo a un esqueleto glicerol para producir lipidos membranales.

Para producir derivados de acidos grasos, tales como ésteres de cera en cianobacterias, tipicamente se considera
necesario introducir varios genes exogenos codificantes de enzimas para producir acil-CoA y la conversion del acil-
CoA en el producto final deseado (p.gj., un alcohol, aldehido, alcano, alqueno, éster de acido graso o éster de cera).
Tal como se ilustra en la fig. 9, puede introducirse un gen codificante de una tioesterasa (p.ej., acil-ACP tioesterasa,
3.1.2.20) para hidrolizar el acil-ACP tioéster, liberando de esta manera el acido graso libre. Puede introducirse un
gen de acil-CoA sintetasa (p.ej., 6.2.1.3) para convertir los acidos grasos libres en acil-CoA.

En el caso de que el producto final deseado sean aldehidos grasos y/o alcanos, puede introducirse un gen
codificante de una aldehido graso reductasa formador de aldehido (p.ej., la acil-CoA reductasa formadora de
aldehido 1.2.1.42 o 1.2.1.50; ver también la patente US n°® 6.143.538) para reducir el acil-CoA a aldehidos grasos;
adicional o alternativamente, puede introducirse un gen de acido carboxilico reductasa (ver, p.€j., los documentos n°
WO 20107135624 y n° WO 2010/042664) para reducir los acidos grasos libres a aldehidos grasos. Ademas, puede
introducirse uno o mas genes codificantes de una alcohol graso oxidasa (p.ej. 1.1.3.20) o una alcohol graso
deshidrogenasas (p.ej., 1.1.1.164) para convertir los alcoholes grasos en aldehidos grasos. Los aldehidos grasos
pueden procesarse adicionalmente en alcanos con la introduccién de un gen codificante de una aldehido graso
descarbonilasa (p.ej., 4.1.99.5).

En el caso de que el producto final deseado sean alcoholes grasos, alquenos y/o ésteres de cera, puede introducirse
un gen codificante de una acilo graso reductasa formadora de alcohol (p.ej. la acil-CoA reductasa formadora de
alcohol 1.2.1.50). Ademas, puede introducirse un gen de aldehido graso reductasa para reducir los aldehidos grasos
en alcoholes grasos. Los alcoholes grasos pueden procesarse adicionalmente en alquenos con la introduccion de un
gen codificante de una alcohol graso deshidratasa y/o con la deshidratacion catalitica. Pueden formarse ésteres de
cera mediante la introduccién de un gen codificante de una éster de cera sintasa para catalizar la condensacion de
un alcohol graso con un acil-tioéster graso (fig. 9).

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678 647 T3

Tal como se demuestra en la presente memoria, determinados enzimas son capaces de convertir acil-ACP
directamente en un derivado acido graso. Por ejemplo, tal como se da a conocer en la solicitud de patente US
comunmente concedida n° 61/539.640, titulada "Fatty Alcohol Forming Acyl-ACP Reductases", presentada el 27 de
septiembre de 2011, determinadas acil-ACP reductasas, tales como, p.ej., la acil-ACP reductasa Maqu_2220 acyl-
ACP vy la acil-ACP reductasa Hch_05075 pueden convertir acil-ACP directamente en alcoholes grasos. Dichos
enzimas se denominan en la presente memoria "acil-ACP reductasas formadoras de alcohol". Ademas, tal como
muestra la presente invencion, ahora se ha encontrado que determinadas sintasas de éster de cera, p.ej., WS1 y
WS2 de Marinobacter hydrocarbonoclasticus son capaces de condensar acil-ACP con alcoholes grasos para
producir ésteres de cera. De esta manera, la presente invencion proporciona un nuevo método de produccion de
ésteres de cera en una ruta libre de acil-CoA que requiere uUnicamente dos enzimas exdgenos: una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol y una acil-ACP sintasa de éster de cera.

En algunas realizaciones, la conversion de acil-ACP en alcohol graso puede producirse mediante la sintesis de un
aldehido graso, en el que la reductasa formadora de aldehido graso (p.ej., una acil-ACP reductasas formadora de
aldehido) expresada en la célula huésped en primer lugar reduce acil-ACP en un aldehido graso. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones, la célula huésped puede manipularse para sobreexpresar una acil-ACP reductasa
formadora de aldehido graso enddgena (p.ej. mediante la insercion de elementos de control transcripcional promotor
y/o intensificador en proximidad al gen de la acil reductasa). En otras realizaciones, la célula huésped puede
manipularse para expresar una acil reductasa formadora de aldehido graso exdgena.

Sintasas de éster de cera

Se han encontrado diversos polipéptidos identificados o caracterizados como aciltransferasas, incluyendo acilo
graso transferasas, alcohol aciltransferasas (AAT, EC 2.3.1.84), alcohol sintasa/acil-CoA:diacilglicerol
aciltransferasas, diacilglicerol O-aciltransferasas o diacilglicerol aciltransferasas (DGAT, EC 2.3.1.20), O-
aciltransferasas (p.ej., alcohol de cadena larga O-acilo graso transacilasas (EC 2.3.1.75) o acil-CoA:alcohol
aciltransferasas, O-aciltransferasas unidas a membrana (MBOAT)), acil-CoA cera alcohol aciltransferasas y éster de
cera sintasa/acil-CoA aciltransferasas bifuncionales, que presentan actividad de sintasa de éster de cera y se
denominan en la presente memoria sintasas de cera o éster de cera sintasas. Una acil-ACP sintasa de éster de cera
puede producir un éster de acido graso, tal como un éster de cera utilizando aci-ACP como donante de acilos
mediante la catalisis de una reaccion del acil-ACP con un alcohol, por ejemplo, un alcohol graso.

Las éster de cera sintasas pueden someterse a ensayo, por ejemplo, utilizando métodos de la técnica o dados a
conocer en la presente memoria, para la capacidad de utilizar acil-ACP como sustrato. En algunos ejemplos, las
sintasas de éster de cera que pueden utilizar sustratos acil-ACP pueden identificarse como presentando el dominio
Pfam "acil-CoA aciltransferasa de tipo éster de cera sintasa" PF03007, en el que la puntuacién de bit de una
correspondencia con el dominio es superior al corte de inclusion de 20,6 y opcionalmente también puede presentar
la "proteina de funcién desconocida DUF1298" dominio Pfam PF06974, en el que la puntuacion de alineacion (‘bit
score’) de una correspondencia es de por lo menos 20,7 (el umbral de inclusion en la alineacién para PF06974). Las
éster de cera sintasas que utilizan acil-ACP también pueden identificarse basandose en una identidad de secuencia
de aminoacidos de por lo menos, p.ej., 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a WS1 (SEC ID n° 19) o WS2
(SEC ID n° 21) de Marinobacter hydrocarbonoclasticus. Por ejemplo, una célula huésped, tal como, por ejemplo, un
microorganismo transgénico, puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP
sintasa de éster de cera que presenta una identidad de por lo menos 85% respecto a WS1 (SEC ID n° 19). En
algunos ejemplos, una célula huésped puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una
acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de por lo menos 90% o de por lo menos 95% respecto
a WS1 (SEC ID n°® 19). Por ejemlo, una célula huésped puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa
codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID n°® 19. Alternativamente, una célula huésped, tal como
un microorganismo transgénico, puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-
ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de por lo menos 85% respecto a WS2 (SEC ID n° 21). Por
ejemplo, una célula huésped puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP
sintasa de éster de cera que presenta una identidad de por lo menos 90% o de por lo menos 95% respecto a WS2
(SEC ID n°® 21). Por ejemplo, una célula huésped puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa
codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID n° 21.

Las secuencias de aminoacidos que presentan menores grados de identidad pero actividad biolégica comparable
(es decir, comparable a la actividad biolégica de las proteinas acil-ACP sintasa de éster de cera indicadas en la
presente memoria) se consideran equivalentes. Los métodos de demostracion y medicion del a actividad de una acil-
ACP sintasa de éster de cera pueden utilizar ensayos conocidos (p.ej., las patentes US n° 6.492.509, US n°
7.118.896 y US n° 7.897.369) en los que puede sustituirse acil-ACP por un sustrato acil-CoA, o pueden ser ensayos
que detectan los ésteres de cera producidos por células o lisados de células que expresan una acil-ACP sintasa de
cera putativa, en la que las células no producen y/o no estan provistas de un sustrato acil-CoA (p.ej., la medicion de
tasas/niveles de produccion de éster de cera utilizando, p.ej., cromatografia de gases-espectrometria de masas,
cromatografia liquida-espectrometria de masas, cromatografia de capa fina, etc.).
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Una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera puede presentar
una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a la
SEC ID n° 18 o respecto a una parte de la SEC ID n° 18 que codifica un fragmento funcional de una éster de cera
sintasa. Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de
cera puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos 80%, de por lo menos aproximadamente 85%, de
por lo menos aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la SEC ID n°® 18.
Alternativamente, una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera
puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
respecto a la SEC ID n°® 20 o respecto a una parte de la SEC ID n° 20 que codifica un fragmento funcional de una
éster de cera sintasa. Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa
de éster de cera puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos 80%, de por lo menos
aproximadamente 85%, de por lo menos aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto
ala SEC ID n® 20.

En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos no nativa codifica una secuencia de acidos nucleicos de
una acil-ACP sintasa de éster de cera de una bacteria marina, es decir, una bacteria que se encuentra naturalmente
en un medio marino. En determinadas realizaciones, la bacteria marina es una especie de Marinobacter, p.ej., M.
algicola, M. alkaliphilus, M. aquaeolei, M. adhaerens, M. arcticus, M. bryozoorum, M. daepoensis, M. excellens, M.
flavimaris, M. guadonensis, M. hydrocarbonoclasticus, M. koreenis, M. lipolyticus, M. litoralis, M. lutaoensis, M.
maritimus, M. sediminum, M. sp. ELB17, M. squalenivirans, M. vinifirmus, etc. En otras realizaciones, la acil-ACP
sintasa de éster de cera se deriva de una bacteria marina, tal como una especie de Acinetobacter, Alcanivorax (p.ej.,
A. borkumensis o Alcanivorax sp. DG881), gammaproteobacteria (p.ej., UPF0089), Hahella chejuensis (p.ej.,
3839139), or Limnobacter (p.ej., sp. MED105AT).

En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos no nativa codifica una ACIL-ACP sintasa de éster de
cera que presenta una identidad de secuencia de aminoacidos por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% r especto a una éster de cera sintasa putativa seleccionada de entre las siguientes:

Tabla 1. Genes microbianos de éster de cera sintasa

Especie de origen GenBank n° de acceso SEC ID n°
Marinobacter aquaeolei 0168 YP957462 23
Marinobacter adhaerens AT ADP99639 25
Alcanivorax borkumensis AT 4213840 CAL18190 27
Gammaproteobacteria UPF0089 CBL44765 29
Hahella chejuensis 3839139 ABC31703 31
Alcanivorax sp. DG881 AT EDX89052 33
Limnobacter sp. MED105 AT EDM84445 35
Marinobacter aquaeolei 3067 YP_960328 37
Marinobacter adhaerens AT ADP98710 39
Marinobacter algicola AT EDM48092 41
Marinobacter sp. ELB17 EBA00388 43

Por ejemplo, un gen no nativo puede codificar una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de
secuencia de aminoacidos de por lo menos 85%, de por lo menos 90% o de por lo menos 95% respecto a la SEC ID
n® 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Por ejemplo, una célula huésped, tal como, por ejemplo, un
microorganismo transgénico, puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de SEC ID n° 23,
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43.

En algunas realizaciones, una proteina con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera adicionalmente puede
presentar otra actividad de éster de cera sintasa, p.ej. actividad de acil-CoA sintasa de éster de cera. Entre las
proteinas con actividad de éster de cera sintasa pueden evaluarse para actividad de acil-ACP sintasa pueden
incluirse, aunque sin limitarse a ellas, éster de cera sintasa de Acinetobacter sp. M-1, A. calcoaceticus WS/DGAT,
éster de cera sintasa de Acinetobacter baylyi ADP1, éster de cera de jojoba sintasa, éster de cera sintasa de
Euglena gracilis, éster de cera sintasa de Micrococcus, éster de cera sintasa de Rhodococcus , éster de cera sintasa
de Mycobacterium, éster de cera sintasa de Arabidiopsis thaliana WSD1, aciltransferasa GPAT de Arabidiopsis
thaliana, éster de cera sintasa de Murraya koenigii, éster de cera sintasa de M. tuberculosis, éster de cera sintasa de
M. smegmatis, éster de cera sintasas de insecto y de mamifero, etc.

Acil-ACP reductasas

Las acil-ACP reductasas pueden utilizar acil-ACP directamente como sustrato para producir alcoholes grasos (ver la
solicitud de patente US de titularidad compartida n° 61/539.640, titulada "Fatty Alcohol Forming Acyl-ACP
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Reductases", presentada el 27 de septiembre de 2011). En algunas realizaciones, una acil-ACP reductasa
formadora de alcohol util en los métodos de la invencion se identifica basandose en la identidad de secuencia de por
lo menos, p.ej., 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a Maqu_2220 (SEC ID n°® 2), Hch_05075 (SEC ID n°® 4),
MDG893_11561 (SEC ID n° 6), HP15_810 (SEC ID n° 8) o RED65_09894 (SEC ID n° 10). Por ejemplo, una célula
huésped recombinante puede incluir una secuencia de &cidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP
reductasa que presenta una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 85% o de por lo menos 90%
respecto a Maqu_2220 (SEC ID n° 2), por ejemplo una identidad de secuencia de aminoacidos de por o menos 95%
respecto a Maqu_2220 (SEC ID n° 2). Por ejemplo, una célula huésped recombinante puede incluir una secuencia
de acidos nucleicos no nativa que codifica Maqu_2220 (SEC ID n° 2). Alternativamente, una célula huésped
recombinante puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa que
presenta una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a
Hch_05075 (SEC ID n° 4), por ejemplo una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 95% respecto a
Hch_05075 (SEC ID n° 4). Por ejemplo, una célula huésped recombinante puede incluir una secuencia de acidos
nucleicos no nativa que codifica Hch_05075 (SEC ID n° 4). En alternativas adicionales, una célula huésped
recombinante puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa que
presenta una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a
MDG893_11561 (SEC ID n° 6), HP15_810 (SEC ID n° 8) o RED65_09894 (SEC ID n° 10), por ejemplo una identidad
de secuencia de aminoacidos de por lo menos 95% respecto a MDG893_11561 (SEC ID n° 6), HP15_810 (SEC ID
n® 8) o RED65_09894 (SEC ID n° 10). Por ejemplo, una célula huésped recombinante puede incluir una secuencia
de acidos nucleicos no nativa que codifica MDG893_ 11561 (SEC ID n° 6), HP15_810 (SEC ID n° 8) o RED65_09894
(SEC ID n° 10).

Las secuencias de aminoacidos con menos grados de identidad pero comparable actividad biolégica (es decir,
comparable con la actividad biolégica de las proteinas acil-ACP reductasas formadoras de alcohol indicadas en la
presente memoria) se consideran equivalentes. Los métodos de demostrar y medir la actividad de una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol puede utilizar ensayos conocidos (p.ej., las patentes US n° 5.403.918, n° 5.723.747
y n° 6.143.538), en las que acil-ACP puede ser sustituido por un sustrato acil-Coa o puede detectar los alcoholes
grasos producidos por células o lisados de células que expresan una acil-ACP reductasa formadora de alcohol
putativa, en la que las células no producen y/o no se les proporciona un sustrato acil-CoA (p.ej., medicién de las
tasas/niveles de produccion de alcohol graso utilizando, p.ej. cromatografia de gases-espectrometria de masas,
cromatografia liquida-espectrometria de masas, cromatografia idnica-espectrometria de masas, deteccion
amperomeétrica pulsada, espectroscopia de UV/VIS, etc.; ensayos espectrofotométricos para monitorizar las tasas de
reduccion de sustrato, etc.).

En algunas realizaciones, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentra codificada por una molécula de
acidos nucleicos que comprende una secuencia que presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a una secuencia correspondiente de acidos nucleicos
codificante de reductasa formadora de alcohol de Marinobacter aquaeolei (p.ej., SEC ID n° 2), Hahella chejuensis
(p-€j., SEC ID n°® 4), Marinobacter algicola (p.ej., SEC ID n° 6), Marinobacter adhaerens (p.ej., SEC ID n° 8), o una
especie de Oceanobacter (p.ej., SEC ID n° 10).

En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a
una acil-ACP reductasa formadora de alcohol correspondiente de una bacteria marina, es decir, una bacteria que se
encuentra naturalmente en un medio marino. En determinadas realizaciones, la bacteria marina es una especie de
Marinobacter, p.ej.,, M. algicola, M. alkaliphilus, M. aquaeolei, M. adhaerens, M. arcticus, M. bryozoorum, M.
daepoensis, M. excellens, M. flavimaris, M. guadonensis, M. hydrocarbonoclasticus, M. koreenis, M. lipolyticus, M.
litoralis, M. lutaoensis, M. maritimus, M. sediminum, M. sp. ELB17, M. squalenivirans, M. vinifirmus, etc. En
determinadas realizaciones, la bacteria marina es una especie de, p.ej., Meptuniibacter caesariensis sp. cepa
MED92, Reinekea sp. cepa MED297, Marinomonas sp. cepa MED121, Marinobacter sp. cepa ELB17 o la cepa no
nombrada de gammaproteobacteria HTCC2207. En determinadas realizaciones, la bacteria marina es del
ordenOceanospirillilales, p.ej. la familia Oceanospirillaceae, p.ej., el género Oceanobacter, p.ej., la especie
Oceanobacter sp. cepa RED65, Oceanobacter kriegii o Oceanobacter sp. cepa WH099.

En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de
alcohol presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
respecto a una acil-ACP reductasa formadora de alcohol correspondiente de un organismo, tal como Vitis vinifera
(GenBank n° de acceso CA022305.1 o CAO67776.1), Desulfatibacillum alkenivorans (GenBank n° de acceso
NZ_ABII01000018.1), Stigmatella aurantiaca (NZ_AAMDO01000005.1), Phytophthora ramorum (GenBank n° de
acceso AAQXOIOOI 105.1), Simmondsia chinensis (jojoba), Acinetobacter calcoaceticus, etc.
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En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de
alcohol presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
respecto a FARJVlac (de la cepa de actinobacteria marina PHSC20C1), FARJVC (JCVI_ORF_1096697648832,
GenBank n° de acceso EDD40059.1; de un metagenoma marino), FAR_Fer (JCVI_SCAF_1101670217388; de una
bacteria marina observada a una profundidad de 12 m en una corriente ascendente en la zona de la isla Fernandina,
Islas Galapagos, Ecuador), FAR Key (JCVI_SCAF_1097205236585, de una bacteria marina observada a una
profundidad de 1,7 m frente a la costa de Key West Florida) y FAR_Gal (JCVI_SCAF_1101670289386, a una
profundidad de 0,1 m en la isla Isabella, Islas Galapagos, Ecuador).

En algunas realizaciones, una proteina que es conocido o0 que se sospecha que presenta actividad de FAR, p.€j.,
actividad de acil-CoA reductasa formadora de alcohol, se encuentra que adicional o alternativamente presenta
actividad de acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Entre las proteinas que es conocido o que se sospecha que
presentan actividad de FAR se incluyen, aunque sin limtiacion, Maqu_2220 (SEC ID n® 2), Hch_05075 (SEC ID n° 4),
MDG893_11561 (SEC ID n° 6), HP15_810 (SEC ID n° 8) o RED65_09894 (SEC ID n° 10), y entre ellas pueden
incluirse ademas, por ejemplo, bfar de Bombyx mmori, jifar de Simmondsia chinensis, una acil-CoA reductasa de
Titicum aestivum, mfarl de Mus musculus, mfar2 de Mus musculus, hfar de H. sapiens, FARXIIl de Ostrinia
scapulalis, MS2 de Z. mays, o MS2, FAR4; FARG, CER4 de Arabidopsis thaliana, etc.

Las sintasas de éster de cera anteriormente indicadas y acil-ACP reductasas formadoras de alcohol, y los acidos
nucleicos codificantes de las mismas, pueden utilizarse en cualquiera de los métodos de produccién de éster de cera
indicados en la presente memoria.

Métodos de produccion de un éster de cera

La invencion proporciona métodos independientes de acil-CoA para producir un éster de acido graso en una célula
huésped recombinante, p.ej., cualquiera de las células huésped recombinantes indicadas en la presente memoria.
Por ejemplo, una célula huésped recombinante utilizada en los métodos proporcionados en la presente memoria
comprende una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una sintasa de éster de cera capaz de producir
un éster de cera en una ruta independiente de acil-CoA con la expresion en la célula huésped (p.€j., una acil-ACP
sintasa de éster de cera). Adicionalmente, una célula huésped recombinante puede comprender una secuencia de
acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Por ejemplo, la célula
huésped recombinante puede comprender cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos y/o vectores aislados
que se indican en la presente memoria. El método puede comprender las etapas de: cultivar una célula huésped
recombinante que comprende una molécula de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de
cera en un medio de cultivo adecuado, y permitir la expresion de la secuencia de acidos nucleicos no nativa, en la
que la expresion resulta en la produccion de un éster de &cidos grasos o un éster de cera.

En Dichos métodos, el método de cultivo puede incluir opcionalmente un alcohol, tal como uno o mas alcoholes de
cadena corta que presentan uno a cinco carbonos, tales como, por ejemplo, uno o0 mas de entre metanol, etanol,
propanol, butanol, isobutanol, 2-metilbutanol o 3-metilbutanol, o uno o mas alcoholes grasos, por ejemplo, uno o mas
alcoholes grasos con longitudes de cadena de entre 6 y 24 carbonos. Alternativamente, el medio de cultivo no
incluye un alcohol y la célula huésped recombinante, que puede ser, por ejemplo, un microorganismo recombinante,
puede producir un alcohol de cadena corta, tal como, por ejemplo, un alcohol C2, C3, C4 o C5, por ejemplo, etanol,
propanol, butanol, isobutanol, 2-metilbutanol, 3-metilbutanol o pentanol. La sintasa de cera puede catalizar la
condensacion del alcohol de cadena corta producido por el microorganismo recombinante con acil-ACP producido
por el microorganismo.

En ejemplos adicionales, el método comprende las etapas de: cultivar una célula huésped recombinante en un
medio de cultivo adecuado, en el que la célula huésped recombinante comprende una secuencia de acidos
nucleicos no nativa que produce una acil-ACP sintasa de éster de cera con la expresion en la célula huésped y una
secuencia de acidos nucleicos no nativa que produce una acil-ACP reductasa formadora de alcohol con la expresion
en la célula huésped, y permitir la expresion de las secuencias de acidos nucleicos, en la que la expresion resulta en
la produccion de un éster de cera.

El medio adecuado en dichos métodos puede ser un medio que no incluye un alcohol, por ejemplo no incluye un
alcohol de cadena corta o un alcohol graso que puede utilizarse como sustrato por la acil-ACP sintasa de éster de
cera y las células huésped recombinantes pueden producir tanto la cadena A como la cadena B del éster de cera.

La acilF-ACP reductasa formadora de alcohol y la acil-ACP sintasa de éster de cera producidas por un
microorganismo recombinante en los métodos para producir ésteres de cera son capaces de utilizar acilF-ACP como
sustrato en lugar de, o ademas de, acil-CoA. La célula huésped recombinante utilizada en los métodos puede ser
una célula huésped que no incluye un gen exégeno codificante de una acil-CoA sintetasa. Adicionalmente, la célula
huésped recombinante utilizada en los métodos puede presentar una expresiéon atenuada de un gen endégeno de
acil-CoA.
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Por ejemplo, la produccién de un gen de acil-CoA sintetasa puede atenuarse o eliminarse mediante uno o cualquier
combinacién de: disrupcion génica mediante recombinacion homdloga utilizando constructos con genes
desactivados con diana génica, constructos antisentido, constructos de ARNi, ARNhp o la expresién de microARN.
En algunas realizaciones, la célula huésped puede presentar un gen de acil-CoA sintetasa atenuado o mutado, de
manera que el enzima esta inactivo o menos activo, no es producido sustancialmente o no es producido en absoluto.

La célula huésped recombinante puede ser una célula que no produce una acil-CoA sintetasa. En algunos ejemplos,
las células huésped recombinantes no producen acil-CoA. Por ejemplo, la célula huésped recombinante puede ser
una célula huésped que produce endégenamente acil-CoA pero que es manipulada para eliminar la produccién de
acil-CoA, por ejemplo mediante desplazamiento o disrupcion génica utilizando la recombinacién homdloga.
Alternativamente, las células huésped recombinantes pueden no presentar un gen de acil-CoA sintetasa endégeno.
Por ejemplo, el huésped recombinante puede ser una especie cianobacteriana, ya que las especies
cianobacterianas no presentan genes de acil-CoA sintetasa (Kaczmarzyk y Fulda, Plant Physiol. 152: 1598-1610,
2010) y no producen acil-CoA.

Ademas de cualquiera de los ejemplos anteriormente proporcionados, la célula huésped recombinante puede ser
una célula que no incluye un gen exégeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen exégeno codificante de
una acil-CoA tioesterasa. Por ejemplo, la célula huésped recombinante puede no presentar tanto un gen exdégeno de
acil-ACP tioesterasa como un gen exdgeno de acil-CoA tioesterasa. Adicionalmente, la célula huésped puede ser
una célula que no incluye un gen endégeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen endégeno codificante
de una acil-CoA tioesterasa y, en realizaciones particulares, el microorganismo huésped puede no presentar tanto
un gen endogeno de acil-ACP tioesterasa como un gen enddgeno de acil-CoA tioesterasa; por ejemplo, el
microorganismo huésped puede ser una cianobacteria. En realizaciones alternativas, la célula huésped puede
presentar un gen de acil-ACP tioesterasa atenuado y/o un gen de acil-CoA tioesterasa atenuado, de manera que
uno o ambos enzimas se producen a un nivel reducido, no se producen sustancialmente o no se producen en
absoluto.

La célula huésped recombinante en algunos ejemplos puede ser una célula huésped recombinante que no expresa,
p.€j., una acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA tioesterasa y una acil-CoA sintetasa. Por ejemplo, la célula huésped
recombinante puede no presentar una secuencia de acidos nucleicos exdgeno codificante de una acil-ACP
tioesterasa, una secuencia de acidos nucleicos exdgena codificante de una acil-CoA tioesterasa y una secuencia de
acidos nucleicos exdgeno codificante de una acil-CoA sintetasa. Adicionalmente, la célula huésped recombinante
puede ser un microorganismo huésped que no incluye un gen endégeno para cualquiera de entre una acil-ACP
tioesterasa, una acil-CoA tioesterasa o una acil-CoA sintetasa. Por ejemplo, la célula huésped recombinante puede
ser una cianobacteria que naturalmente no presenta genes para acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA tioesterasa o
una acil-CoA sintetasa.

Las células huésped recombinantes utilizadas en los métodos de la invencion puede comprender cualquiera de las
secuencias de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y cualquiera de las secuencias
de acidos nucleicos codificantes de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, tal como se indica en la presente
memoria.

Por ejemplo, una acil-ACP sintasa de éster de cera expresada por una célula huésped recombinante puede
comprender o consistir esencialmente en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia
de por lo menos 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de SEC ID n° 19 o 21, o a un fragmento
funcional del polipéptido. En algunos ejemplos, las células huésped recombinantes utilizadas en los métodos de la
invencién pueden comprender una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de
éster de cera que presenta una identidad de por lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a la SEC ID n° 19.
Alternativamente, las células huésped recombinantes utilizadas en los métodos de la invenciéon pueden comprender
una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una
identidad de por lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a la SEC ID n° 21. Por ejemplo, un microorganismo
recombinante utilizado en los métodos puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de la
SEC ID n° 18 o SEC ID n°® 20. Alternativa o adicionalmente, un microorganismo recombinante utilizado en los
métodos puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de
cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
respecto a la SEC ID n® 18 o SEC ID n° 20 o a un fragmento de la secuencia de nucleétidos que codifica un
fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Por ejemplo, el microorganismo recombinante
puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que
presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 85% o 90% respecto a la SEC ID n° 18. Por
ejemplo, el microorganismo recombinante puede incluir una secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de
una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente
85% 0 90% respecto a la SEC ID n° 20. En determinadas realizaciones, la secuencia de &cidos nucleicos comprende
la secuencia de nucledétidos SEC ID n° 18 o SEC ID n° 20.
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Alternativamente, una cepa huésped que produce ésteres de cera puede incluir un gen no nativo codificante de un
acil-ACP éster de cera derivado de Marinobacter aquaeolei (p.ej., SEC ID n° 23, SEC ID n° 37), Marinobacter
adhaerens (p.ej., SEC ID n° 25, SEC ID n° 39), Marinobacter algicola (p.ej., SEC ID n° 41), Marinobacter sp. ELB17
(p-€j., SEC ID n° 43), Alcanivorax borkumensis (p.ej., SEC ID n° 27), gammaproteobacteria UPF0089 (p.ej., SEC ID
n° 29), Hahella chejuensis (p.ej., SEC ID n°® 31), Alcanivorax sp. DG881 (p.ej., SEC ID n°® 33) o Limnobacter sp.
MED105 (p.ej., SEC ID n°® 35) o codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de
por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a cualquiera de dichas sintasas de cera.
Por ejemplo, una cepa huésped utilizada en los métodos para producir ésteres de cera puede incluir un gen no
nativo codificante de una acil-ACP éster de cera que presenta una identidad de por lo menos aproximadamente
85%, de por lo menos aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto a cualquiera de
dichas sintasas de cera.

Adicionalmente, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol expresada por la célula huésped puede comprender o
consistir esencialmente en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de SEC ID n°® 2, 4, 6, 8, 10 0 12, 0 a un
fragmento funcional del polipéptido. Por ejemplo, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol expresada por la célula
huésped puede comprender o consistir esencialmente en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad
de secuencia de por lo menos aproximadamente 85% o de aproximadamente 90% respecto al polipéptido de SEC
ID n° 2. Alternativamente, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol expresada por la célula huésped puede
comprender o consistir esencialmente en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia
de por lo menos aproximadamente 85% o de aproximadamente 90% respecto al polipéptido de SEC ID n° 4. Por
ejemplo, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2, 4, 6,
8, 10 0 12. La acil-ACP reductasa formadora de alcohol puede encontrarse codificada por una molécula de acidos
nucleicos aislada que comprende una secuencia de acidos nucleicos que presenta una identidad de secuencia de
por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a la secuencia de nucledtidos de
SECIDn°1,3,5,7,9 0 11 o a un fragmento de la secuencia de nucleétidos que codifica un fragmento funcional de
la acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Por ejemplo, la secuencia de acidos nucleicos puede comprender la
secuencia de nucleétidos SECIDn° 1, 3,5,7,90 11.

Adicionalmente, en donde una cepa huésped incluye un gen no nativo codificante de una acil-ACP sintasa de cera y
un gen no nativo que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, una o ambas secuencias de acidos
nucleicos pueden integrarse en un cromosoma de la célula huésped recombinante y opcionalmente pueden ligarse
operablemente a un promotor y/o intensificador (p.ej. un promotor endégeno y/o intensificador o un promotor y/o
intensificador heterélogo), que en algunas realizaciones puede ser regulable. Alternativa o adicionalmente, una o
ambas secuencias de acidos nucleicos se encuentran presentes en un vector en la célula huésped recombinante y
opcionalmente pueden ligarse operablemente a un promotor y/o intensificador (p.ej. un promotor y/o intensificador
heterdlogo), que en algunas realizaciones puede ser regulable. En determinadas realizaciones, el promotor y/o
intensificador son inducibles y el método puede comprender ademas la etapa de inducir la expresién de la acil-ACP
sintasa de éster de cera y/o la acil-ACP reductasa formadora de alcohol. La secuencia de acidos nucleicos
codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP
reductasa formadora de alcohol pueden encontrarse en el mismo vector o en vectores separados. La secuencia de
acidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia de acidos nucleicos codificante
de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden opcionalmente ligarse operablemente al mismo promotor.
Alternativamente, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia
de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden ligarse operablemente a
promotor separados.

La secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden ser heterélogos respecto a la célula
huésped recombinante. La secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la
secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden opcionalmente
optimizarse para sus codones para la expresion en la célula huésped recombinante (p.ej. cualquiera de las especies
anteriores de cianobacterias o microalgas eucariéticas).

La célula huésped recombinante utilizada en los métodos puede ser cualquier célula huésped recombinante indicada
en la presente memoria. La célula huésped recombinante puede ser, por ejemplo, un microorganismo fotosintético.
Opcional aunque preferentemente, un microorganismo fotosintético recombinante puede cultivarse
fotoautréficamente para la produccion de ésteres de cera. La célula huésped recombinante puede ser, en algunos
ejemplos, una cianobacteria. En ejemplos particulares, la cianobacteria se selecciona de entre una lista que incluye,
aunque sin limitacion, las especies Agmenellum, Anabaena, Anabaenopsis, Anacystis, Aphanizomenon, Arthrospira,
Asterocapsa, Borzia, Calothrix, Chamaesiphon, Chlorogloeopsis, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Crinalium,
Cyanobium, Cyanocystis, Cyanospira, Cyanothece, Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Dactylococcopsis,
Dermocarpella, Fischerella, Fremyella, Geitleria, Geitlerinema, Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, Halospirulina,
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lyengariella, Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya, Microcoleus, Microcystis, Myxosarcina, Nodularia, Nostoc,
Nostochopsis, Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Pleurocapsa, Prochlorococcus, Prochloron, Prochlorothrix,
Pseudanabaena, Rivularia, Schizothrix, Scytonema, Spirulina, Stanieria, Starria, Stigonema, Symploca,
Synechococcus, Synechocystis, Thermosynechococcus, Tolypothrix, Trichodesmium, Tychonema o Xenococcus.
Por ejemplo, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser una especie de Synechococcus,
Synechocystis o Thermosynechococcus. Alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser
una especie de Cyanobium, Cyanothece o Cyanobacterium, o mas alternativamente, el microorganismo fotosintético
recombinante puede ser una especie de Gloeobacter, Lyngbya o Leptolyngba.

En otros ejemplos, la célula huésped recombinante es una microalga eucaridtica. En realizaciones particulares, la
microalga eucariética se selecciona de entre una lista que incluye, aunque sin limitacion, las especies Achnanthes,
Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas, Boekelovia, Borodinella, Botryococcus, Bracteococcus,
Chaetoceros, Carteria, Chlamydomonas, Chlorococcum, Chlorogonium, Chlorella, Chroomonas, Chrysosphaera,
Cricosphaera, Crypthecodinium, Cryptomonas, Cyclotella, Dunaliella, Ellipsoidon, Emiliania, Eremosphaera,
Ernodesmius, Euglena, Franceia, Fragilaria, Gloeothamnion, Haematococcus, Halocafeteria, Hymenomonas,
Isochrysis, Lepocinclis, Micractinium, Monoraphidium, Nannochloris, Nannochloropsis, Navicula, Neochloris,
Nephrochloris, Nephroselmis, Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium, Oocystis, Ostreococcus, Pavlova, Parachlorella,
Pascheria, Phaeodactylum, Phagus, Pichochlorum, Platymonas, Pleurochrysis, Pleurococcus, Prototheca,
Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pyramimonas, Pyrobotrys, Scenedesmus, Skeletonema, Spyrogyra,
Stichococcus, Tetraselmis, Thalassiosira, Viridiella o Volvox. En algunas realizaciones, la célula huésped
recombinante puede ser una diatomea, tal como una especie de Amphora, Chaetoceros, Cyclotella, Navicula,
Phaeodactylum o Thalassiosira. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante puede ser una especie
de Chlorella, Nannochloropsis, Scenedesmus o Tetraselmis.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante secreta por lo menos una parte del éster de cera
producido al medio de cultivo. En determinadas realizaciones, la proporciéon de cantidad de éster de cera producido
respecto a la cantidad de éster de cera secretado es inferior a aproximadamente 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1,
2:1 o0 1:1. En realizaciones particulares, la proporcion de cantidad de éster de cera producido respecto a la cantidad
de éster de cera secretado es inferior a aproximadamente 5:1, 4:1, 3:1, 2:1 o 1:1. La célula huésped recombinante
puede expresar un transportador transmembranal exdgeno (p.ej. un casete de unién a ATp o transportador ABC o
una bomba RND) para facilitar la secrecion del éster de cera. En algunas realizaciones, el transportador se
encuentra codificado en por lo menos un gen seleccionado de entre un grupo que incluye, aunque sin limitacion, los
genes de Arabidopsis CER5, WBC11, AtMRPS, AmiS2 y AtPGPI o los genes de transportador de acidos grasos
(FATP, por sus siglas en inglés) de Saccharomyces, Drosophila, especies de micobacterias o especies de mamifero.
En algunas realizaciones, la expresion de una proteina transportadora incrementa la cantidad de un éster de cera
liberada a partir de la célula huésped recombinante. En determinadas realizaciones, la expresiéon de una proteina
transportadora incrementa la produccion de un éster de cera por la célula huésped recombinante. En algunas
realizaciones, la secrecién del éster de cera es regulable. En determinadas realizaciones, la secrecion del éster de
cera es inducible.

Las acil-ACP sintasas de éster de cera y las acil-ACP reductasas formadoras de alcohol de la presente invencion
son capaces de utilizar acil-ACP como sustrato en lugar de, o ademas de, acil-CoA. En algunas realizaciones, la
célula huésped recombinante no produce endégenamente acil-CoA. En otras realizaciones, la célula huésped
recombinante produce endégenamente acil-CoA pero es manipulada para atenuar o eliminar la produccion de acil-
CoA o la célula huésped recombinante produce una acil-CoA sintetasa mutante que presenta una actividad reducida
en comparacion con el enzima de tipo salvaje. En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no
expresa, p.ej., una acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA tioesterasa y/o una acil-CoA sintetasa. En determinadas
realizaciones, la célula huésped recombinante no expresa una reductasa formadora de aldehido (p.ej., una acil-CoA
reductasa formadora de aldehido, una acil-ACP reductasa formadora de aldehido o una acido carboxilico reductasa).
En realizaciones particulares, la célula huésped recombinante no expresa una reductasa formadora de aldehido no
nativa, p.ej. exégena.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinatne expresa una reductasa formadora de aldehido graso
exogena que puede ser, p.ej., una acil-ACP reductasa formadora de aldehido. En algunas realizaciones, la célula
huésped recombinante expresa una reductasa formadora de aldehido graso endégena que puede ser, p.ej., una acil-
ACP reductasa formadora de aldehido. En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante es
manipulada para sobreexpresar una reductasa formadora de aldehido enddgena, p.ej. mediante la manipulacion de
la célula huésped recombinante para que comprenda un promotor heterélogo operablemente ligado a la secuencia
de acidos nucleicos enddgena codificante de la reductasa formadora de aldehido. En determinadas realizaciones, el
promotor es regulable. En realizaciones particulares, el promotor es inducible y el método comprende ademas la
etapa de inducir la expresion de la reductasa formadora de aldehido enddgena.

Debido a que las acil-ACP sintasas de éster de cera y las acil-ACP reductasas formadoras de alcohol de la presente
invencién utilizan acil-ACP como sustrato, el incremento de la concentracion de acil-ACP en la célula huésped
recombinante puede resultar en una produccion incrementada de éster de cera. En algunas realizaciones, la
produccién de acil-ACP se encuentra regulada positivamente en la célula huésped recombinante. En algunas
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realizaciones, la fijacion de carbono se encuentra regulada positivamente en la célula huésped recombinante. En
determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante expresa un gen no nativo codificante de por lo menos
un polipéptido seleccionado de entre una beta-cetoacilo sintetasa, una acetil-CoA carboxilasa, una malonil-CoA:ACP
transacilasa, una acil-ACP sintetasa, una ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa, una ficobiliproteinas (p.gj., ficocianina),
una proteina transportadora de acilos y un transportador transmembranal. El polipéptido puede ser exégeno o
endogeno respecto al microorganismo huésped; en caso de ser endégeno, la célula huésped recombinante puede
manipularse para sobreexpresar o sobreproducir el polipéptido endégeno. En determinadas realizaciones, la célula
huésped recombinante expresa un gen no nativo codificante de una acil-ACP sintetasa endégena o exégena y se
cultiva en presencia de acidos grasos libres exdgenos que se proporcionan al medio de cultivo.

La utilizacién de acil-ACP como sustrato permite la omision de determinadas etapas requeridas para la conversion
de acil-CoA en alcohol graso. Ventajosamente, los genes codificantes de enzimas que catalizan dichas etapas no
necesitan manipularse en una célula huésped recombinante que no expresa endégenamente dichos enzimas. Las
células huésped recombinantes que expresan endégenamente dichos enzimas pueden manipularse para atenuar o
eliminar su expresion. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante no se transforma con un gen
codificante de por lo menos una acil-CoA sintetasa, una acil-CoA deshidrogenasa, una acil-ACP tioesterasa o una
acil-CoA tioesterasa; en el caso de que se exprese el gen enddégenamente, la célula huésped recombinante puede
manipularse para atenuar o eliminar la expresion. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante se
manipula para atenuar o eliminar la expresién de uno o mas enzimas de la ruta de beta-oxidacién. En determinadas
realizaciones, la célula huésped recombinante se manipula para atenuar o eliminar la expresion de por lo menos uno
de entre glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, acetaldehido-CoA deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y acetato
quinasa. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante se manipula para atenuar o eliminar la expresion
de una acil-ACP sintetasa.

Las mutaciones para atenuar o eliminar la expresion de genes conocidos pueden introducirse mediante métodos
recombinantes o no recombinantes. Los genes pueden ser la diana especificamente mediante disrupcion, delecion,
sustitucion o generacion de secuencias antisentido, p.ej. mediante la utilizacién de microARN o constructos de
ARNhp, la generacién de ribozimas y/o otros enfoques recombinantes conocidos por el profesional. La inactivacion
de los genes puede, adicional o alternativamente, llevarse a cabo mediante técnicas de mutacién aleatoria, tales
como la exposiciéon a UV y/o mutagenos quimicos seguido del cribado de las células para los mutantes deseados.
Adicional o alternativamente, las proteinas codificadas por los genes pueden inhibirse mediante la generacion
intracelular de anticuerpos apropiados, la generacién intracelular de inhibidores peptidicos, o similar, o alguna
combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas la etapa de aislar el éster de acido graso o éster de
cera producido. Los acidos grasos o derivados de acido graso, tales como ésteres de cera, pueden recuperarse del
medio de cultivo por medios de recuperacion conocidos por el experto ordinario en la materia, tal como mediante
extraccion del cultivo completo, p.ej. utilizando solventes organicos. Adicional o alternativamente, pueden utilizarse
adsorbentes particulados. Entre ellos pueden incluirse, p.ej., particulados lipofilicos y/o resinas de intercambio iénico,
dependiendo del disefio del método de recuperaciéon. Los adsorbentes particulados pueden circular en el medio
separado y después ser recogidos, y/o el medio puede pasarse por una columna de lecho fijo, por ejemplo una
columna cromatografica, que contiene los particulados. Los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos
seguidamente pueden eluirse respecto de los adsorbentes particulares, p.ej. mediante la utilizaciéon de un solvente
apropiado. En determinadas realizaciones, el solvente puede seguidamente evaporarse, seguido del procesamiento
adicional de los acidos grasos aislados, derivados de acidos grasos vy lipidos, rindiendo compuestos quimicos y/o
combustibles que pueden utilizarse para una diversidad de propésitos. El aislamiento del éster de cera puede
producirse simultaneamente con la produccién de éster de cera. En algunas realizaciones, el aislamiento del éster
de cera es continuo.

En algunas realizaciones, la recuperacion de acidos grasos o derivados de acidos grasos (p.ej., ésteres de cera)
puede potenciarse mediante homogeneizacion de las células huésped (mediante, p.ej., calor, tratamiento con un
acido o base, tratamiento con enzimas, choque osmético, disrupcion mecanica, sonicacidon, congelacion,
descongelacion, etc.). En algunas realizaciones, el material que contiene células o fracciones celulares puede
tratarse con proteasas para degradar las proteinas contaminantes. Tras la digestion, los hidrocarburos pueden
purificarse respecto de las proteinas residuales, fragmentos peptidicos y aminoacidos, p.ej., mediante extraccion con
solvente, centrifugacion y/o filtracién. El método de recuperacion puede adaptarse para recuperar eficientemente
Unicamente los acidos grasos y/o derivados de acidos grasos liberados, unicamente los 4cidos grasos y/o derivados
de acidos grasos producidos y almacenados dentro de las células, o los acidos grasos y/o derivados de acidos
grasos tanto almacenados como liberados.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencién producen por lo menos 0,1,0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 mg/l de uno o mas ésteres de cera durante
un periodo de cultivo de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 0 14 dias. En determinadas realizaciones, la célula
huésped recombinante produce por lo menos 1, 2, 5 0 10 mg/l de éster de cera. En una realizacién particular, los
métodos de la invencion producen por lo menos 1 mg/l de éster de cera durante un periodo de cultivo de siete dias.
Por ejemplo, los métodos pueden incluir el cultivo de un microorganismo fotosintético que incluye una secuencia de
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acidos nucleicos no nativa codificante de una sintasa de éster de cera y una secuencia de acidos nucleicos no nativa
codificante de una acil-ACP reductasa y que permite la expresion de las secuencias de acidos nucleicos de manera
que el microorganismo fotosintético recombinante produce por lo menos aproximadamente 0,5 miligramos por litro
de ésteres de cera en un periodo de siete dias, por ejemplo de por lo menos aproximadamente 1 mg/l, 2 mg/l, 5 mg/l
o 10 mg/l de ésteres de cera en un periodo de siete dias o una media de por lo menos aproximadamente 0,1 mg/l,
0,2 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l o 2 mg/l de ésteres de cera al dia durante un periodo de cultivo de entre aproximadamente
un dia y aproximadamente treinta dias, o de entre aproximadamente 0,5 miligramos por litro y aproximadamente 500
miligramos por litro, 0 de entre aproximadamente 1 mg/l y aproximadamente 250 mg/l o de entre aproximadamente 1
mg/l y aproximadamente 100 mg/l, o de entre aproximadamente 2 mg/l y aproximadamente 200 mg/l, o de entre
aproximadamente 2 mg/l y aproximadamente 25 mg/l o de entre aproximadamente 5 mg/l y aproximadamente 100
mg/l, o de entre aproximadamente 2 mg/l y aproximadamente 50 mg/l, o de entre aproximadamente 2 mg/l y
aproximadamente 25 mg/l, o de entre aproximadamente 5 mg/l y aproximadamente 25 mg/l, o de entre
aproximadamente 5 mg/l y aproximadamente 50 mg/l o de entre aproximadamente 10 mg/l y aproximadamente 50
mg/l, o de entre aproximadamente 10 mg/l y aproximadamente 100 mg/l de ésteres de cera al dia durante un periodo
de cultivo de entre aproximadamente un dia y aproximadamente treinta dias.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos no
nativa codificante de acil-ACP sintasa de éster de cera produjo un nivel incrementado (p.ej. Incrementado en por lo
menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%,
900% o 1.000%) de éster de cera respecto a una célula huésped de control que no presenta la secuencia de acidos
nucleicos. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante que comprende una secuencia de acidos
nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y una secuencia de acidos nucleicos no
nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol produjo un nivel incrementado (p.ej.
incrementado en por lo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%,
500%, 600%, 700%, 800%, 900% o 1.000%) de éster de cera respecto a una célula huésped de control que no
presenta las secuencias de acidos nucleicos no nativas.

Los ésteres de cera comprenden una cadena A derivada de un alcohol graso y una cadena B derivada de acil-CoA
(ver, p.ej., la fig. 11). En algunas realizaciones, los métodos de la invencidon producen ésteres de cera que
comprenden por lo menos una molécula de éster de cera en la que tanto la cadena A como la cadena B presentan
longitudes de cadena de C8-C24. En determinadas realizaciones, los ésteres de cera comprenden por lo menos una
molécula de éster de cera, en la que tanto la cadena A como la cadena B son C12-C18. En determinadas
realizaciones, la cadena A y/o B de un éster de cera en el éster de cera comprende longitudes de cadena de, p.€j.,
C6, C8, C10, C12, C14, C16, C18, C20, C22 o C24, en cualquier combinaciéon. En algunas realizaciones, por lo
menos aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90%, por lo
menos aproximadamente 92%, por lo menos aproximadamente 95%, por lo menos aproximadamente 97% o por lo
menos aproximadamente 99% en peso de los ésteres de cera producidos totales son ésteres de cera que
comprenden cadenas A y/o B C8 a C24. En algunas realizaciones, por lo menos aproximadamente 80%, por lo
menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90%, por lo menos aproximadamente 92%, por lo
menos aproximadamente 95%, por lo menos aproximadamente 97% o por lo menos aproximadamente 99% en peso
de los ésteres de cera producidos totales son ésteres de cera que comprenden cadenas A y/o B C10 a C20. En
determinadas realizaciones, por lo menos aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 85%, por lo
menos aproximadamente 90%, por lo menos aproximadamente 92%, por lo menos aproximadamente 95%, por lo
menos aproximadamente 97% o por lo menos aproximadamente 99% en peso de los ésteres de cera producidos
totales son ésteres de cera que comprenden cadenas A y/o B C12 a C18. En una realizacién particular, tanto las
cadenas A como B de un éster de cera producido mediante los métodos de la invencién presentan longitudes de
cadena de C8-C24. En otra realizacion particular, tanto las cadenas A como B de un éster de cera producido
mediante los métodos de la invencién presentan longitudes de cadena de C12-C18.

Las cadenas A y B de los ésteres de cera producidos mediante los métodos de la invencion pueden comprender
cadenas lineales, cadenas ramificadas y/o cadenas ciclicas, y pueden comprender cadenas saturadas,
monoinsaturadas y/o poliinsaturadas. Se entiende que una referencia a un "acido graso Cx" incluye acidos grasos
tanto saturados como insaturados con "x" atomos de carbono y que una referencia a un "alcohol graso Cx" incluye
alcoholes grasos tanto saturados como insaturados con "x" 4tomos de carbono.

La invencién proporciona ademas una composicion que comprende n éster de cera aislado segun los métodos de la
invenciéon. En determinadas realizaciones, los ésteres de cera indicados en la presente memoria pueden utilizarse
para producir composiciones de combustible.

Los métodos de la invencion tal como se indican en la presente memoria pueden llevarse a cabo utilizando una
diversidad de moléculas de acidos nucleicos, vectores, polipéptidos, células huésped y/o sistemas. Las secciones, a
continuacion, proporcionan datos adicionales sobre dichos componentes y otros que pueden resultar utiles en la
practica de los métodos de la invencion.
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Moléculas de acidos nucleicos

Las moléculas de acidos nucleicos y polipéptidos indicados en la presente memoria pueden utilizarse en cualquiera
de los métodos de la invencion y pueden incluirse en cualquiera de los vectores o células huésped de la invencion.
Las moléculas de acidos nucleicos que codifican acil-ACP sintasas de éster de cera y polipéptidos que comprenden
o consisten esencialmente en una acil-ACP sintasa de éster de cera o un fragmento funcional del mismo, asi como
moléculas de acidos nucleicos que codifican acil-ACP reductasas formadoras de alcohol y polipéptidos que
comprenden o consisten esencialmente en una acil-ACP reductasa formadora de alcohol o un fragmento funcional
del mismo se proporcionan para la utilizaciéon en células huésped y métodos para producir ésteres de acidos grasos,
incluyendo ésteres de cera. Una molécula de acidos nucleicos o un polipéptido tal como se dan a conocer en la
presente memoria pueden aislarse y/o purificarse.

En algunas realizaciones, la expresion en una célula huésped de una molécula o secuencia de acidos nucleicos
aislada o recombinante codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera tal como se indica en la presente
memoria resulta en un nivel mas elevado de produccién de un éster de acido graso (p.ej. un éster de cera) por la
célula huésped que el nivel de produccién en una célula huésped de control, en la que la célula huésped de control
se cultiva bajo las mismas condiciones y es sustancialmente idéntica a la célula huésped que expresa la molécula o
secuencia de acidos nucleicos aislada o recombinante en todos los respectos, con la excepcion de que la célula
huésped de control no expresa la molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante. En algunas de dichas
realizaciones, la célula huésped es un microorganismo y puede ser, en realizaciones particulares, un
microorganismo fotosintético.

En algunas realizaciones, la expresion de una molécula o secuencia de acidos nucleicos aislada o recombinante
codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera tal como se indica en la presente memoria en un
microorganismo recombinante que no incluye un gen exodgeno codificante de una acil-CoA sintetasa y/o un gen
exogeno codificante de acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa resulta en un nivel de produccion mas
elevado de un éster de acido graso por el microorganismo recombinante que el nivel de producciéon en un
microorganismo de control, en el que el microorganismo de control se cultiva bajo las mismas condiciones y es
sustancialmente idéntico al microorganismo recombinante que expresa la molécula o secuencia de acidos nucleicos
aislada o recombinante en todos los respectos, con la excepcion de que el microorganismo de control no expresa la
molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante. En realizaciones particulares, la célula huésped es un
microorganismo fotosintético.

En realizaciones adicionales, la expresion en una célula huésped de una o mas moléculas o secuencias de acidos
nucleicos aisladas o recombinantes codificantes de una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa
formadora de alcohol tal como se indica en la presente memoria resulta en un nivel de producciéon mas elevado de
un éster de cera por la célula huésped que el nivel de produccion en una célula huésped de control en la que la
célula huésped de control se cultiva bajo las mismas condiciones y es sustancialmente idéntica a la célula huésped
que expresa la molécula o moléculas de acidos nucleicos aisladas o recombinantes en todos los respectos, con la
excepcion de que la célula huésped de control no expresa las moléculas o secuencias de acidos nucleicos aisladas
o recombinantes. En algunas de dichas realizaciones, la célula huésped es un microorganismo y puede ser, en
realizaciones particulares, un microorganismo fotosintético.

En realizaciones adicionales, la expresiéon de una o mas moléculas o secuencias de acidos nucleicos aisladas o
recombinantes codificantes de una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol
tal como se indica en la presente memoria en un microorganismo recombinante que no incluye un gen exégeno
codificante de una acil-CoA sintetasa y/o un gen exdgeno codificante de acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA
tioesterasa resulta en un nivel de produccién mas elevado de un éster de cera por el microorganismo recombinante
que el nivel de produccion en un microorganismo de control, en el que el microorganismo de control se cultiva bajo
las mismas condiciones y es sustancialmente idéntico al microorganismo recombinante que expresa la molécula o
moléculas o secuencias de acidos nucleicos aisladas o recombinantes en todos los respectos, con la excepcion de
que el microorganismo de control no expresa la molécula o moléculas o secuencias de acidos nucleicos aisladas o
recombinantes. En realizaciones particulares, el microorganismo recombinante es un microorganismo fotosintético.

Las células huésped o microorganismos recombinantes pueden incluir, por ejemplo, una molécula de &cidos
nucleicos aislada codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una
identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de
aminoacidos SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43 que presenta actividad de acil-ACP sintasa
de éster de cera o a un fragmento funcional de las secuencias de aminoacidos que presentan actividad de acil-ACP
sintasa de éster de cera y en realizaciones en las que las células huésped o microorganismo recombinantes incluyen
una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, puede incluir una molécula de acidos nucleicos aislada que codifica
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC IDn° 2, 4, 6, 8
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0 10 con actividad de acil-ACP reductasa formadora de alcohol o a un fragmento funcional de la secuencia de
aminoacidos con actividad de acil-ACP reductasa formadora de alcohol.

Una molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante codificante de una acil-ACP sintasa puede comprender
una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster
de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 19 o a un fragmento funcional del polipéptido. Por ejemplo, una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster de
cera puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 85% respecto a la secuencia
de aminoacidos SEC ID n°® 19 o un fragmento funcional de la misma o puede presentar una identidad de secuencia
de por lo menos aproximadamente 90% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 19 o un fragmento
funcional de la misma o, por ejemplo, puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 95% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n® 19 o a un fragmento funcional de la
misma. Por ejemplo, la molécula de acidos nucleicos aislada puede comprender una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminogcidos SEC ID n°® 19. En algunas realizaciones, la
invencion proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de acidos nucleicos
que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta una
identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de
nucleétidos SEC ID n° 18 o a un fragmento de la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 18 que codifica un fragmento
funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID n® 19. En algunas realizaciones, la invencion
proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante que codifica una acil-ACP sintasa de éster de
cera, en la que la secuencia de &cidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 85%, de por lo menos aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto
a la secuencia de nucledtidos SEC ID n° 18 o a un fragmento de la secuencia de nucleétidos SEC ID n® 18 que
codifica un fragmento funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID n° 19. En algunas realizaciones,
la invencion proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende la secuencia de acidos nucleicos
SEC ID n° 18. En determinadas realizaciones, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos proporcionadas
puede comprender ademas una secuencia adicional de acidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucledtidos de un
organismo fotosintético.

Una molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante codificante de una acil-ACP sintasa puede comprender
una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster
de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 21 o a un fragmento funcional del polipéptido. Por ejemplo, una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster de
cera puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 85% respecto a la secuencia
de aminoacidos SEC ID n° 21 o un fragmento funcional de la misma o puede presentar una identidad de secuencia
de por lo menos aproximadamente 90% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n°® 21 o un fragmento
funcional de la misma o, por ejemplo, puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 95% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n® 21 o a un fragmento funcional de la
misma. Por ejemplo, la molécula de acidos nucleicos aislada puede comprender una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n°® 21. En algunas realizaciones, la
invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de acidos nucleicos
que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta una
identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de
nucledtidos SEC ID n° 20 o a un fragmento de la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 20 que codifica un fragmento
funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID n° 21. En algunas realizaciones, la invencion
proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante que codifica una acil-ACP sintasa de éster de
cera, en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 85%, de por lo menos aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto
a la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 20 o a un fragmento de la secuencia de nucledtidos SEC ID n° 20 que
codifica un fragmento funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID n° 21. En algunas realizaciones,
la invencion proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende la secuencia de acidos nucleicos
SEC ID n°® 20. En determinadas realizaciones, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos proporcionadas
puede comprender ademas una secuencia adicional de acidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucledtidos de un
organismo fotosintético.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta una acil-ACP sintasa de
éster de cera que presenta actividad una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%,
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50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39,41 043 o a un
fragmento funcional del polipéptido de SEC ID n°® 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Por ejemplo, una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster de
cera puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 85%, de por lo menos
aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la secuencia de amino&cidos de SEC
ID n°® 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43, o un fragmento funcional de la misma. En algunas realizaciones, una
molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante puede comprender una secuencia de nucleétidos que codifica
un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que el polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. En algunas realizaciones
adicionales, la invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de
acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la secuencia de acidos nucleicos
presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a
la secuencia de nucledtidos SEC ID n°® 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 0 42 o a un fragmento de la secuencia
de nucledtidos de SEC ID n°® 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42 que codifica un fragmento funcional de SEC
ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera. En algunas
realizaciones, la invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de
nucleodtidos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta
una identidad de por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90% o por lo menos
aproximadamente 95% respecto a la secuencia SEC ID n° 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o0 42, en la que la
secuencia de acidos nucleicos codifica un polipéptido con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera. En algunas
realizaciones, la invencion proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende la secuencia de
nucledtidos SEC ID n°® 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 0 42, en la que la secuencia de acidos nucleicos codifica
un polipéptido con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera. En determinadas realizaciones, cualquiera de las
moléculas de acidos nucleicos proporcionadas puede comprender ademas una secuencia adicional de acidos
nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucledtidos de un organismo fotosintético.

En algunas realizaciones, la invencion comprende moléculas de acidos nucleicos codificantes de mutantes por
delecién de una acil-ACP sintasa de éster de cera en la que uno o mas aminoacidos han sido delecionados de la
proteina. En una realizacion, el polipéptido codificado presenta 454, 453, 452, 451, 450, 449, 448, 447, 446 o 445
residuos o menos y presenta una secuencia de aminoacidos idéntica por lo menos aproximadamente al 30%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% respecto a la secuencia de aminoacidos correspondiente de SEC ID n® 19. En otra
realizacion, el polipéptido codificado presenta 472, 471, 470, 469, 468, 467, 466, 465, 464 o 463 residuos 0 menos y
presenta una secuencia de aminoacidos idéntica por lo menos aproximadamente al 30%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% respecto a la secuencia de aminoacidos correspondiente de SEC ID n° 21. En otras realizaciones, el
polipéptido codificado presenta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos del extremo N- y/o C-terminal y presenta una
secuencia de aminoacidos idéntica por lo menos aproximadamente al 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a
la secuencia de aminoacidos correspondiente de SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43.

La invencién proporciona ademas una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de
acidos nucleicos codificante de una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos aproximadamente 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a un fragmento que comprende una secuencia consecutiva de por lo
menos aproximadamente 20, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475
0 500 residuos aminoacidos de SEC ID n°® 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Dichos fragmentos y
variantes de fragmentos pueden resultar Utiles, p.ej., como sondas y cebadores. En determinadas realizaciones,
dichas sondas y cebadores pueden hibridarse selectivamente con moléculas de acidos nucleicos codificantes de los
polipéptidos indicados en la presente memoria. En determinadas realizaciones, los fragmentos codifican polipéptidos
qgue conservan por lo menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100% de la actividad de la acil-
ACP sintasa de éster de cera de la proteina de longitud completa al expresarse en una célula huésped
recombinante. En realizaciones particulares, los fragmentos son fragmentos funcionales.

Ademas, la invencion proporciona moléculas de acidos nucleicos codificantes de variantes de la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43, o fragmentos de las mismas. Las
variantes pueden ser naturales o no naturales, tales como las inducidas por diversos mutagenos y procedimientos
mutagénicos. En algunas realizaciones, una molécula de acidos nucleicos codifica una variante de una sintasa de
éster de cera en la que por lo menos un residuo aminoacido ha sido insertado en posicién N- o C-terminal respecto
a, y/o dentro de, la secuencia de referencia. En algunas realizaciones, por lo menos un residuo aminoacido ha sido
delecionado N- y/o C-terminalmente respecto a la secuencia de referencia y/o dentro de misma. En algunas
realizaciones, las moléculas de acidos nucleicos pueden codificar variantes que pueden ser secuencias que
contienen mutaciones predeterminadas generadas mediante, p.ej., recombinacién homdloga o mutagénesis dirigida
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a sitio o por PCR; las proteinas correspondientes de otras especies; alelos u otras variantes naturales, y/o derivados
en los que la proteina ha sido modificada covalentemente por medios quimicos, enzimaticos u otros medios
apropiados con una fraccion diferente de un aminoacido natural.

Una sustitucioén, insercion o delecion puede afectar adversamente a la proteina en el caso de que la secuencia
alterada inhiba sustancialmente una funcién biolégica asociada a la proteina. En determinadas realizaciones, una
variante de una acil-ACP sintasa de éster de cera puede presentar actividad que se encuentra reducida en no mas
de aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% o 80%,
en comparacion con la actividad de la acil-ACP sintasa de éster de cera a partir de la que se deriva la variante (p.ej.,
WS1 (SEC ID n° 19), WS2 (SEC ID n° 21) u otros polipéptidos de sintasa de éster de cera de SEC ID n° 23, 25, 27,
29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43). En algunas realizaciones, la cantidad de éster de cera producida por una célula
huésped que expresa la variante de acil-ACP sintasa de éster de cera no es inferior a aproximadamente 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 85%, 80% o 75% de la cantidad de éster de cera producida por una
célula huésped que expresa la acil-ACP sintasa de éster de cera a partir de la que se deriva la variante (p.ej., WS1
(SEC ID n° 19), WS2 (SEC ID n° 21) u otros polipéptidos de sintasa de éster de cera de SEC ID n°® 23, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43).

La invencién proporciona ademas fragmentos o variantes de una acil-ACP sintasa de éste rde cera que presenta
una actividad incrementada respecto a los polipéptidos de referencia. En determinadas realizaciones, el fragmento o
variante de acil-ACP sintasa de éster de cera puede presentar una actividad que se encuentra incrementada en por
lo menos aproximadamente 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%,
500%, 600%, 700%, 800%, 900% o 1.000% respecto a la actividad de la acil-ACP sintasa de éster de cera a partir
del que se deriva la variante (p.ej., WS1 (SEC ID n° 19) o WS2 (SEC ID n°® 21) u otros polipéptidos de sintasa de
éster de cera de SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43. En determinadas realizaciones, la cantidad de
éster de cera producida por una célula huésped que expresa el fragmento o variante es por lo menos
aproximadamente 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%,
700%, 800%, 900% o 1.000% de la cantidad de éster de cera producida por una célula huésped que expresa la
sintasa de éster de cera a partir de la que se deriva el fragmento o variante (p.ej., WS1 (SEC ID n° 19), WS2 (SEC
ID n° 21) u otros polipéptidos de sintasa de éster de cera de SEC ID n° 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43.

Una molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante codificante de una acil-ACP reductasa formadora de
alcohol puede comprender una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de
acil-ACP reductasa formadora de alcohol que presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SECIDn°2,4,6,80 10 0a un
fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID n° 2, 4, 6, 8 0 10.

Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP
reductasa formadora de alcohol puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente
85% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 2 o un fragmento funcional de la misma o puede
presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 90% respecto a la secuencia de
aminoacidos SEC ID n° 2 o un fragmento funcional de la misma o, por ejemplo, puede presentar una identidad de
secuencia de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2 0 a un
fragmento funcional de la misma. Por ejemplo, la molécula de acidos nucleicos aislada puede comprender una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2. En
algunas realizaciones, la invencion proporciona una molécula de &cidos nucleicos aislada que comprende una
secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de
acidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% respecto a la secuencia de nucleétidos SEC ID n® 1 o0 a un fragmento de la secuencia de nucleétidos SEC ID n°
1 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID n° 2. En algunas
realizaciones, la invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante que codifica una
acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta una identidad de
secuencia de por lo menos aproximadamente 85%, de por lo menos aproximadamente 90% o de por lo menos
aproximadamente 95% respecto a la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 1 o a un fragmento de la secuencia de
nucleétidos SEC ID n°® 1 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC
ID n°® 2. En algunas realizaciones, la invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol en la que
la molécula de acidos nucleicos aislada comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID n® 1. En determinadas
realizaciones, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos aisladas proporcionadas puede comprender ademas
una secuencia adicional de acidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucledtidos de un organismo fotosintético.

En otro ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP
reductasa formadora de alcohol puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente
85% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 4 o un fragmento funcional de la misma o puede
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presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 90% respecto a la secuencia de
aminoacidos SEC ID n° 4 o un fragmento funcional de la misma o, por ejemplo, puede presentar una identidad de
secuencia de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 4 0 a un
fragmento funcional de la misma. Por ejemplo, la molécula de acidos nucleicos aislada puede comprender una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n°® 4. En
algunas realizaciones, la invencion proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una
secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de
acidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% respecto a la secuencia de nucleotidos SEC ID n° 3 o a un fragmento de la secuencia de nucleétidos SEC ID n°
3 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID n° 4. En algunas
realizaciones, la invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada o recombinante que codifica una
acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta una identidad de
secuencia de por lo menos aproximadamente 85%, de por lo menos aproximadamente 90% o de por lo menos
aproximadamente 95% respecto a la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 3 o a un fragmento de la secuencia de
nucleétidos SEC ID n°® 3 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC
ID n° 4. En algunas realizaciones, la invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol en la que
la molécula de acidos nucleicos aislada comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID n® 3. En determinadas
realizaciones, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos aisladas proporcionadas puede comprender ademas
una secuencia adicional de acidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucledtidos de un organismo fotosintético.

Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP
reductasa formadora de alcohol puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente
85% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 6,8 o 10 o un fragmento funcional de la misma o puede
presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 90% respecto a la secuencia de
aminoacidos SEC ID n® 6, 8 o 10 o un fragmento funcional de la misma o, por ejemplo, puede presentar una
identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n°
6, 8 o 10 o un fragmento funcional de la misma. Por ejemplo, la molécula de acidos nucleicos aislada puede
comprender una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
SEC ID n°® 6, n° 8 o n° 10. En algunas realizaciones, la invencion proporciona una molécula de acidos nucleicos
aislada que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa formadora de alcohol,
en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente
30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% o0 99% respecto a la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 5, 7 0 9 0 a un fragmento de la
secuencia de nucledtidos SEC ID n° 5, 7 0 9 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora
de alcohol de SEC ID n° 6, 8 o 10. En algunas realizaciones, la invencién proporciona una molécula de acidos
nucleicos aislada o recombinante que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que la secuencia
de acidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 85%, de por lo menos
aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la secuencia de nucledtidos SEC ID n°
5, 7 0 9 0 a un fragmento de la secuencia de nucleétidos SEC ID n® 5, 7 o 9 que codifica un fragmento funcional de
la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID n® 6, 8 o 10. En algunas realizaciones, la invencion
proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol en la que la molécula de acidos nucleicos aislada comprende
la secuencia de nucleétidos SEC ID n® 5, 7 0 9. En determinadas realizaciones, cualquiera de las moléculas de
acidos nucleicos aisladas proporcionadas puede comprender ademas una secuencia adicional de acidos nucleicos
de por lo menos aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700,
800, 900, 1.000 o 1.500 nucledtidos de un organismo fotosintético.

En algunas realizaciones, la invencién comprende mutantes por deleciéon de una acil-ACP reductasa formadora de
alcohol en la que una molécula de acidos nucleicos codifica una proteina reductasa en la que uno o mas
aminoacidos han sido delecionados de la proteina. En una realizacion, el polipéptido presenta 512, 511, 510, 509,
508, 507, 506, 505, 504 o 503 residuos 0 menos y presenta una secuencia de aminoacidos idéntica por lo menos
aproximadamente al 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a la secuencia de aminoacidos correspondiente de
SEC ID n° 2. En otra realizacion, el polipéptido presenta 504, 503, 502, 501, 500, 499, 498, 497, 496 o 495 residuos
0 menos y presenta una secuencia de aminoacidos idéntica por lo menos aproximadamente al 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% respecto a la secuencia de aminoacidos correspondiente de SEC ID n° 4. En una realizacion adicional,
el polipéptido presenta 511, 510, 509, 508, 507, 506, 505, 504, 503 o 502 residuos o0 menos y presenta una
secuencia de aminoacidos idéntica por lo menos aproximadamente al 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a la
secuencia de aminoacidos correspondiente de SEC ID n° 6. En todavia otra realizacién, el polipéptido presenta 511,
510, 509, 508, 507, 506, 505, 504, 503 o 502 residuos 0 menos y presenta una secuencia de aminoacidos idéntica
por lo menos aproximadamente al 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678 647 T3

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a la secuencia de aminoacidos
correspondiente de SEC ID n° 8. En otra realizacion, el polipéptido presenta 513, 512, 511, 510, 509, 508, 507, 506,
505 o 504 residuos 0 menos y presenta una secuencia de aminoacidos idéntica por lo menos aproximadamente al
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a la secuencia de aminoacidos correspondiente de SEC ID n° 10. En otras
realizaciones, el polipéptido codificado no presenta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos del extremo N- y/o C-
terminal y presenta una secuencia de aminoacidos idéntica por lo menos aproximadamente al 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% respecto a la secuencia de aminoacidos correspondiente de SEC ID n° 2, 4, 6, 8 0 10.

La invencién proporciona ademas una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de
acidos nucleicos codificante de una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos aproximadamente 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a un fragmento que comprende una secuencia consecutiva de por lo
menos aproximadamente 20, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475
0 500 residuos aminoacidos de SEC ID n° 2, 4, 6, 8 o 10. Dichos fragmentos y variantes de fragmentos pueden
resultar utiles como sondas y cebadores. En determinadas realizaciones, dichas sondas y cebadores pueden
hibridarse selectivamente con la molécula de acidos nucleicos codificante de los polipéptidos indicados en la
presente memoria. En determinadas realizaciones, los fragmentos codifican polipéptidos que conservan por lo
menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100% de la actividad de la acil-ACP sintasa de éster de
cera de la proteina de longitud completa al expresarse en una célula huésped recombinante. En realizaciones
particulares, los fragmentos son fragmentos funcionales.

Ademas, la invencion proporciona variantes de la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2, 4, 6, 8 0 10 o
fragmentos de la misma. Las variantes pueden ser naturales y/o no naturales, tales como las inducidas por diversos
mutagenos y procedimientos mutagénicos. En algunas realizaciones, por lo menos un residuo aminoacido ha sido
insertado N- y/o C-terminalmente respecto a la secuencia de referencia y/o se encuentra dentro de misma. En
algunas realizaciones, por lo menos un residuo aminoacido ha sido delecionado N- y/o C-terminalmente respecto a
la secuencia de referencia y/o dentro de misma. En algunas realizaciones, por lo menos un residuo aminoacido ha
sido sustituido dentro de la secuencia de referencia. En algunas realizaciones, las variantes pueden ser secuencias
que contienen mutaciones predeterminadas generadas mediante, p.ej., recombinacion homdloga o mutagénesis
dirigida a sitio o por PCR; las proteinas correspondientes de otras especies; alelos u otras variantes naturales, y/o
derivados en los que la proteina ha sido modificada covalentemente por medios quimicos, enzimaticos u otros
medios apropiados con una fraccién diferente de un aminoacido natural.

Una sustitucion, insercion o delecion puede afectar adversamente a la proteina en el caso de que la secuencia
alterada inhiba sustancialmente una funcién bioldgica asociada a la proteina. En determinadas realizaciones, una
variante de una acil-ACP sintasa formadora de alcohol puede presentar actividad que se encuentra reducida en no
mas de aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% o
80% respecto a la actividad de la acil-ACP sintasa formadora de alcohol a partir de la que se deriva la variante (p.ej.,
Maqu_2220 (SEC ID n° 2), Hch_05075 (SEC ID n° 4), MDG893_11561 (SEC ID n° 6), HP15_810 (SEC ID n° 8) o
RED65_09894 (SEC ID n°® 10). En algunas realizaciones, la cantidad de alcohol graso producida por una célula
huésped que expresa la variante de acil-ACP reductasa formadora de alcohol no es inferior a aproximadamente
99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 85%, 80% o 75% de la cantidad de alcohol graso
producida por una célula huésped que expresa la acil-ACP reductasa formadora de alcohol a partir de la que se
deriva la variante (p.ej., Maqu_2220 (SEC ID n° 2), Hch_05075 (SEC ID n° 4), MDG893_11561 (SEC ID n° 6),
HP15_810 (SEC ID n° 8) o RED65_09894 (SEC ID n® 10).

La invencion proporciona ademas fragmentos y variantes de una acil-ACP sintasa formadora de alcohol que
presenta una actividad incrementada respecto al polipéptido de referencia. En determinadas realizaciones, el
fragmento o variante puede presentar una actividad que se encuentra incrementada en por lo menos
aproximadamente 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%,
700%, 800%, 900% o 1.000% respecto a la actividad de la acil-ACP sintasa formadora de alcohol a partir del que se
deriva la variante (p.ej., Maqu_2220 (SEC ID n° 2), Hch_05075 (SEC ID n° 4), MDG893_11561 (SEC ID n° 6),
HP15_810 (SEC ID n° 8) o RED65_09894 (SEC ID n°® 10). En determinadas realizaciones, la cantidad de alcoholes
grasos producida por una célula huésped que expresa el fragmento o variante es por lo menos aproximadamente
5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%,
900% o 1.000% de la cantidad de alcohol graso producida por una célula huésped que expresa la acil-ACP sintasa
formadora de alcohol a partir de la que se deriva el fragmento o variante (p.ej., Maqu_2220 (SEC ID n° 2),
Hch_05075 (SEC ID n°® 4), MDG893_11561 (SEC ID n° 6), HP15_810 (SEC ID n° 8) o RED65_09894 (SEC ID n°
10).

En algunas realizaciones, la invencion proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende,
ademas de una secuencia de acidos nucleicos codificante de una sintasa de éster cera con una identidad de
secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de
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SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43 0 a un fragmento funcional de cualquiera de entre SEC
ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43 con actividad de sintasa de éster de cera, una secuencia de
acidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que presenta una identidad de
secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de
SEC ID n° 2, 4, 6, 8 0 10, o0 a un fragmento funcional de SEC ID n° 2, 4, 6, 8 o 10 que presenta actividad de acil-ACP
reductasa formadora de alcohol. En algunas realizaciones, la invencion proporciona una molécula de &acidos
nucleicos aislada que comprende, ademas de una secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa
de éster de cera, en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de nucleétidos SEC ID n°® 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 0 42 o a un fragmento de la secuencia de nucledétidos de SEC ID n° 18, 20, 22, 24, 26, 28,
30, 32, 34, 36, 38, 40 0 42 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID n°
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o0 43, una secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de acidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de
por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% respecto a la secuencia de nucledtidos de SEC ID n° 1, 3,
5,7,9 0 11 o a un fragmento de la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 1, 3 5, 7 o 11 que codifica un fragmento
funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID n° 2, 4, 6, 8 o 10. En algunas realizaciones, la
invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de acidos nucleicos
que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que
la molécula de acidos nucleicos aislada comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40 0 42 y la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 1, 3, 5, 7, 9 o 11, en cualquier combinacién. En
determinadas realizaciones, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos proporcionadas puede comprender
ademas una secuencia adicional de acidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucledtidos de un organismo
fotosintético.

La invencién proporciona ademas moléculas de acidos nucleicos que se hibridan bajo condiciones de hibridacion de
alta astringencia, tal como condiciones de hibridacion selectiva a las secuencias de nucleétidos indicadas en la
presente memoria. Entre las sondas de hibridacion se incluyen oligonucledtidos sintéticos que se unen de una
manera especifica de base a una cadena complementaria de acidos nucleicos. Entre las sondas adecuadas se
incluyen los acidos nucleicos, tal como se describen en Nielsen, Science 254:1497-1500, 1991. En algunas
realizaciones, las moléculas de acidos nucleicos de la invencion pueden detectarse y/o aislarse mediante
condiciones de hibridacion especifica, p.ej., bajo condiciones de alta astringencia.

En realizaciones particulares, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos indicadas anteriormente o
posteriormente pueden comprender ademas una secuencia adicional de &acidos nucleicos de por lo menos
aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o
1.500 nucleétidos de un organismo fotosintético.

Otras modificaciones

La invencion proporciona ademas variantes adicionales de las secuencias de nucledtidos de la invencion. En
algunas realizaciones, las variantes de secuencia de nucleétidos codifican fragmentos o variantes de los polipéptidos
tal como se indican en la presente memoria. En algunas realizaciones, las variantes de secuencia de nucleétidos
son naturales. En otras realizaciones, las variantes de secuencia de nucleétidos son no naturales, tales como las
inducidas por diversos mutagenos y procedimientos mutagénicos. En determinadas realizaciones, las variantes de
secuencia de nucledtidos son una combinacién de naturales y no naturales. Una secuencia de acidos nucleicos
dada también puede modificarse, por ejemplo mediante métodos de mutagénesis estandar, evolucion artificial o
intercambio de dominios a fin de producir secuencias modificadas. Se describen métodos de evolucion acelerada en,
por ejemplo, Stemmer, Nature 370:389-391, 1994, y en Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751, 1994.
La alteracion quimica o enzimatica de los acidos nucleicos y polipéptidos expresados puede llevarse a cabo
mediante métodos estandares. Por ejemplo, una secuencia puede modificarse mediante la adicion de grupos
fosfato, grupos metilo, lipidos, azicares, péptidos, compuestos organicos o inorganicos, mediante la inclusion de
nucledétidos o aminoacidos modificados, o similares.

Para la expresion optima de una proteina recombinante, en determinados casos puede resultar beneficioso utilizar
secuencias codificantes que producen ARNm con codones utilizados preferentemente por la célula huésped que
debe transformarse ("optimizacion de codones"). De esta manera, para una expresion incrementada de los
transgenes, el uso de los codones del transgén puede corresponderse con el sesgo de codones especifico del
organismo en el que se desea que se exprese el transgén. Los métodos de recodificacion de genes para la
expresion en microalgas se describen en, p.ej., la patente US n°® 7.135.290. Los mecanismos exactos que subyacen
a este efecto se cree que son multiples pero podrian incluir el equilibrio correcto de los pools de ARNt aminoacilados
disponibles con las proteinas que se sintetizan en la célula, acoplados con una traduccion mas eficiente del ARN
mensajero (ARNm) transgénico al satisfacerse dicha necesidad. En algunas realizaciones, sélo se modifica una
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parte de los codones para reflejar un uso de codones preferente de un microorganismo huésped. En determinadas
realizaciones, se modifica uno o mas codones por codones que no son necesariamente el codéon mas preferente del
microorganismo huésped codificante de un aminoacido particular. Se encuentra disponible informacioén adicional
para la optimizacién de codones por ejemplo en la base de datos de uso de codones de GenBank. Pueden
optimizarse los codones de las secuencias codificantes para la produccién éptima de un producto deseado en el
organismo huésped seleccionado para la expresion. En determinadas realizaciones, se optimizan los codones de la
secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y/o de la secuencia de acidos
nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol para la expresion en un microorganismo
fotosintético, p.ej. una cianobacteria 0 una microalga eucaridtica.

En algunas realizaciones, las moléculas de acidos nucleicos de la invencion codifican proteinas de fusion que
comprenden una acil-ACP sintasa de éster de cera o una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Las moléculas
de acidos nucleicos de la invencidon pueden, alternativa o adicionalmente, codifican proteinas de fusiéon que
comprenden una acil-ACP reductasa. Por ejemplo, los acidos nucleicos de la invencién pueden comprender
secuencias polinucledtidas que codifican glutation-S-transferasa (GST) o una parte de la misma, tiorredoxina o una
parte de la misma, proteina de unién a maltosa o una parte de la misma, polihistidina (p.ej. Hisg), poli-HN, polilisina,
una secuencia de etiqueta hemaglutinina, etiqueta de VHS y/o por lo menos una parte de VIH-Tat fusionada con la
secuencia de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol.

En algunas realizaciones, las moléculas de acidos nucleicos de la invencién comprenden secuencias no codificantes
adicionales, tales como secuencias 3’ y 5’ no codificantes (incluyendo, p.€j., secuencias reguladoras).

Constructos de acidos nucleicos

En algunas realizaciones, la molécula de acidos nucleicos aislada de la invencidon puede comprender tanto una
secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera como una secuencia e acidos
nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Las secuencias de acidos nucleicos
codificantes de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden ser
cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos indicadas en la presente memoria.

En determinadas realizaciones, las secuencias de acidos nucleicos que codifican una acil-ACP sintasa de éster de
cera y la secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol puede ligarse
operablemente al mismo promotor y/o intensificador. Por ejemplo, en realizaciones particulares, los dos genes
(codificantes de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol y una acil-ACP sintasa de éster de cera) pueden
organizarse como operon, en el que, por ejemplo, a una secuencia de promotor sigue, en la direccién 5’ a 3, una
secuencia codificante de acil-ACP reductasa formadora de alcohol y después una secuencia codificante de acil-ACP
sintasa de éster de cera. En una configuracion alternativa del operén, a una secuencia de promotor sigue, en la
direccion 5 a 3’, una secuencia codificante de acil-ACP sintasa de éster de cera y después una secuencia
codificante de acil-ACP reductasa formadora de alcohol. En algunas realizaciones, una molécula aislada de acidos
nucleicos puede incluir dos o0 mas genes dispuestos en tandem, en el que la molécula de acidos nucleicos aislada no
incluye una secuencia de promotor que opera en el microorganismo huésped deseado cadena arriba de los genes.
En dichas realizaciones, el operdon sin promotor puede disefiarse para la integracion (p.ej. la recombinacion
homadloga) en un sitio del genoma huésped que puede incluir una secuencia de promotor, de manera que el operon
sintético puede encontrarse regulada transcripcionalmente por un promotor en el genoma del microorganismo
huésped. Ademas, el operdn puede disefiarse para la integracion (p.ej., la recombinaciéon homéloga) en un sitio del
genoma huésped que puede incluir una secuencia de intensificador, de manera que el operdn introducido puede
encontrarse regulado transcripcionalmente por un intensificador en el genoma del microorganismo huésped. En
cualquiera de las realizaciones anteriores de los operones que incluyen genes de acil-ACP reductasa formadora de
alcohol y de acil-ACP sintasa de éster de cera, una o mas secuencias reguladoras adicionales pueden incluirse en la
molécula de acidos nucleicos aislada, or ejemplo una secuencia para intensificar la traduccion puede incluirse
cadena arriba de las secuencias codificantes de gen y puede incluirse opcionalmente un terminador transcripcional
en el extremo 3’ 0 en proximidad al mismo del operdn sintético.

Ademas del gen de acil-ACP sintasa de éster de cera y un gen de acil-ACP reductasa formadora de alcohol, pueden
incluirse opcionalmente uno o mas genes adicionales en un operdn sintético tal como se proporciona en la presente
memoria, en el que uno o mas genes adicionales pueden incluir, por ejemplo, uno o mas genes codificantes de
enzimas o proteinas de la ruta de sintesis de éster de cera y/o uno o méas genes codificantes de enzimas o proteinas
que pueden intensificar la sintesis de éster de cera, uno o mas genes que pueden potenciar la fotosintesis o la
fijacion de carbonos y/o uno o mas genes informadores o marcadores seleccionables.

En algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera y la
secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden ligarse
operablemente a diferentes promotores y/o intensificadores de la transcripcién. Los promotores e intensificadores
pueden ser, p.ej., cualquiera de los promotores e intensificadores transcripcionales indicados en la presente
memoria.
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La invencion comprende ademas constructos que comprenden una molécula aislada de acidos nucleicos que
codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, una molécula aislada de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol y una molécula aislada de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de
éster de cera y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Un constructo de acidos nucleicos de la invencion
puede comprender cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos codificantes de una acil-ACP sintasa de éster
de cera y/o cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos codificantes de una acil-ACP reductasa formadora de
alcohol, tal como se indica en la presente memoria, y puede incluir ademas secuencias que regulan o median en la
transcripcion, traducciéon o integracion de secuencias de nucleétidos en el genoma del huésped. En algunas
realizaciones, la invencion proporciona constructos de expresion que comprenden una 0 mas secuencias que
promueven la expresion de una acil-ACP sintasa de éster de cera y/o una acil-ACP reductasa formadora de alcohol.
Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y/o una
secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, puede ligarse
operablemente a un promotor en un constructo de expresién o "casete de expresion". En algunas realizaciones, el
promotor es regulable, p.ej., inducible.

En realizaciones en las que el constructo de acidos nucleicos no contiene un promotor en ligamiento operable con la
secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol, una o ambas secuencias de acidos nucleicos
codificantes de enzima puede transformarse en las células huésped de manera que se encuentren operablemente
ligadas a un promotor enddégeno de la célula huésped mediante, p.ej., recombinacién homdloga, integracion
especifica de sitio y/o integracion del vector. En algunas realizaciones, entre las secuencias genémicas del huésped
incluidas en un constructo de acidos nucleicos para mediar en la recombinacion homéloga en el genoma del
huésped se incluyen secuencias reguladoras génicas, por ejemplo una secuencia de promotor que puede regular la
expresion de un gen de acil-ACP sintasa de éster de cera y/o un gen de acil-ACP reductasa formadora de alcohol
del constructo de acidos nucleicos. En dichas realizaciones, el transgén o transgenes del constructo se ligan
operablemente, de esta manera, con un promotor que es endégeno al microorganismo huésped. En algunas
realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia de
acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran operablemente ligados al
mismo promotor que es enddégeno al microorganismo huésped. En otras realizaciones, la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia de acidos nucleicos codificante de la
acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran operablemente ligadas a diferentes promotores endégenos
del huésped. En algunas realizaciones, el promotor o promotores enddgenos son constitutivos, o el promotor o
promotores enddgenos pueden ser regulables, p.ej., inducibles.

Un promotor operablemente ligado a una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster
de cera de la invencién y/o una secuencia de acidos nucleicos codificante de un acil-ACP reductasa formadora de
alcohol de la invencién puede ser un promotor que es heterélogo respecto al gen de sintasa de éster de cera o de
acil-ACP reductasa. En algunas realizaciones, el promotor puede ser un promotor inducible, es decir, un promotor
que media en la transcripcién de un gen ligado operablemente en respuesta a un estimulo particular. Dichos
promotores pueden resultar ventajosos, p.ej. para minimizar cualesquiera efectos deletéreos sobre el crecimiento de
la célula huésped y/o para maximizar la produccion de la composicion de alcohol graso y/o el éster de cera. Un
promotor inducible puede ser sensible respecto a, p.ej., luz u oscuridad o temperatura elevada o baja, y/o puede ser
sensible a compuestos especificos. El promotor inducible puede ser, por ejemplo, un promotor ara, un promotor lac,
un promotor tet (p.ej., patente US n°® 5.851.796), un promotor trp o un promotor hibrido que incluye una o mas partes
de un promotor ara, tet, trp y/o lac. La secuencia de promotor puede proceder de cualquier organismo, con la
condicion de que sea funcional en el organismo huésped. En determinadas realizaciones, los promotores inducibles
se forman mediante la fusién de una o mas partes o dominios de un promotor inducible conocido con por lo menos
una parte de un promotor diferente que puede operar en la célula huésped, p.ej. para conferir inducibilidad a un
promotor que opera en la especie huésped.

En algunas realizaciones, una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera
de la invencion y/o una acil-ACP reductasa formadora de alcohol de la invencién se encuentran operablemente
ligadas a un promotor que funciona en procariotas, tal como cianobacterias, incluyendo, aunque sin limitacion, los
promotores lac, tac y trc, asi como derivados, tal como, aunque sin limitacion, los promotores trcE y trcY que son
inducibles mediante la adicion de isopropil $-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG), promotores que estan asociados
naturalmente a genes de resistencia a antibiético portados en transposones o cromosomas bacterianas (p.ej. la
neomicina fosfotransferasa, la cloranfenicol acetiltransferasa, la espectinomicina adeniltransferasa, etc., o
combinaciones de las mismas), promotores asociados a diversos genes bacterianos y cianobacterianos nativos
heterdlogos, promotores de virus y fagos, promotores sintéticos y combinaciones de los mismos. En determinadas
realizaciones, los promotores son promotores cianobacterianos, p.ej. secA (secrecion; controlado por el estado
redox de la célula), rbc (operédn Rubisco) y psaAB (PSI, proteinas de centro de reaccion; reguladas por la luz),
promotor NtcA o gInA y psbA (proteina DI del PSII; inducible por la luz). En algunas realizaciones, el constructo que
incluye un promotor cianobacteriano o una parte del mismo puede recombinarse en el genoma de una célula
huésped cianobacteriana, de manera que la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acilreductasa, la
secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de cera, o ambas, se ligan operablemente a un promotor
cianobacterianos en el genoma del huésped. En algunas realizaciones, los promotores estan regulados por
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compuestos de nitrégeno, tales como, por ejemplo, los promotores nar, ntc, nir o nrt. En algunas realizaciones, los
promotores estan regulados por fosfato (p.ej., los promotores pho o pst) o por el niquel (p.ej., el promotor nrs). Los
promotores para la utilizacién en cianobacterias pueden modificarse respecto a los promotores naturales y pueden
incluir combinaciones de promotores naturales, incluyendo, aunque sin limitacién, los dados a conocer en la
presente memoria. En algunas realizaciones, el promotor o promotores se seleccionan de entre promotores
procarioticos de un abanico de especies, incluyendo especies eubacterianas y cianobacterianas, tales como, por
ejemplo, un promotor araC o pBAD, un promotor rha, un promotor Pm, un promotor xylS, un promotor nir, un
promotor nar, un promotor pho, un promotor tet, un promotor cys, un promotor metalotioneina, un promotor ftf, un
promotor gin, un promotor de choque térmico, un promotor inducible por frio 0 un promotor virico. Los promotores
anteriormente proporcionados son ejemplares y no limitativos.

Puede utilizarse una amplia diversidad de terminadores transcripcionales en cualquiera de los vectores de la
invencién. Entre los ejemplos de posibles terminadores pueden incluirse, aunque sin limitarse a ellos, psbA, psaAB,
rbc, secA, la proteina de cubierta de T7, rrnB y similares, y combinaciones de los mismos.

En determinadas realizaciones, el vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-
ACP sintasa de éster de cera y/o una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa
formadora de alcohol esta disefiada para la transformacién en cianobacterias. En una realizacion particular, el vector
permite la recombinaciéon homdloga de la secuencia codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la
secuencia codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol con el genoma cianobacteriano.

Una molécula de acidos nucleicos aislada de la presente invencién puede incluir las secuencias dadas a conocer en
la presente memoria que codifican una o mas de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol o una acil-sintasa de
éster de cera en un vector, tal como, aunque sin limitacion, un vector de expresiéon. Un vector puede incluir, por
ejemplo, uno o mas de entre: 1) un origen de replicacién para la propagacion de las secuencias de acidos nucleicos
en uno o mas huéspedes (que pueden o no incluir el huésped de produccién), 2) uno o mas marcadores
seleccionables, 3) uno o mas genes informadores, 4) una o mas secuencias de control de la expresion, tales como,
aunque sin limitacién, secuencias de promotor, secuencias de intensificador, secuencias de terminador, secuencias
para intensificar la traduccion, etc. y/o 5) una o mas secuencias para promover la integracion de las secuencias de
acidos nucleicos en un genoma huésped, por ejemplo una o mas secuencias con homologia respecto a una o mas
secuencias de nucleétidos del microorganismo huésped.

En algunas realizaciones, los vectores de transformacion pueden incluir un marcador seleccionable, tal como,
aunque sin limitacion, un gen de resistencia a farmaco, un gen de resistencia a herbicida, un enzima y/o factor
metabolico requerido para la supervivencia del huésped (por ejemplo, un marcador auxotréfico) o similar, o una
combinacién de los mismos. Las células transformadas pueden seleccionarse opcionalmente basandose en la
capacidad de crecer en presencia del antibidtico y/o otro marcador seleccionable bajo condiciones en las que las
células que no poseen el casete de resistencia o marcador auxotréfico no pueden crecer. Adicional o
alternativamente, un marcador no seleccionable (p.ej. un gen informador) puede encontrarse presente en un vector,
tal como un gen codificante de una proteina fluorescente o un enzima que genera un producto de reaccion
detectable.

En algunas realizaciones, el vector es un vector de integracidon que incluye una o mas secuencias que promueven la
integracion de un gen de interés o casete de expresion génica en el genoma de la célula huésped. Por ejemplo, un
vector de integracion utilizado para transformar una célula huésped puede incluir por lo menos una secuencia de por
lo menos aproximadamente 50, de por lo menos 100, de por lo menos 200, de por lo menos 300, de por lo menos
400, de por lo menos 500, de por lo menos 600, de por lo menos 700, de por lo menos 800, de por lo menos 900, de
por lo menos 1.000, de por lo menos 1.200 o de por lo menos 1.500 nucleétidos con homologia respecto a una
secuencia en el genoma de la célula huésped para permitir la integracion del gen o casete de expresién génica en el
genoma de la célula huésped mediante recombinacion homoéloga. En algunos ejemplos, el gen o casete de
expresion génica se encuentra flanqueado por secuencias homoélogas a una regiéon del cromosoma del huésped
promoviendo la integracion del gen de interés en el cromosoma del huésped. Alternativa o adicionalmente, un vector
de integracién puede incluir una o mas secuencias que estimulan la recombinacion especifica de sitio o la
integracién aleatoria, tal como, aunque sin limitacién, secuencias reconocidas por recombinasas, integrasas o
transposasas. En algunas realizaciones, el vector de integracion puede incluir ademas un gen codificante de una
recombinasa, integrasa o transposasa. En determinadas realizaciones, el vector de integracién esta disefiado para
promover la integracion de un gen de acil-ACP sintasa de éster de cera, un gen de acil-ACP reductasa formadora de
alcohol, o ambos, en cianobacterias. En realizaciones particulares, el vector promueve la integracion en el sitio RS1
o en el sitio RS2 en cianobacterias (p.ej. en Synechocystis sp. PCC6803).

Pueden introducirse vectores en células huésped (p.ej., cualquiera de las células huésped indicadas en la presente
memoria) mediante técnicas convencionales de transformacion y/o transfeccion. Las cianobacterias, por ejemplo,
pueden transformarse mediante cualesquiera métodos adecuados, incluyendo, p.ej., incorporacion natural de ADN
(Zang, J. Microbiol. 45:241-245, 2007), conjugacion (Wolk et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1561-1565, 1984),
transduccion, transformacion de perlas de vidrio (Feng, Mol. Biol. Rep. 36:1433-9, 2009), la transformaciéon con
fibras de carburo de silicio (Dunahay, Methods Mol. Biol. 62:503-9, 1997), labiolistica (Kroth, Methods Mol. Biol.
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390:257-267, 2007), electroporacion (Ludwig, Appl. Microbiol. Biotechnol. 78:729-35, 2008), transformacion mediada
por laser (documento n® W02009/140701), incubacién con ADN en presencia de o después del tratamiento con
cualquier dendrimero de poli(amidoamina) (Pasupathy, Biotechnol. J. 3:1078-82, 2008), polietilenglicol (Ohnuma,
Plant Cell Physiol. 49:117-120, 2008), lipidos catiénicos (Muradawa, J. Biosci. Bioeng. 105:77-80, 2008), dextrano,
fosfato de calcio y/o cloruro de calcio (Mendez-Alvarez, J. Bacteriol. 176:7395-7397, 1994), opcionalmente después
del tratamiento con enzimas degradantes de la pared celular (Perrone, Mol. Biol. Cell 9:3351-3365, 1998), o
similares, o combinaciones de los mismos. La transformacion mediada por Agrobacterium puede llevarse a cabo,
adicional o alternativamente, en células de algas, por ejemplo tras eliminar o romper la pared celular del alga
(Kumar, Plant Sci. 166:731-738, 2004).

Los vectores anteriormente indicados pueden utilizarse en cualquiera de los métodos para producir un éster de cera
tales como los indicados en la presente memoria.

Células huésped recombinantes

La invencién proporciona ademas una célula huésped recombinante que comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera. En algunas realizaciones, la célula huésped
recombinante comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa
formadora de alcohol. En algunas realizaciones, la secuencia o secuencias de acidos nucleicos comprende ademas
secuencias adicionales de acidos nucleicos de por lo menos 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 o 1.500 nucledtidos de un organismo fotosintético. La célula huésped
recombinante puede comprender, p.ej., cualquiera de las moléculas de &cidos nucleicos aisladas anteriormente
indicadas codificantes de una sintasa de éster de cera (p.gj., una acil-ACP sintasa de éster de cera) o una reductasa
formadora de alcohol (p.ej., una acil-ACP reductasa formadora de alcohol) o codificante de tanto una sintasa de
éster de cera como una reductasa formadora de alcohol. La célula huésped recombinante puede comprender, p.ej.,
cualquiera de los vectores indicados en la presente memoria. En algunas realizaciones, la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera es no nativa de la célula huésped recombinante. En algunas
realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la reductasa formadora de alcohol es no nativa de la
célula huésped recombinante.

En determinadas realizaciones, la invencidon proporciona una célula huésped recombinante manipulada para la
produccién de ésteres de acidos grasos, en la que la célula huésped recombinante comprende una secuencia de
acidos nucleicos no nativa que codifica una sintasa de éster de cera capaz de producir un éster de acido graso en
una ruta independiente de acil-CoA con la expresion en la célula huésped. En algunas realizaciones, la sintasa de
éster de cera es capaz de utilizar acil-ACP como sustrato. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante
comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una reductasa formadora de alcohol.
En algunas realizaciones, la reductasa formadora de alcohol es capaz de utilizar acil-ACP como sustrato. En
realizaciones particulares, la célula huésped recombinante produce un éster de cera en una ruta independiente de
acil-CoA con la expresién de la secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de la sintasa de éster de cera y
la secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de la reductasa formadora de alcohol, en caso de hallarse
presente, en la célula huésped.

En determinadas realizaciones, la invencidon proporciona una célula huésped recombinante manipulada
genéticamente para la produccion de ésteres de cera a partir de acil-ACP en una ruta de dos genes, en la que la
célula huésped recombinante comprende una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol y una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP sintasa de
éster de cera. En realizaciones particulares, la célula huésped recombinante produce un éster de cera a partir de
acil-ACP en una ruta de dos genes con la expresion en la célula huésped. En algunas realizaciones, la acil-ACP
reductasa formadora de alcohol de la invencion es una acil-ACP reductasa microbiana y/o la acil-ACP sintasa de
éster de cera de la invencién es una sintasa de éster de cera microbiana. En algunas realizaciones, tanto la acil-ACP
reductasa formadora de alcohol de la invencidon como la acil-ACP sintasa de éster de cera de la invencion son de
origen procariético. En algunas realizaciones, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de la invencién es una
acil-ACP reductasa de una especie de Marinobacter y/o la acil-ACP sintasa de éster de cera de la invencion es una
sintasa de éster de cera de una especie de Marinobacter.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es una célula de mamifero, una célula vegetal, una célula
de insecto, una célula de levadura (p.ej., Y. lipolytica o S. cerevisiae), una célula fungica, una célula fungica
filamentosa, una célula algal o una célula bacteriana (p.ej., E. coli). Por ejemplo, la célula huésped puede ser, a
modo de ejemplos no limitativos, una especie de Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida, Yarrowia,
Rhodotorula, Rhorosporidum, Aspergillus, Pichia, Schizochytrium, Thraustochytriales, Escherichia, Klebsiella,
Bacillus, Streptomyces, Corynebacterium, Pseudomonas, Arthrobacter, Nocardia, Rhodococcus o Gluconobacter.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es un microorganismo recombinante. En algunas
realizaciones, la célula huésped recombinante es cualquier microorganismo procariético, incluyendo, aunque sin
limitacion, una eubacteria, una arqueobacteria, una bacteria verde no del azufre, una bacteria purpura no del azufre
0 una cianobacteria. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es una célula huésped fotosintética,
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p.ej., un microorganismo fotosintético. En determinadas realizaciones, el microorganismo fotosintético es una
cianobacteria. Las cianobacterias no es conocido que produzcan acil-CoA y basandose en el analisis de genes de
especies cianobacterianas que presentan genomas secuenciados, se ha determinado que estas especies no
presentan genes de acil-CoA sintetasa (Kaczmarzyk y Fulda, Plant Physiol. 152: 1598-1610, 2010). Se conocen
varias especies de cianobacterias y han sido manipuladas utilizando técnicas de biologia molecular, incluyendo las
cianobacterias unicelulares Synechocystis sp. PCC6803 y Synechococcus elongates PCC7942, los genomas de las
cuales han sido secuenciados por completo. En algunas realizaciones, la cianobacteria se selecciona de entre, p.ej.,
las especies de Agmenellum, Anabaena, Anabaenopsis, Anacystis, Aphanizomenon, Arthrospira, Asterocapsa,
Borzia, Calothrix, Chamaesiphon, Chlorogloeopsis, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Crinalium, Cyanobium,
Cyanocystis, Cyanospira, Cyanothece, Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Dactylococcopsis, Dermocarpella,
Fischerella, Fremyella, Geitleria, Geitlerinema, Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, Halospirulina, lyengariella,
Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya, Microcoleus, Microcystis, Myxosarcina, Nodularia, Nostoc, Nostochopsis,
Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Pleurocapsa, Prochlorococcus, Prochloron, Prochlorothrix, Pseudanabaena,
Rivularia, Schizothrix, Scytonema, Spirulina, Stanieria, Starria, Stigonema, Symploca, Synechococcus,
Synechocystis, Thermosynechococcus, Tolypothrix, Trichodesmium, Tychonema o Xenococcus. Por ejemplo, el
microorganismo huésped puede ser una especie de Synechococcus, Thermosynechococcus o Synechocystis.
Alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser una especie de Cyanobium, Cyanothece
o Cyanobacterium, o mas alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser una especie de
Gloeobacter, Lyngbya o Leptolyngba. En algunas realizaciones, la cepa cianobacteriana es una especie de
Synechocystis.

En determinadas realizaciones, el microorganismo fotosintético es una microalga eucaridtica seleccionada de entre,
p.ej., especies de Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas, Boekelovia, Borodinella,
Botryococcus, Bracteococcus, Chaetoceros, Carteria, Chlamydomonas, Chlorococcum, Chlorogonium, Chlorella,
Chroomonas, Chrysosphaera, Cricosphaera, Crypthecodinium, Cryptomonas, Cyclotella, Dunaliella, Ellipsoidon,
Emiliania, Eremosphaera, Ernodesmius, Euglena, Franceia, Fragilaria, Gloeothamnion, Haematococcus,
Halocafeteria, Hymenomonas, Isochrysis, Lepocinclis, Micractinium, Monoraphidium, Nannochloris,
Nannochloropsis, Navicula, Neochloris, Nephrochloris, Nephroselmis, Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium,
Oocystis, Ostreococcus, Pavlova, Parachlorella, Pascheria, Phaeodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas,
Pleurochrysis, Pleurococcus, Prototheca, Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pyramimonas, Pyrobotrys,
Scenedesmus, Skeletonema, Spyrogyra, Stichococcus, Tetraselmis, Thalassiosira, Viridiella o Volvox. En algunas
realizaciones, la célula huésped recombinante puede ser una diatomea, tal como una especie de Amphora,
Chaetoceros, Cyclotella, Navicula, Phaeodactylum o Thalassiosira. En algunas realizaciones, la célula huésped
recombinante puede ser una especie de Chlorella, Nannochloropsis, Scenedesmus o Tetraselmis.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante
de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% respecto a la secuencia de nucledtidos de SEC ID n° 18, 20, 22, 24, 26, 28,
30, 32, 34, 36, 38, 40 0 42, o a un fragmento de la secuencia de nucleétidos que codifica un fragmento funcional de
la acil-ACP sintasa de éster de cera. En determinadas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos codificante de
la acil-ACP sintasa de éster de cera comprende la secuencia de nucledtidos de SEC ID n° 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40 0 42. En determinadas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP
sintasa de éster de cera se deriva de, p.ej., una especie de Marinobacter, Limnobacter, Alcanivorax, Hahella,
gammaproteobacterium, Oceanobacter o Mycobacterium. En algunas realizacoines, la célula huésped recombinante
expresa una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% respecto a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43, o a un fragmento funcional del polipéptido. En
determinadas realizaciones, la acil-ACP sintasa de éster de cera comprende o consiste esencialmente en el
polipéptido de SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. En algunas realizaciones, la célula
huésped recombinante comprende un vector que comprende la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-
ACP sintasa de éster de cera operablemente ligada a un promotor. En determinadas realizaciones, el promotor es
regulable. En realizaciones particulares, el promotor es inducible. En algunas realizaciones, la célula huésped
recombinante es una célula huésped fotosintética, p.ej., un microorganismo fotosintético.

En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende ademas una secuencia de &acidos
nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que presenta una identidad de secuencia de
por lo menos aproximadamente 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de nucleétidos de SEC ID n°
1,3,5,7,90 11 0 aun fragmento de la secuencia de nucleétidos que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP
reductasa formadora de alcohol. En determinadas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos codificante de la
acil-ACP reductasa formadora de alcohol comprende la secuencia de nucleétidos de SECIDn°1, 3,5,7,90 11. En
determinadas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos se deriva de una bacteria marina, p.ej. una especie de
Marinobacter o Hahella. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante expresa una acil-ACP reductasa
formadora de alcohol que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%,
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55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% respecto a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2, 4, 6, 8 0 10, 0 a un
fragmento funcional del polipéptido. En determinadas realizaciones, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol
comprende o consiste esencialmente en el polipéptido de SEC ID n°® 2, 4, 6, 8 o 10. En algunas realizaciones, la
célula huésped recombinante comprende un vector que comprende la secuencia de acidos nucleicos codificante de
la acil-ACP reductasa formadora de alcohol operablemente ligada a un promotor. En determinadas realizaciones, el
promotor es regulable. En realizaciones particulares, el promotor es inducible. El vector puede ser el mismo vector
que comprende la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera o puede ser un
vector separado. El promotor operablemente ligado a la secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol puede ser el mismo promotor operablemente ligado a la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera o puede ser un promotor separado. En algunas
realizaciones, la célula huésped recombinante es una célula huésped fotosintética, p.ej., un microorganismo
fotosintético.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende secuencias de acidos nucleicos codificantes
de mas de una sintasa de éster de cera. En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende
secuencias de acidos nucleicos codificantes de mas de una acil-ACP sintasa de éster de cera. En determinadas
realizaciones, la célula huésped recombinante comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una
acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% o0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 19 o un fragmento funcional de la misma;
una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad
de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de aminoacidos
de SEC ID n° 21 o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos nucleicos que presenta una
identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de
nucleodtidos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID n° 23 o un fragmento funcional de la
misma; una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una
identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 25 o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos nucleicos codificante
de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos
aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 27 o un fragmento
funcional de la misma; una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que
presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% respecto a la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID n° 29 o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos
nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 31 o un
fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de
cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a
la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 33 o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos
nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 35 o un
fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de
cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a
la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 37 o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos
nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 39 o un
fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de
cera que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a
la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 41 o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos
nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 43 0 a un
fragmento funcional de la misma, en cualquier combinacion.
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En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende secuencias de acidos nucleicos codificantes
de mas de una reductasa formadora de alcohol. En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante
comprende secuencias de acidos nucleicos codificantes de mas de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol.
En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende una secuencia de acidos nucleicos
codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 2 o un
fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa
formadora de alcohol que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 4 o un fragmento funcional de la misma; una secuencia
de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que presenta una identidad de
secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de
SEC ID n° 6 o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP
reductasa formadora de alcohol que presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 8 o un fragmento funcional de la misma, y/o
una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que presenta una
identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 10 o a un fragmento funcional de la misma, en cualquier combinacion.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es una célula huésped fotosintética y las secuencias de
acidos nucleicos codificantes de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la acil-ACP reductasa formadora de alcohol
han sido optimizadas para sus codones para la expresion en la célula huésped fotosintética.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante expresa una acil-ACP reductasa formadora de alcohol
microbiana (p.ej., procariética) y una acil-ACP sintasa de éster de cera microbiana (p.ej., procariética).

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante expresa por lo menos una acil-ACP reductasa formadora
de alcohol y por lo menos una acil-ACP sintasa de éster de cera que se derivan de la especie del mismo género,
p.ej. Marinobacter o Hahella.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante que expresa una acil-ACP sintasa de éster de cera
produce una mayor cantidad de un éster de acido graso que una célula huésped de control que no expresa la acil-
ACP sintasa de éster de cera. En algunas realizaciones, la cantidad de éster de acido graso producida por un cultivo
de la célula huésped recombinante que expresa una acil-ACP sintasa de éster de cera es por lo menos
aproximadamente 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 225%, 250%, 275%, 300%, 325%, 350%, 375%, 400%, 425%, 450%, 475%, 500%, 525%,
550%, 575%, 600%, 625%, 650%, 675%, 700%, 725%, 750%, 775%, 800%, 825%, 850%, 875%, 900%, 925%,
950%, 975% o 1000% superior a la cantidad de éster de cera producida por una célula huésped de control que no
expresa la acil-ACP sintasa de éster de cera.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante que expresa una acil-ACP sintasa de éster de cera y una
acil-ACP reductasa formadora de alcohol produce una mayor cantidad de un éster de cera que una célula huésped
de control que no expresa la acil-ACP sintasa de éster de cera y la acil-ACP reductasa formadora de alcohol. En
algunas realizaciones, la cantidad de éster de cera producida por un cultivo de la célula huésped recombinante que
expresa una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol es por lo menos
aproximadamente 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 225%, 250%, 275%, 300%, 325%, 350%, 375%, 400%, 425%, 450%, 475%, 500%, 525%,
550%, 575%, 600%, 625%, 650%, 675%, 700%, 725%, 750%, 775%, 800%, 825%, 850%, 875%, 900%, 925%,
950%, 975% o 1000% superior a la cantidad de éster de cera producida por una célula huésped de control que no
expresa la acil-ACP sintasa de éster de cera y la acil-ACP reductasa formadora de alcohol.

En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante que expresa una acil-ACP sintasa de éster de cera
y, opcionalmente una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, expresan por lo menos un gen recombinante o
exdgeno adicional o sobreexpresan un gen endoégeno adicional que funciona en la ruta de biosintesis de éster de
cera. El gen adicional puede encontrarse codificado por una molécula de acidos nucleicos que es igual a la molécula
de acidos nucleicos que codifica la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o que la molécula de acidos nucleicos que
codifica la acil-ACP reductasa formadora de alcohol o el gen adicional puede encontrarse codificado por moléculas
de acidos nucleicos separadas o por la misma molécula de acidos nucleicos. En el caso de que dos o mas genes se
encuentran codificados por la misma molécula de acidos nucleicos (p.ej., en el mismo vector de expresion), la
expresion de cada gen puede opcionalmente encontrarse regulada independientemente por un mismo promotor o un
promotor y/o intensificador diferente. En determinadas realizaciones, el gen adicional puede incrementar la tasa y/o
nivel de produccion de éster de cera. Adicional y/o alternativamente, el gen adicional puede, p.ej., incrementar la
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concentracion de precursores de éster de cera, tales como acil-ACP y alcohol graso, reducir el nivel de conversion
de acil-ACP, alcohol graso o éster de cera en otros productos (tales como, por ejemplo, otros derivados de acidos
graso o productos de degradacién de alcohol graso o éster de cera) o reducir la toxicidad del alcohol graso y/o éster
de cera para la célula. En determinadas realizaciones, el polipéptido codificado por el gen adicional se selecciona de
entre, p.ej., uno o mas enzimas del complejo de acido graso sintasa (p.ej., una beta-cetoacil-ACP sintasa, una 3-
cetoacil-ACP reductasa, una [-hidroxiacil-ACP deshidratasa, una enoil-ACP reductasa, etc.), una acetil-CoA
carboxilasa, una malonil-CoA:ACP transacilasa, una proteina portadora de acilos o una acil-ACP sintetasa. Adicional
o alternativamente, la célula huésped recombinante que expresa una acil-ACP reductasa formadora de alcohol
puede expresar una ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa y/o una ficobiliproteina (p.ej., ficocianina).

En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no es manipulada para expresar acil-CoA exdgena,
p.€j., no incluye un gen exdgeno codificante de una acil-CoA sintetasa. En determinadas realizaciones, la célula
huésped recombinante no produce endogenamente acil-CoA. En otras realizaciones, la célula huésped
recombinante produce endégenamente acil-CoA pero es manipulada para atenuar o eliminar la produccién de acil-
CoA. Por ejemplo, en el caso de que la célula huésped recombinante sea E. coli u otra bacteria, la célula huésped
puede manipularse para atenuar o eliminar la expresion de los genes fadD y/o fadK de acil-CoA sintetasa u
ortélogos de los mismos. Ademas, la célula huésped recombinante puede, adicional o alternativamente, presentar un
gen mutado codificante de una acil-CoA sintetasa, de manera que el huésped recombinante produce una acil-CoA
sintetasa con actividad reducida o ninguna actividad. Por ejemplo, en algunas circunstancias, una reducciéon o
eliminacion de la expresion o actividad de acil-CoA puede mejorar los rendimientos de éster de cera mediante la
regulacion negativa de las rutas de degradacion de los acidos grasos, que utilizan acil-CoA. En todavia otras
realizaciones, la célula huésped recombinante produce enddégenamente acil-CoA y genera un éster de cera
mediante rutas tanto dependientes de acil-CoA como independientes de acil-CoA.

En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no incluye un gen exégeno de una acil-ACP
tioesterasa o de una acil-CoA tioesterasa. En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no
expresa, p.ej., una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa. La célula huésped puede ser una célula que no
presenta genes enddgenos de una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa o de ambas. La célula huésped
puede presentar una expresion atenuada de un gen endégeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o de una acil-
CoA tioesterasa o de ambas.

En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no expresa una acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA
tioesterasa o una acil-CoA sintetasa. Por ejemplo, el huésped puede no presentar un gen endégeno de una acil-ACP
tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa y/o el huésped puede presentar una expresion atenuada de un gen de una
acil-ACP tioesterasa o de una acil-CoA tioesterasa. Adicionalmente, la célula huésped puede no presentar un gen
enddgeno de una acil-CoA sintetasa o puede presentar una expresion atenuada de un gen enddgeno codificante de
una acil-CoA sintetasa. Por ejemplo, la célula huésped puede ser un microorganismo, tal como una especie
cianobacteriana, que no presenta genes endégenos de acil-CoA tioesterasa, de una acil-CoA tioesterasa y de una
acil-CoA sintetasa.

En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no expresa una reductasa formadora de aldehido
(p.€j., acil-CoA reductasa, acil-ACP reductasa formadora de aldehido o acido carboxilico reductasa). En
realizaciones particulares, la célula huésped recombinante no expresa una reductasa formadora de aldehido no
nativa, p.ej. exégena.

En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante puede manipularse para expresar un transportar
transmembranal exdgeno para facilitar la secreciéon de éster de cera. Por ejemplo, la célula huésped recombinante
puede incluir un gen no nativo codificante de un transportador de casete de uniéon a ATP (ABC, por sus siglas en
inglés) o una bomba de RND. En algunas realizaciones, el transportador es por lo menos 80% idéntico en su
secuencia a una proteina transportadora codificada por los genes de Arabidopsis CER5, WBC11, AtMRPS, AmiS2 y
AtPGP1, o de transportador de acidos grasos (FATP, por sus siglas en inglés) de Saccharomyces, Drosophila,
especies micobacterianas o especies de mamifero.

Las células huésped recombinantes anteriormente indicadas pueden utilizarse en cualquiera de los métodos de
produccién de un éster de cera indicado en la presente memoria.

Sistemas

La invencién proporciona ademas un sistema independiente de acil-CoA para la produccion de un éster de acido
graso. En algunas realizaciones, el sistema comprende una célula huésped recombinante que comprende una
secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y una secuencia de
acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. En determinadas
realizaciones, la célula huésped recombinante no incluye un gen exdgeno codificante de una acil-CoA sintetasa. En
determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no produce acil-CoA. La célula huésped recombinante
puede ser, p.ej., cualquiera de las células huésped recombinantes indicadas en la presente memoria y puede
comprender cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos y/o vectores indicados en la presente memoria. En
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algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es un microorganismo fotosintético recombinante y se cultiva
en un medio que no incluye una cantidad sustancial de fuente de carbono reducido. En algunas realizaciones, el
microorganismo fotosintético recombinante se expone a luz durante por lo menos una parte del periodo de
produccion.

El microorganismo fotosintético recombinante puede cultivarse mixotroficamente, utilizando tanto luz como una
fuente de carbono reducido, o puede cultivarse fototréficamente. En el cultivo fototrépico, el microorganismo
fotosintético puede utilizar ventajosamente la luz como fuente de energia. Una fuente de carbono "inorganica" o no
reducida puede utilizarse para la sintesis de biomoléculas por el microorganismo fotosintético. Tipicamente, una
"fuente de carbono no reducido" puede encontrarse en forma de CO; (diéxido de carbono), acido carbonico, sales de
bicarbonato, sales de carbonato, sales de hidrogenocarbonato o similares, 0 como una combinacién de los mismos,
los cuales no pueden oxidarse adicionalmente para obtener energia sostenible ni ser utilizadas como fuente de
poder reductor por parte de las células huésped. En realizaciones particulares, el carbono inorganico es
sustancialmente la Unica fuente de carbono presente en el medio de cultivo. En dichas realizaciones, en el caso de
que se encuentre presente una fuente o compuesto de carbono organico (reducido) en el medio de cultivo de una
célula huésped cultivada fototréficamente, generalmente no puede ser incorporado y/o metabolizado por la célula
para energia o como fuente de carbono para la sintesis de biomoléculas y/o no se encuentra presente en una
cantidad suficiente para proporcionar energia sostenible para el crecimiento del cultivo celular o la produccion de
moléculas organicas.

Los microorganismos que pueden resultar utiles como células huésped de acuerdo con los métodos de la presente
invencion pueden encontrarse en diversas localizaciones y entornos en todo el mundo. Sin restringirse a ninguna
teoria en particular, se observa que, tal vez como consecuencia de su aislamiento de otras especies y/o su
divergencia evolutiva, el medio de cultivo particular para el crecimiento 6ptimo y la generacion de lipidos y/o
constituyentes hidrocarburo puede variar. En algunos casos, determinadas cepas de microorganismos podrian ser
incapaces de crecer en un medio de cultivo particular debido a la presencia de algin componente inhibidor o la
ausencia de algun requisito nutricional esencial requerido por la cepa particular de microorganismo.

Se encuentran generalmente disponibles medios de cultivo sélidos y liquidos de una amplia diversidad de fuentes, al
igual que instrucciones para la preparacion de medios particulares adecuados para una amplia diversidad de tipos
de células huésped. Por ejemplo, son bien conocidos de la técnica diversos medios de agua dulce y salada, p.ej. los
indicados en Barsanti, Algae: Anatomy, Biochemistry & Biotechnology, CRC Press, 2005, como medios y métodos
de cultivo de algas.

Entre los métodos de cultivo pueden incluirse la induccion de la expresidon de un gen particular indicado en la
presente memoria para la produccién de ésteres de acidos grasos, tales como ésteres de cera (p.ej., un gen de acil-
ACP sintasa de éster de cera y opcionalmente un gen de acil-ACP reductasa formadora de alcohol) y/o para regular
rutas metabdlicas en el microorganismo. La induccion de la expresion puede incluir la adicién de un nutriente o
compuesto al medio de cultivo, la eliminacion de uno o mas componentes del medio de cultivo, el incremento o
reduccion de la luz y/o temperatura, y/o otras manipulaciones que pueden estimular la expresion del gen de interés.
Dichas manipulaciones pueden depender en gran medida de la naturaleza del promotor operablemente ligado al gen
de interés.

En algunas realizaciones de la presente invencion, las células huésped recombinantes pueden cultivarse en un
biorreactor. Los biorreactores pueden ofrecer muchas ventajas para la utilizacion en los métodos de crecimiento y
propagacion heterotréfica. Con el fin de producir biomasa para la utilizacion en alimentos, preferentemente se
fermentan microorganismos en grandes cantidades en liquido, tal como, p.ej., en cultivos en suspension. Los
biorreactores, tales como los fermentadores de acero, pueden contener volimenes de cultivo muy grandes (pueden
utilizarse biorreactores de mas de 40.000 litros de capacidad en diversas realizaciones de la invencion). Los
biorreactores también pueden permitir tipicamente el control de una o mas condiciones de cultivo, tales como la
temperatura, el pH, la tension de oxigeno, los niveles de didxido de carbono y similares, asi como combinaciones de
los mismos. Los biorreactores tipicamente pueden ser configurables, por ejemplo utilizando puertos unidos a tubos,
para permitir que componentes gaseosos tales como CO,, aire enriquecido en CO3, oxigeno y/o nitrégeno, entren en
contacto con (p.ej. mediante burbujeo) un cultivo liquido. Otros parametros de cultivo, tales como el pH del medio de
cultivo, la identidad y/o la concentracién de elementos traza y/o nutrientes, la identidad y/o concentracion de otros
constituyentes del medio, o similares, o combinaciones de los mismos, tipicamente pueden ser mas facilmente
manipulados utilizando un biorreactor.

En algunas realizaciones, las células (p.ej., microorganismos fotosintéticos) pueden cultivarse en un biorreactor
dotado de una fuente de luz natural o artificial (un "fotobiorreactor") y/o pueden presentar una o mas paredes que
son suficientemente transparentes a la luz, incluyendo la luz solar, para permitir, facilitar y/o mantener un crecimiento
aceptable de los microorganismos. Para la produccién de ésteres de cera, las células huésped recombinantes
pueden adicional o alternativamente cultivarse en matraces de agitacion, probetas, viales, placas de microtitulacion,
placas Petri o similares, o combinaciones de los mismos.
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Los microorganismos fotosintéticos manipulados genéticamente también pueden cultivarse en, p.ej., estanques,
canales, zanjas, estanques de corriente, conductos o similares, o combinaciones de los mismos. Al igual que con los
biorreactores estandares, puede suministrarse al cultivo una fuente de carbono inorganico, incluyendo, aunque sin
limitacion, aire, aire enriquecido en CO», gas de escape, etc., o combinaciones de los mismos. Al suministrar gas de
escape Yy/o ofras fuentes inorganicas que pueden contener CO ademas de COg, puede resultar necesario pretratar
dichas fuentes de manera que el nivel de CO introducido en el (foto)biorreactor no constituya una dosis peligrosa y/o
letal para el crecimiento y/o supervivencia de los microorganismos. En algunas realizaciones, la fuente de carbono
es una fuente de carbono no reducido, p.ej., tal como, aunque sin limitacién, CO,, bicarbonato, sales de carbonato y
similares. En algunas realizaciones, la fuente de carbono no proporciona una fuente de energia en la produccién de
un éster de acido graso o éster de cera.

En algunas realizaciones, el éster de acido graso o éster de cera producido por un sistema de la invencion es
secretado al medio de cultivo por la célula huésped recombinante. Adicional o alternativamente, el éster de acido
graso o éster de cera puede extraerse de la célula huésped recombinante. En algunas realizaciones, el éster de
acido graso o éster de cera se aisla utilizando un método indicado en la presente memoria.

En algunas realizaciones, los sistemas de la invencion resultan en la produccion de por lo menos 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4,
5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 mg/l de un éster de
acido graso o éster de cera durante un periodo de cultivode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 o 14 dias mediante
el cultivo de las células huésped recombinantes indicadas en la presente memoria.

Un éster de acido graso producido utilizando los métodos proporcionados en la presente memoria puede presentar
una cadena B de entre 6 y 14 carbonos, por ejemplo de entre 12 y 18 carbonos. Un éster de cera producido
utilizando los métodos proporcionados en la presente memoria puede presentar una cadena A de entre 6 y 14
carbonos, por ejemplo de entre 12 y 18 carbonos, y una cadena B de entre 6 y 14 carbonos, por ejemplo de entre 12
y 18 carbonos.

Los sistemas de la invencién tales como los indicados en la presente memoria pueden utilizar una diversidad de
moléculas de acidos nucleicos, vectores, polipéptidos y/o células huésped. En algunas realizaciones, los sistemas
utilizan una o mas moléculas de acidos nucleicos, vectores, polipéptidos y/o células huésped indicados en la
presente memoria. Ademas, los sistemas pueden utilizarse para llevar a cabo cualquiera de los métodos para
producir un éster de cera tal como se indica en la presente memoria.

Debe entenderse que la exposicion de la presente invencion se extiende a métodos, productos y sistemas segun los
diversos aspectos de la invencién que comprende combinaciones de una o mas caracteristicas comentadas en la
presente memoria haciendo referencia a determinadas realizaciones de la invenciéon, comentando en la presente
memoria una o mas caracteristicas adicionales haciendo referencia a otras realizaciones determinadas de la
invencion.

Adicional o alternativamente, la presente invencion puede incluir una o mas de las realizaciones siguientes.
Realizaciones

Realizacién 1: una célula huésped recombinante manipulada genéticamente para la produccion de ésteres de acidos
grasos, en la que la célula huésped recombinante comprende una secuencia de &cidos nucleicos no nativa que
codifica una sintasa de éster de cera capaz de producir un éster de acido graso en una ruta independiente de acil-
CoA al expresarse en la célula huésped, en la que la célula huésped recombinante no incluye una molécula de
acidos nucleicos exdgena codificante de una acil-ACP tioesterasa, una molécula de acidos nucleicos exdgena
codificante de una acil-CoA tioesterasa y/o una molécula de acidos nucleicos exdégena codificante de una acil-CoA
sintetasa, y opcionalmente no incluye ninguna de las moléculas de acidos nucleicos exogenas indicadas
anteriormente.

Realizacién 2: la célula huésped recombinante segun la realizacion 1, en la que la sintasa de éster de cera es capaz
de utilizar acil-ACP como sustrato, adicionalmente en la que la sintasa de éster de cera comprende un polipéptido
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de
SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43 o a un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID n°
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43.

Realizaciéon 3: una célula huésped recombinante manipulada genéticamente para la produccion de ésteres de cera,
en la que la célula huésped recombinante comprende:

Una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, opcionalmente en
la que la acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una secuencia de identidad de por lo menos 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 043, 0 a un
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fragmento funcional del polipéptido codificado por cualquiera de las SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39,41043y

una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol,
opcionalmente en la que la acil-ACP reductasa formadora de alcohol comprende un polipéptido que presenta una
secuencia de identidad de por lo menos 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de SEC ID n° 2, 4, 6, 8
o 10, o a un fragmento funcional del polipéptido codificado por cualquiera de las SEC ID n° 2, 4, 6, 8 0 10,

en la que la célula huésped recombinante no incluye una molécula de acidos nucleicos exdgena codificante de una
acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA tioesterasa y/o una acil-CoA sintetasa, y opcionalmente en la que la célula
huésped recombinante no incluye una molécula de acidos nucleicos exdgena codificante de una acil-ACP
tioesterasa, una molécula de acidos nucleicos exdégena codificante de una acil-CoA tioesterasa y una molécula de
acidos nucleicos exogena codificante de una acil-CoA sintetasa.

Realizaciéon 4: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que se
satisface cualquiera de las condiciones siguientes:

(a) la célula huésped no presenta una secuencia de acidos nucleicos exdgena codificante de una acil-ACP
tioesterasa; la célula huésped no presenta una secuencia de acidos nucleicos exdgena codificante de una acil-
CoA tioesterasa y la célula huésped no presenta una secuencia de acidos nucleicos exdgena codificante de una
acil-CoA sintetasa,

(b) la célula huésped presenta una expresion atenuada o presenta una mutacion que confiere actividad reducida
al enzima codificado en una o mas de entre una secuencia de acidos nucleicos endégena codificante de una
acil-ACP tioesterasa, una secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una acil-CoA tioesterasa y
una secuencia de acidos nucleicos endégena codificante de una acil-CoA sintetasa,

(c) la célula huésped no expresa uno o mas de entre una acil-ACP tioesterasa, un acil-CoA tioesterasa y una
acil-CoA sintetasa,

(d) la célula huésped no expresa ninguna de una acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA tioesterasa y una acil-CoA
sintetasa,

(e) la célula huésped no comprende una secuencia de acidos nucleicos endégena codificante de una acil-ACP
tioesterasa, una secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una acil-CoA tioesterasa o una
secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una acil-CoA sintetasa,

(f) la célula huésped no comprende una secuencia de acidos nucleicos endégena codificante de una acil-ACP
tioesterasa, una secuencia de acidos nucleicos endogena codificante de una acil-CoA tioesterasa y una
secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una acil-CoA sintetasa, Opcionalmente, las condiciones
(a) y (b) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a) y (c) resultan satisfechas. Opcionalmente, las
condiciones (a) y (d) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a) y (€) resultan satisfechas.

Opcionalmente, las condiciones (a) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b) y (c) resultan
satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b) y (d) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b) y (e)
resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones
(c) y (d) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (c) y (e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las
condiciones (c) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (d) y (e) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (d) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (e) y (f) resultan
satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b) y (c) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a),
(b) y (d) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b) y (e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las
condiciones (a), (b) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (c) y (d) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (a), (c) y (e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (c) y (f)
resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (d) y (e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las
condiciones (a), (d) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (e) y (f) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (b), (c) y (d) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b), (c) y (e)
resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b), (¢) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las
condiciones (b), (d) y (e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b), (d) y (f) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (b), (e) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (c), (d) y (e)
resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (c), (d) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las
condiciones (c), (e) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (d), (e) y (f) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (c) y (d) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (c) ¥
(e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (c) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las
condiciones (a), (b), (d) y (e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (d) y (f) resultan
satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (e) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones
(a), (c), (d) y (e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (c), (d) y (f) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (a), (c), (e) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (d), (e) y (f)
resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b), (c), (d) y (e) resultan satisfechas. Opcionalmente, las
condiciones (b), (c), (d) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b), (c), (e) y (f) resultan
satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b), (d), (e) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones
(b), (d), (e) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (c), (d) y (e) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (c), (d) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (c),
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(e) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (d), (e) y (f) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (d), (e) y (f) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b),
(c), (d), (e) y (f) resultan satisfechas.

Realizacién 5: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que se
satisface cualquiera de las condiciones siguientes:

(a) la sintasa de éster de cera y/o la acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en caso de hallarse presentes,
son heterdlogas respecto a la célula huésped recombinante, opcionalmente en las que la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de acidos nucleicos codificante de la acil-
ACP reductasa formadora de alcohol, en caso de hallarse presente, han sido optimizadas para sus codones
para la expresion en la célula huésped.

(b) la secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se integran en el genoma de la célula
huésped recombinante.

(c) la secuencia de &cidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran presentes en uno o mas
vectores en la célula huésped recombinante. Opcionalmente, las condiciones (a) y (b) resultan satisfechas.
Opcionalmente, las condiciones (a) y (c) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b) y (c) resultan
satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b) y (c) resultan satisfechas.

Realizacién 6: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la
secuencia de &cidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de acidos nucleicos
codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en caso de hallarse presentes, se ligan operablemente a
un promotor y/o intensificador, en la que el promotor y/o intensificador pueden opcionalmente ser heterélogos
respecto a la célula huésped y en la que el promotor y/o intensificador pueden opcionalmente ser regulables y
opcionalmente inducibles.

Realizacién 7: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la sintasa
de éster de cera y/o la acil-ACP reductasa formadora de alcohol es de una especie microbiana o procaridtica,
opcionalmente en la que la sintasa de éster de cera y la acil-ACP reductasa o ambas se derivan de una especie de
Marinobacter, Limnobacter, Alcanivorax, Hahella, Gammaproteobacterium o Mycobacterium.

Realizaciéon 8: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones 3 a 7, en la que tanto la
secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una sintasa de éster de cera como la secuencia de acidos
nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran presentes en la
célula huésped y ambas se derivan del mismo género, que opcionalmente puede ser del género Marinobacter o
Hahella.

Realizacién 9: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la célula
huésped recombinante comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa
exdgena formadora de aldehido graso y/o una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa
enddégena formadora de aldehido graso, en las que la secuencia o secuencias de acidos nucleicos pueden ligarse
operablemente a un promotor, en el que el promotor y/o intensificador puede ser heterélogo respecto a la célula
huésped y en las que el promotor y/o intensificador (u opcionalmente, ambos) pueden opcionalmente ser regulables
y opcionalmente inducibles.

Realizacién 10: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la
produccién de acil-ACP se encuentra regulada positivamente en la célula huésped recombinante.

Realizaciéon 11: la célula huésped segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la célula huésped
recombinante expresa o produce por lo menos un polipéptido exdgeno, o sobreexpresa o sobreproduce por lo
menos un polipéptido endégeno, seleccionado de entre una beta-cetoacil sintetasa, una acetil-CoA carboxilasa, una
malonil CoA:ACP transacilasa, una acil-ACP sintetasa, ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, una ficobiliproteina, una
proteina portadora de acilos y un transportador transmembranal.

Realizacién 12: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la célula
huésped recombinante presenta una expresion atenuada de una acil-ACP sintasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa,
acetaldehido-CoA deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa o acetato quinasa.

Realizacion 13: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la célula
huésped recombinante es una célula huésped microbiana, por ejemplo un hongo, levadura, heteroconto, microalga,
cianobacteria o eubacteria.

Realizacion 14: la célula huésped recombinante segun la realizacion 13, en la que la célula huésped recombinante
es una especie de Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida, Yarrowia, Rhodotorula, Rhorosporidum,
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Aspergillus, Pichia, Schizochytrium, Thraustochytriales, Escherichia, Klebsiella, Bacillus, Streptomyces,
Corynebacterium, Pseudomonas, Arthrobacter, Nocardia, Rhodococcus o Gluconobacter.

Realizaciéon 15: la célula huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones 1 a 12, en la que la célula
huésped recombinante es una célula huésped fotosintética, opcionalmente en la que la célula huésped recombinante
es: (a) un microorganismo fotosintético, (b) una cianobacteria, (c) una especie de Agmenellum, Anabaena,
Anabaenopsis, Anacystis, Aphanizomenon, Arthrospira, Asterocapsa, Borzia, Calothrix, Chamaesiphon,
Chlorogloeopsis, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Crinalium, Cyanobium, Cyanocystis, Cyanospira, Cyanothece,
Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Dactylococcopsis, Dermocarpella, Fischerella, Fremyella, Geitleria,
Geitlerinema, Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, Halospirulina, lyengariella, Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya,
Microcoleus, Microcystis, Myxosarcina, Nodularia, Nostoc, Nostochopsis, Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix,
Pleurocapsa, Prochlorococcus, Prochloron, Prochlorothrix, Pseudanabaena, Rivularia, Schizothrix, Scytonema,
Spirulina, Stanieria, Starria, Stigonema, Symploca, Synechococcus, Synechocystis, Thermosynechococcus,
Tolypothrix, Trichodesmium, Tychonema o Xenococcus, (d) una microalga eucaridtica, o (e) una especie de
Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas, Boekelovia, Borodinella, Botryococcus,
Bracteococcus, Chaetoceros, Carteria, Chlamydomonas, Chlorococcum, Chlorogonium, Chlorella, Chroomonas,
Chrysosphaera, Cricosphaera, Crypthecodinium, Cryptomonas, Cyclotella, Dunaliella, Ellipsoidon, Emiliania,
Eremosphaera, Ernodesmius, Euglena, Franceia, Fragilaria, Gloeothamnion, Haematococcus, Halocafeteria,
Hymenomonas, Isochrysis, Lepocinclis, Micractinium, Monoraphidium, Nannochloris, Nannochloropsis, Navicula,
Neochloris, Nephrochloris, Nephroselmis, Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium, Oocystis, Ostreococcus, Pavlova,
Parachlorella, Pascheria, Phaeodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas, Pleurochrysis,, Pleurococcus,
Prototheca, Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pyramimonas, Pyrobotrys, Scenedesmus, Skeletonema, Spyrogyra,
Stichococcus, Tetraselmis, Thalassiosira, Viridiella o Volvox.

Realizacién 16: un método para producir un éster de acido graso, que comprende las etapas de cultivar una célula
huésped recombinante segun cualquiera de las realizaciones anteriores en un medio de cultivo adecuado y permitir
la expresion de la secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una sintasa de éster de cera y, en caso de
hallarse presente, la secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora de
alcohol, en la que los resultados de expresion en la produccién del éster graso.

Realizacion 17: el método segun la realizacién 16, en el que el medio adecuado comprende por lo menos un alcohol
de cadena corta o por lo menos un alcohol graso.

Realizacién 18: el método segun la realizacién 16, en el que la célula huésped recombinante comprende una
secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una sintasa de cera y una secuencia de acidos nucleicos no
nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que el medio adecuado no comprende un
alcohol de cadena corta o un alcohol graso.

Realizacién 19: el método segun la realizacion 18, en el que el éster de cera comprende tanto una cadena A
derivada de un alcohol graso como una cadena B derivada de acil-ACP que presenta longitudes de cadena de C8-
C24, opcionalmente que presenta longitudes de cadena de C12-C18.

Realizacion 20: el método segun cualquiera de las realizaciones 16 a 19, en el que la célula huésped recombinante
es una célula huésped fotosintética, opcionalmente un microorganismo fotosintético, en el que el medio de cultivo
adecuado no incluye una cantidad sustancial de una fuente de carbono reducido, ademas en el que la célula
huésped fotosintética recombinante se expone a la luz durante por lo menos una parte del periodo de cultivo.

Realizacién 21: el microorganismo o método segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que la célula
huésped recombinante produce un nivel incrementado de un éster de acido graso respecto a una célula huésped de
control que no presenta la secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera o produce un
nivel incrementado del éster de cera respecto a una célula huésped de control que no presenta la secuencia de
acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y la secuencia codificante de la acil-ACP reductasa, en
caso de hallarse presente, en la que la célula huésped recombinante opcionalmente produce por lo menos 50% o
100% mas del éster de cera que la célula huésped de control y en la que la célula huésped recombinante
opcionalmente produce por lo menos 1, 2, 5 0 10 mg/l de un éster de cera.

Realizacion 22: el método segun cualquiera de las realizaciones 16 a 21, en el que por lo menos una parte del éster
de acido graso o éster de cera producido es secretado por la célula huésped.

Realizacién 23: el método segun cualquiera de las realizaciones 16 a 22, que comprende ademas la etapa de aislar
el éster de acido graso o éster de cera producido.

Realizacién 24: una composicién que comprende un éster de cera aislado segun el método segun la realizacion 23,

en la que el éster de cera comprende tanto una cadena A derivada de un alcohol graso como una cadena B derivada
de acil-ACP que presenta longitudes de cadena de C8-C24 u opcionalmente C12-C18.
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Realizacién 25: un sistema que lleva a cabo el método segun cualquiera de las realizaciones 16 a 24.

Con el fin de que la presente invencion se entienda mejor, se proporcionan los ejemplos siguientes. Los presentes
ejemplos se proporcionan uUnicamente con fines ilustrativos y no deben interpretarse en modo alguno como
limitativas del alcance de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Constructos para la expresion de acil-ACP reductasas formadoras de alcohol en Synechocystis sp. PCC
6803

Las moléculas de acidos nucleicos con una secuencia de Maqu_2220 de codones optimizados (SEC ID n° 11), una
secuencia de un gen de Marinobacter aquaeolei codificante de una reductasa que es conocido que utiliza acil-CoA
como sustrato, Maqu_2507 (SEC ID n° 12) o la secuencia del gen Hch_05075 de tipo salvaje (SEC ID n°® 3) fueron
sintetizadas quimicamente mediante DNA 2.0 (Menlo Park, CA). El gen Maqu_2220 (de tipo salvaje (SEC ID n° 1)y
las versiones de codones optimizados (SEC ID n° 11), el gen de reductasa Maqu_2507 (SEC ID n°® 12) y el gen
Hch_05075 (SEC ID n° 3) se clonaron individualmente en el vector de integracion pSGE05141 "RS1" (fig. 12). Los
genes se clonaron sin la adicién de un promotor entre "RS1-up" (SEC ID n° 14) y "RS1-down" (SEC ID n° 15)
secuencias de ADN gendmico de Synechocystis. La region de ‘aterrizaje’ RS1 del genoma de Synechocystis, que
comprende las secuencias 2298515 a 2300500 (secuencia gendmica numero de acceso AP012205.1;
Gl:339272262) y utilizada para la recombinacion homéloga incluye el gen sIr0338 de la familia de oxidorreductasas
(de unién a NAD pliegue Rossman; nimero de acceso de proteina de NCBI BAA10046; gi:1001423) y es proxima a
sIr0168 (marco de lectura abierto hipotético; numero de acceso de proteina de NCBI BAA10047; gi:1001424). La
secuencia "RS1-up" incluye aproximadamente 830 nucledtidos de secuencia cadena arriba del gen sIr0338, asi
como aproximadamente 158 nucledtidos del extremo 5’ del gen sIr0338. La clonacion de un gen cadena abajo de
dicha secuencia (tal como se ilustra en la fig. 12) puede permitir que secuencias de expresion génica de la
secuencia gendémica "RS1-up" medien en la transcripcion del transgén de reductasa.

Con el fin de introducir los genes Maqu_2220 de tipo salvaje y de codones optimizados del gen Maqu_2507 y el gen
Hch_05075 de H. chejuensis en cianobacterias, se cultivaron células Synechocystis sp. PCC 6803 se cultivaron en
medio BG-11 hasta una DO (730 nm) de aproximadamente 0,7 a 0,9. Aproximadamente 10 ml del cultivo se
peletizaron a aproximadamente 2.000 g durante 15 minutos y después se resuspendio el pellet celular en 1 ml de
medio BG-11 fresco. Se transformé una alicuota de 300 pl de células con aproximadamente 100 ng de vector de
integracion. Las células se incubaron bajo luz (80 YE) durante aproximadamente 6 horas y después se extendieron
sobre filtros Minipore y se aplicaron en placas de agar BG-11 que no contenian antibiéticos. Las placas se incubaron
a aproximadamente 30°C bajo aproximadamente 80 UE de luz durante aproximadamente 24 horas. A continuacion,
se transfirieron los filtros a placas de agar al 1,5% BG-11 fresco con 20 pug/ml de canamicina y se cultivaron durante
7 dias. Se recolectaron las colonias de Synechocystis sp. PCC 6803 y se aplicaron sobre placas de agar nuevas.

Tabla 2: Medio BG-11 ATCC 616 para cianobacterias

NaNO3 1,59
KoHPO4 0,04 g
MgSO, *7H,0 0,075 g
CaCl, *2H,0 0,036 g
Acido citrico 6,0 mg
Citrato de amonio férrico 6,0 mg
EDTA 1,0 mg
NE\QCOa 0,02 g
Mezcla de metales traza A5” 1,0 ml

Agar (en caso necesario)

(hasta) 10,0 g

Agua destilada

1,01

Mezcla de metales traza A5 H3BO3 2,86 ¢g
MnCl, * 4H,0 1,819
ZnS0O4 * 7TH,0 0,22g
NazMoO4 * 2H,0 0,39¢g
CuSOQq4 * 5H,0 0,080 g
CO(N03)2 * 6H20 49,4mg
Agua destilada hasta 1,0 |

Ejemplo 2: produccién de alcohol graso por cepas de Synechocystis sp. PCC 6803 que expresan acil-ACP
reductasas formadoras de alcohol

Los cultivos de Synechocystis sp. PCC 6803 transformados por el gen Maqu_2220 de tipo salvaje, el gen
Maqu_2220 de codones optimizados o el gen Maqu_2507 se cultivaron para someter a ensayo la produccion de
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alcohol graso. Se inocularon tres zonas de colonias diferentes de cada clon en 20 ml de viales de centelleo de vidrio
que contenian 10 ml de medio liquido BG-11 con 50 ug/ml de canamicina. El medio BG-11, que no incluye una
cantidad sustancial de una fuente de carbono reducido, permite el crecimiento fotoautrotréfico de Synechocystis. Se
taparon los cultivos con cinta de material filtrante. Los viales de centelleo se incubaron a aproximadamente 30°C con
CO, ambiente aproximadamente 5% y se agité continuamente a aproximadamente 200 rpm bajo aproximadamente
70 YE de luz durante 7 dias. A continuacion, se peletizaron 5 ml de cada cultivo a aproximadamente 5.000 rpm y se
resuspendieron en 0,4 ml de agua, después se extrajeron con un sistema de solventes de hexano/acido sulfurico
para extraer lipidos neutros.

Ejemplo 3: cromatografia de gases de Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa una acil-ACP reductasa formadora
de alcohol

Las cepas de Synechocystis sp. PCC 6803 cultivadas tal como anteriormente se analizaron mediante cromatografia
de gases para la produccion de alcohol graso.

Un dispensador de inéculo y un tubo de centrifuga de 2,0 ml se utilizaron para afiadir 0,5 ml de perlas de vidrio
lavadas con acido de 212 a 300 ym a las muestras. A continuacion, se afiadieron 50 ul de H>SO4 al 50% y 100 pl de
NaCl 5 M. Las muestras se introdujeron en el modelo 2010 del aparato SPEX GenoGrinder para la rotura de las
perlas durante 5 min a 1.000 rpm con el fin de lisar las células. Tras la rotura de las perlas, se afadieron 2 ml de
hexanos, se taparon los viales y se rompieron las perlas repetidamente durante 5 min a 1.000 rpm. A continuacion,
las muestras se agitaron con vértex en un agitador vértex multitubo durante 30 min a 1.000 rpm y después durante
30 s a 2.500 rpm. A continuacidn, las muestras se centrifugaron durante 4 min a 2.000 rpm. Se transfirieron 0,5 ml
de la capa de hexanos (superior) a un vial de CG de 2,0 ml y se afiadieron 50 ul de estandar interno (1 mg/ml de 1-
pentadecanol en CH2Cl) hasta una concentracion final de estdndares internos de 100 pg/ml. A continuacion, los
viales se agitaron con vortex y se analizaron mediante CG/EM-SCAN/SIM. Las condiciones de la tanda de CG
fueron las siguientes: Hy 1,4 ml/min con una temperatura de horno de 100°C durante 0,5 min, después se
incrementd a razén de 20°C/min hasta 270°C y se mantuvo durante 1 min. El tiempo de espera del solvente se fijo
en 4,3 min. Se llevd a cabo una inyeccién de 1 yl en una entrada a 280°C utilizando una division 3:1 y que contenia
un Unico revestimiento de cuello de cisne desactivado con lana de vidrio. La columna de CG era un Agilent HP-5MS,
30 m x 0,25 mm x 0,25 ym. El rango de barrido del espectrometro de masas se fijé para m/z 35 a 275, los iones SIM
monitorizados fueron 55,0 y 41,0 y se utilizé un tiempo de toma de muestras de 10 ms. Se cuantificaron los analitos
mediante una curva de calibracion de 5 puntos entre 2 y 200 pg/ml. La fig. 13A muestra un registro de CG del
extracto de Synechocystis transformado con el gen de acil-CoA reductasa Maqu_2507, que no mostraba picos de
alcohol graso, y la fig. 13B muestra un registro de CG de un transformante que expresa el gen Maqu_2220 de
codones optimizados (SEC ID n° 11), que muestra picos para los alcoholes grasos C16 y C18.

La fig. 14 muestra que la expresion del ADN de Maqu_2220 de tanto tipo salvaje (aislados 5074) como de codones
optimizados (aislados 5075) en Synechocystis, que no presenta acil-CoA, resulté en la produccién de alcoholes C16
y C18. En contraste, la expresion de ADN de Maqu_2507 (aislados 5076) no resultd en ninguna produccién
detectable de alcohol, demostrando que la reductasa Maqu_2507 de control (SEC ID n° 13) no producia niveles
detectables de alcoholes grasos en un cultivo de 7 dias de Synechocystis, una especie que no produce acil-CoA.

Ejemplo 4: produccién de alcohol graso en cepas de Synechocystis sp. PCC 6803 que expresan acil-ACP reductasa
formadora de alcohol

Se cultivaron células de Synechocystis sp. PCC 6803 que comprendia el gen Hch_05075 en 25 ml de medio BG-11
en matraces de vidrio de 125 ml, agitando bajo aproximadamente 80 UE de luz en presencia de 1% de CO;, durante
diez dias. Se peletiz6 el cultivo entero y se resuspendié en 0,4 ml de agua y después se extrajo con un sistema de
solventes hexano/acido sulfurico para extraer los lipidos neutros. A modo de control, se cultivd la cepa
Synechocystis sp. PCC 6803 que no presentaba un constructo de gen de reductasa y se extrajo mediante el mismo
método.

La fig. 15 demuestra la producciéon de alcohol graso por Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa el gen de
reductasa Hch_05075 ("Hahella FAR", SEC ID n° 3) sin produccién de alcohol graso detectado en la cepa huésped
no transformada ("Wt 6803").

Ejemplo 5: produccion de éster de cera en Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa una acil-ACP_reductasa
formadora de alcohol y una acil-ACP sintasa de éster de cera

Con el fin de medir la produccién de éster de cera independiente de acil-CoA en una célula huésped fotosintética
que expresaba una acil-ACP reductasa formadora de alcohol graso y una acil-ACP sintasa de éster de cera, se
transformé Synechocystis sp. PCC 6803 con un vector que presentaba secuencias para: (1) Maqu_2220 y WS1 (la
secuencia de acidos nucleicos del constructo de dos genes se proporciona como SEC ID n° 46) y (2) Maqu_2220 y
aciltransferasa de Petunia x hybrida ("Petunia WS", GenBank n° de acceso AAZ9058051.1; la secuencia de acidos
nucleicos del constructo de dos genes se proporciona como SEC ID n°® 47). Se ha demostrado que Petunia WS
produce ésteres de cera en Synechocystis manipulada para expresar una acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA
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sintetasa y una reductasa formadora de alcohol ademas de la Petunia WS, tal como se muestra en la solicitud
provisional de patente estadounidense de titularidad compartida n° 61/539.640, presentada el 27 de septiembre de
2011, titulada "Fatty Alcohol Forming Acyl-ACP Reductases". La fig. 16 proporciona un mapa del vector de dos
genes en el que WS1 es el gen de sintasa de éster de cera. Se situd un sitio de unién ribosémica desde el promotor
trcE (SEC ID n° 48) en el lado 5’ del gen de acil-ACP reductasa y en el lado 5’ del gen de sintasa de éster de cera en
cada uno de los constructos (etiquetados como ‘rbs’ en la fig. 16). Tal como en el Ejemplo 1, se cloné el operdn de
dos genes en el vector sin un promotor; la secuencia genémica en la que se inserta el operén probablemente incluye
un promotor responsable de la expresion del operdn. La region de aterrizaje utilizada para la recombinacion
homdloga era la region "RS1" del genoma de Synechocystis que incluia los genes sIr0338 de la familia de
oxidorreductasa (pliegue de Rossman de unién a NAD) y slr0168 (marco de lectura abierta hipotético).

El ADNg de Maqu_2220 se amplificé por PCR a partir de una cepa de tipo salvaje de Marinobacter aislada a partir
de un estanque de pesca en Pacific Aquafarms situado al norte de Salton Sea en California del Sur. Las sintasas de
éster de cera y Maqu_2220 se sintetizaron y se clonaron quimicamente en los vectores mediante DNA 2.0. Las
transformaciones se llevaron a cabo en células de Synechocystis sp. PCC 6803 cultivadas en medio BG-11 hasta
una DO (730 nm) de aproximadamente 0,7 a 0,9. Se peletizaron cultivos de aproximadamente 10 ml de
Synechocystis sp. PCC 6803 a aproximadamente 2.000 g durante aproximadamente 15 minutos. El pellet celular
resultante se resuspendié en aproximadamente 1 ml de medio BG-11 fresco. A continuacion, se transformé una
alicuota de 300 pl de las células con aproximadamente 100 ng de vector de integracion.

Las células transformadas se incubaron bajo luz (~80 pE) durante aproximadamente seis horas. A continuacion, se
extendieron las células sobre filtros Minipore y se aplicaron sobre placas de agar BG11 que no contenia antibioticos.
Las placas se incubaron a aproximadamente 30°C bajo aproximadamente 80 pE de luz durante aproximadamente
24 horas. Seguidamente los filtros se transfirieron a placas de agar BG11 frescas con aproximadamente 10 ug/ml de
canamicina y se cultivaron durante aproximadamente 7 dias.

Se recolectaron colonias de Synechocystis sp. PCC 6803 (cultivadas sobre placas de agar al 1,5% BG-11 que
contenian aproximadamente 10 ug/ml de canamicina) y se inocularon en viales de centelleo de vidrio de 4 ml que
contenian aproximadamente 1,5 ml de medio liquido BG-11 con aproximadamente 10 upg/ml de canamicina,
respectivamente. A modo de control se utilizaron Synechocystis sp. PCC 6803 ("6803 wt") no transformadas. Los
cultivos se taparon con cinta de material filtrante para permitir la respiraciéon. Los viales de centelleo se cultivaron
con aproximadamente 5% de CO; a aproximadamente 30°C y se agitaron continuamente a aproximadamente 200
rpm bajo aproximadamente 80 PE de luz durante 7 dias. Durante el curso del periodo de cultivo, se redujo el
volumen de los cultivos a aproximadamente 1 ml mediante evaporacion.

Al final del periodo de cultivo, los cultivos se peletizaron a aproximadamente 2.000 rpm, se decant6 el medio de
cultivo y se afiadieron nuevamente 0,4 ml de agua al tubo. A continuacion, se agitdé con vortex el tubo y la mezcla se
afnadioé a un vial de vidrio de 4 ml utilizando una pipeta de vidrio. A dicho vial se afiadieron 0,5 ml de perlas de vidrio
lavadas con acido de 212 a 300 pm, 50 pl de H2SO4 al 50% y 100 pl de NaCl 5 M. Se taparon los viales y las células
se lisaron utilizando un molinillo de perlas (modelo 2010 de SPEX GenoGrinder). Se afiadieron 2 ml adicionales de
hexanos y se repitié la molienda de perlas, seguido de la agitacion con vortex de las muestras en un agitador de
vortex multitubo durante 30 min a 1.000 rpm y después durante 30 s a 2.500 rpm. A continuacion, las muestras se
centrifugaron durante 4 min a 2.000 rpm. Se transfirieron 0,5 ml de la capa de hexanos (superior) a un vial de CG de
2,0 ml y se afadieron 50 pl de estandar interno (1 mg/ml de 6-cetocolestanol en tolueno) hasta una concentracion
final de estandar interno de 100 ug/ml. A continuacion, los viales se agitaron con voértex y se analizaron mediante
HPLC-ELSD (por sus siglas en inglés, cromatografia liquida de alto rendimiento-detector evaporativo de dispersion
de la luz). Se utilizé un HPLC Agilant serie 1200 dotado de una bomba binaria y una columna ES Industries
Chromegasphere SI-60 de 150 mm x 4,6 mm, de 10 um de poro con el sistema de solventes siguiente: eluyente A:
hexanos; eluyente B: hexanos/isopropanol/acetato de etilo/acido formico al 10% en isopropanol en una proporcion
80:10:10:1. Se utilizé una inyeccion de 20 pl; se fijo el caudal en 2 ml/min; el compartimiento de la columna se fijé en
40°C y se inici6 el gradiente de solvente en 98% de eluyente A, 2% de eluyente B y se fue incrementando hasta 2%
de eluyente A, 98% de eluyente B durante una tanda de 9 minutos. Se fijo el ELSD a 30°C, 3,5 bar de N y se utilizé
una ganancia de 5. Se cuantificaron los analitos mediante una curva de calibracién de 8 puntos entre 1,5 y 100
ug/mil.

Tal como se muestra en la fig. 17, la expresion de WS1 con Maqu_2220 resulté en la produccién de alcohol graso y
ésteres de cera ("5175 (WS1)"). en contraste, la expresion de Petunia WS con Maqu_2220 resulté en la produccion
de alcohol graso pero no de ésteres de cera ("5174 (Petunia WS)"). La cepa huésped no transformada no mostrd
produccién de alcohol graso o de ésteres de cera ("6803 ctrl neg"). Debido a que Synechocystis sp. PCC 6803 no
produce acil-CoA, dichos datos demuestran que la sintasa de éster de cera WS1 de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, pero no sintasa de éster de cera de Petunia, utiliza acil-ACP como sustrato de acil-tioéster en
la reaccion de condensacion con alcohol graso para formar ésteres de cera.
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<110> ExxonMobil Research and Engineering Company

<120> ACIL-ACP SINTASAS DE ESTER DE CERA

<130> 2012EM040 / 16244-000013/US

<160> 48

<170> Patentln version 3.5

<210>1
<211> 1542
<212> ADN

<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 1
tcaggcagct

ggcatagcga
gcgggecatce
cagcteateg
cgactgggtg
gagcacacgg
cgeeeggtta
agcgtaattg
attgcecgceccce
cgccagggaa
ggagcegtttg
tgecacctte
cgaaggacgc
cagccacttg
caggtccace
tttatectga
cacggectag
gacatagcag
aatattccga
cacgcttgea
ctgecctate
cagaaaggeqg

ggcaatttet

tttttgcget
ttgagcccgg
accgggaaca
tteceggaaga
gtatccagat
tcecgtcaggg
accgcocagaa
gettttgatt
ccgcectgcaac
aggatgatgg
cccgggaaga
accecccteaa
agaatggtca
gtaaaggtgt
agcttoctet
agcaggcegaa
cotgeegget
gtggagacct
aggcacaggg
goggagttga
ccgaaaccey
tcaaatceet

tocaggaaac

ggcgcgeggt
ccaggtgaat
gcecctttate
tataateocgg
tcctgageat
agagcggtaa
acggettget
cecgecatgag
attgatagat
agttggecac
gggtgacttt
tecageegygg
gegtgegece
aggtatcget
ccageacttt
caagctette
tgatcaccga
gcaggaccge
tgttgatgge
tcaccgeate
cttoggtceac
ctgaategge

gggaacgagc

tttcagactg
cttgcgcagg
gacctcaccec
cgeggtgtag
tttcaggtcec
gcgaacacca
gggctgecgg
atgatcgatg
gcgacgtcga
caggteocact
ttecegtgeyg
cgetggttec
gtttaacgece
ccagecatag
goeggaataa
tatctecatag
tteggttace
aagcttcgga
cagegecttg
cagttoggtyg
ctcacecggte
ctegegaaga

atccggatge

tacacctttc
tagagctccc
atccggttceg
aaaccaaaaa
cgggaatttc
ctgatcacca
tagaacaggt
aactcaccca
ccgggttcte
ggaatcacat
taagccagga
tccagggeac
ttcatcagca
cggttggett
cgggoectgaa
aagccgtecyg
tgecccgagt
ttcaaatecca
tegagectett
gcgagtttge
acgcagtgaa
cggtcaaaca

egtttattge
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agtcaatcag
ccagcgccat
tggttgecag
ccagtaattt
aatcaaacaqg
gatecgtagge
gggagattgg
caagagcttc
cgatgatace
tgatggeatce
tttegataat
actgttegec
cecgaatece
cgtettcaat
gggaacgcgg
toatgecatt
ccatgecegge
cacggaaatt
gatagtectte
tgagetette
ccgaggaggt

coeggateag
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tgatgatgaa gtgtcagcgt gatgtacctg ctgtattgce at

<210> 2

<211> 513

<212> PRT
<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 2
Met Ala Ile Gln

1

Leu

Phe

Ile

Ala

65

Arg

Arg

Gly

Asn

Ala

145

Asn

Met

Gly

Leu

Gly

50

Arg

Leu

Ile

Gln

Ser

130

Ile

Pro

Asn

Gln

Gly

35

Ala

Ser

Arg

His

Glu

115

Ala

Asn

Lys

Ser

Leu

20

Lys

Ile

Arg

Glu

Cys

100

Asp

Ala

Thr

Leu

Gly
180

Gln

5

Arg

Val

Tyr

Phe

Ala

85

Val

Tyr

Ser

Leu

Ala

165

Gln

Val

Gly

Val

Leu

Leu

70

Asp

Thr

Val

Cys

150

val

Val

His

Lys

Leu

Leu

55

Glu

Ser

Gly

Lys

Asn

135

Leu

Leu

Thr

His

Arg

Glu

40

Ile

Glu

Glu

Glu

Leu

120

Phe

Arg

Gln

Glu

Ala

val

25

Arg

Arg

Ile

Gly

val

105

Ala

Arg

Asn

val

Ser
185

Asp

10

Leu

Leu

Gly

Ala

Phe

20

Thr

Thr

Glu

Ile

Ser

170

Vval

Thr

Ile

Ile

Asn

Thr

75

Asp

Glu

Glu

Glu

Ala

155

Thr

Ile

Ser

Thr

Arg

Lys

60

Ser

aAla

aAla

Leu

Leu

140

Gly

Cys

Lys

54

Ser

Gly

Ala

45

Arg

Ser

Phe

Gly

Asp

125

Asp

Met

Tyr

Pro

Ser

Thr

30

Val

His

val

Leu

Phe

110

Ala

Lys

val

val

Ala
190

Lys

15

Thr

Pro

Pro

Phe

Glu

95

Gly

val

Ala

Asp

Asn

175

Gly

Val

Gly

Asp

Asp

Asp

Glu

Ile

Ile

Leu

Leu

160

Gly

Glu

14490

1500

1542



Ala

Arg

Lys

225

Arg

Gln

Pro

Glu

Lys

305

Pro

Leu

Gly

Ser

Ser

385

Ser

Leu

Gln

val

Leu

210

val

Tyr

Leu

Ser

Gly

290

val

val

Gly

Asn

Lys

370

Lys

Gly

Gly

Ser

Pro

195

Leu

Leu

Gly

Leu

Ile

275

Val

Thr

Asp

Glu

Pro

355

Ala

Pro

val

Asn

Leu
435

Arg

Gln

Glu

Trp

Met

260

Ile

Lys

Leu

Leu

Pro

340

Ile

Asn

Phe

Arg

Ser

420

Ala

Ser

Asp

Arg

Ser

245

Lys

Glu

val

Phe

Vval

325

Gly

Ser

Tyr

Leu

Leu

405

Arg

Thr

Pro

Lys

Lys

230

Asp

Ala

Ser

Ala

Pro

310

Ala

Arg

Leu

Ala

Ala

350

Pro

Asp

Ile

Asp

Ile

215

Leu

Thr

Leu

Ala

Asp

295

Gly

Asn

Arg

Gly

Ala

375

val

Leu

Leu

Phe

Gly

200

Glu

Val

Tyr

Asn

Leu

280

Ala

Lys

Ser

Arg

Glu

360

Tyr

Asn

Ser

Lys

Gly
440

Phe

Asp

Asp

Thr

Gly

265

Glu

Ile

Arg

Ile

Ile

345

Phe

Asp

Arg

Leu

Met

425

Phe
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Tyr

Val

Leu

Phe

250

Arg

Glu

Ile

Ser

Ile

330

Iyr

Ile

His

Ala

Thr

410

Leu

Iyr

Glu

Gln

Gly

235

Thr

Thr

Pro

Leu

Gly

315

Leu

Gln

Asp

Leu

Leu

395

Asp

Arg

Thr

Ile

Ala

220

Ile

Lys

Leu

Ala

Ala

300

Ile

Ser

Cys

His

Phe

380

Phe

Arg

Asn

Ala

55

Glu

205

Arg

Arg

Trp

Thr

Pro

285

Tyr

Ile

Leau

Cys

Leu

365

Tyr

Asp

val

Leu

Pro
445

Glu

Tyr

Glu

Leu

Ile

270

Gly

Ala

Asp

Ala

Ser

350

Met

Arg

Leu

Leu

Asp

430

Asp

Leu

Ser

Ala

Gly

255

Leu

Trp

Arg

Val

Glu

335

Gly

Ala

Gln

val

Lys

415

Thr

Tyr

val

Gly

Asn

240

Glu

Arg

Ile

Glu

Ile

320

Ala

Gly

Glu

Pro

Ile

400

Leu

Thr

Ile



Phe
450

Asp
465

Tyr

Glu

Ala

<210>3
<211> 1518
<212> ADN

Arg Asn Asp

Lys Gly Leu

Leu Arg Lys

Arg Lys Val

Glu Leu Met Ala Leu

455

Phe Pro val Asp Ala

470

485

500

<213> Hahella chejuensis

<400> 3
ttacgcagcg

cagcgcgtac
catacccgea
ctgcagacgg
cagtttcate
gctctgecaga
cacggegecyg
cgtetgataa
tggattaacc
ttecegtggeg
cgeattette
atccgccact
aatggaaggt
gceccatcecat
acccaggtcg
ctctacatce
acgctcaatg

gecgttgacyg

cggctgcgag
ttgttcagac
ttcacgggga
cggttgectga
gtagttteeca
cgggaactce
ggaatcatta
ttgtgcteeg
tcgectgetge
ctcaggatga
ttgccgggaa
ttcacccccet
cgcaggatgg
ttagtgaagg
ataagatcct
tgcagcaaac
cgttctaceg

tagcaggtgg

Ile His Leu Ala Gly

Tyr Ser Leu Lys Thr
505

gttttgectge
ccgccacgtg
attcgetctg
aggtatagct
tgttgetcag
atttcagecat
caaagggett
cetettgetyg
aacactggta
tgctgttgge
acaaagacac
caatccagcc
tecagggtttt
tataggtatc
tttcectget
gegcaatcag
cogggetgac

atacctgcac
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Ala Asn

Leu
475

Arg

Leu Asn

490

Ala

aggcgggttc
aacttcccge
gtcatattce
gggagaggta
cttgegeceg
gtggaaactg
ctteggettyg
cacatgcecea
gatgcgatgg
caccaggtec
cttttetctyg
cggcgecggt
gccatacage
gttccaacca
atgatcatcc
cggctceaact
gattteatet

gacagggcag

Arg

Arg Met Gly Glu

460

Ile Asp Trp Glu

Arg Tyr Ala Leu

Gln Arg Lys
510

atcttcacca
aagtagtgcg
ccaagacqggyg
tagaaggaaa
gaagccttac
atcgccatca
cggtagaaca
atgacttcce
gcgeeggaat
geeggaatga
gcegtaagega
cccagcageg
tcetteatea
tacttattgg
gcegeagegyg
tcatagtage
tcocatcacte

tecgecgege

56

val

Leu
480

Lys
495

Lys Ala

ctttcggccg
cccagtcata
tggatagctc
acaccttgga
ggccaaacaa
acgcgtgaaa
gtttgtegtyg
gaatcctgat
ccagcagcgce
tatcaatgac
ggatgatege
tactttcaac
gcaactgcte
cttetttgat
cggacacttg
cgegttetga
cotgattgaa

gocgegacag
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ttcaatgata
gaaattgacg
gtccttctee
ggtttcgcac
tgaggtcgeg
tatcagcaaa
cttgeoegacy

cgtaagtgat

<210>4
<211> 505
<212> PRT

tttttaagge
ctggeggety
gacaggccaa
aactcctcga
atctcattct
taaatcttec
aatcceogteg

tgcetteat

<213> Hahella chejuensis

<400> 4

Met Lys Gln Ser

1

Ile Thr

Leu Arg

35

Ser
50

Asn

Thr
65

Ser

Glu Glu

Glu Pro

Asp Ile

Ala Leu

130

Ile
145

Glu

Gly

Ser

Lys

Ser

Leu

Leu

Asp

115

Asp

Leu

Leau

Thr
20

Thr
Val Pro
Asn Pro
Ile Phe
Glu

Cys

Phe
100

Gly
Val Ile
Gln

Ala

Ser Arg

Thr

Gly

Thr

Thr

Asp

70

Thr

Leu

Ile

Leu

Arg

acagggtatt
aattgataat
acagaggctc
aacgacttcc
ggaaccgctt

caattgtecgg

tceccegtaat

Leu Thr

Phe Val

Ile Gly

40

Ala
55

Arg
Thr Leu
Arg Ile
Glu

Ser

Ser
120

Asn

Thr
135

Ile

Ala Ala

150

Ala

Gly

25

Lys

Lys

Lys

His

Lys

105

Ala

Asn

Asp
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gatggtgaga
aacgtegata
cgtcacctct
ctgcgatgecc
tcgegetgta
cacgctgege

cagtacattc

Phe
10

Lys Val

Ile

Arg

Ala

75

Cys Val

90

Asp

Ala

Thr

Cys
155

Ala

Tyr

Phe

Ser

Phe

Ser

Leu

Pro

gcctgatcca
tetgeggeca
ccggtcacgc
ttgagagtat
gggttctttg
agcagcttet

ttattagcaa

Asn Lys

Val Leu

30

Leu
45

Leu

Gln
60

Asn
Gln Gly
Thr

Gly

Thr Asp

Asn

Glu

Ile

Glu

Ser

Glu

Leu

gcgettegeg
ggteoggtaaa
agtggatgcg
cgaaaataga
aattaccccg
ccagtaccac

aagcagttaa

val
15

Leu
Lys Leu
Arg Gly
Ile

Ala

Phe
80

Arg

Val Thr

95

Ala Ala

110

Val Asn

125

Cys Leu

140

val val

57

Phe

Lys

Gln

Arg Glu

Asn Ile

val Ser

160

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1518



Thr

Val

Glu

Ser

Leu

225

Phe

Lys

Gly

Ile

Asn

305

Ile

Tyr

Tle

Lys

Ala

385

Ser

Cys

Ser

val

Ala

210

Gly

Thr

Thr

Pro

Leu

290

Ala

Leu

Gln

Gly

Leu

370

Val

Ser

Tyr

Pro

Glu

195

ala

Ile

Lys

Leu

Ala

275

Ala

val

Ser

Cys

His

355

Phe

Phe

Arg

Val

Ala

180

Dro

Ala

Lys

Trp

Thr

260

Pro

Tyxr

Ile

Ala

Cys

340

val

Tyr

His

Leu

Asn

165

Gly

Leu

ala

Glu

Met

245

Ile

Gly

Ala

Asp

Thr

325

Ser

Gln

Arg

Ala

Gln
405

Gly

Glu

Ile

Asp

Ala

230

Gly

Leu

Trp

Arg

Ile

310

Glu

Ser

Gln

Lys

Leu

3%0

Ser

Phe

Arg

Ala

Asp

215

Asn

Glu

Arg

Ile

Glu

295

Ile

Ala

Glu

Glu

Pre

375

Met

Leu

Asn

Ile

Arg

200

His

Lys

Gln

Pro

Glu

280

Lys

Pro

Leu

Val

Ala

360

Lys

Ala

Fhe

Gln

Glu

185

Leu

Ser

Tyr

Leu

Ser

265

Gly

val

Ala

Leu

Asn

345

Glu

Lys

Ile

Gly
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Gly

170

Arg

Leu

Arg

Gly

Leu

250

Ile

Val

Ser

Asp

Asp

330

Pro

His

Pro

Ser

Arg
410

Val

Ser

Gln

Glu

Trp

235

Met

Val

Lys

Leu

Leu

315

Ser

Ile

Asn

Phe

FPhe

395

Lys

Met

Glu

Asp

Lys

220

Asn

Lys

Glu

Val

Phe

300

val

Gly

Arg

Tyr

Val

380

His

Ala

58

Glu

Arg

Val

205

Asp

Asp

Glu

Ser

Ala

285

Pro

Ala

Ala

Ile

Gln

365

Met

Met

Ser

Glu

Gly

190

Glu

Leu

Thr

Leu

Thr

270

Asp

Gly

Asn

His

Arg

350

Thr

Ile

Leu

Gly

Glu

175

Tyr

Gln

Ile

Tyr

Tyr

255

Leu

Ala

Lys

Ser

Arg

335

Glu

His

Pro

Lys

Arg
415

Ile

Tyr

Val

Asp

Thr

24Q

Gly

Leu

Ile

Lys

Ile

320

Ile

Val

Asp

Gly

Trp

400

Lys



Leu Ser

Thr

Tyr

Thr
450

Ser

Gly
465

Met

Leu Asn

Ala Ala

<210>5
<211> 1539
<212> ADN

Asn

Ser

435

Arg

Tyr

Lys

Lys

Met
420

Glu
Pro Ser
Leu

Gly

Asp Trp

Thr

Tyr

Glu

Ala

Thr Met

Thr Phe

440

Tyr
455

Asp

His Tyr

470

Ala
485

Tyr

Pro
500

Arg

<213> Marinobacter algicola

<400> 5

atggcaacac
ggtaaacacg
ttgattcgea
catcctgecag
ctteggeacg
accggcgaag
gggcaggtcg
aaggegetga
agoegcecatgg
atcacggagt
tatgaaatcg
tactcecggeca
tacggctgga
geecttteeg
gageccttege

gcecogtgaga

agcagcaaca
tgctgatcac
cggtgccgga
cacgggaacqg
atgacaacga
tgacagagtc
atgcgtttat
agattaacac
cggttatecca
cegtecatcaa
aagagcttgt
aagtacttga
gtgacaccta
ggcegttcact
caggatggat

aggtctecet

Leu

Ser

Arg Pro

Arg Ala

aaacggagcg
cggcaccacc
tattggeggg
attcctecaac
ggcgtttgaa
gegttteggg
aaattcecgea
cetgtgectg
ggtgtccace
gecggegygge
gcatttgetg
aaaaaagctg
cacgtttacc
tacgattgtt
tgaaggtgtg

gttcoecagge

Lys

425

Ser

Gln

Leu

Lys
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Leu Ser

Ser Glu

Arg Glu
475

val val
490

Ala
505

tcagcgtceg
gggtttettg
atccatcttc
gagatcgcca
accttteottyg
ctcacgeegg
gecagtgtga
gagaacgttyg
tgetacgtea
gagtetatte
caggacaaaa
gtggacctgg
aaatggctgg
cgecettoca
aaggtggcag

aagcegtageg

Asn Arg

val Phe

430

Lys

Leu
445

Arg

Phe
450

Pro Val

Val His Vval

Lys Met

gtgttcttga
gtaaggtggt
ttatccgtgg
gttetteegt
aggaacgegt
agcggttecg
actteccggga
ccgetetgge
atggcaagaa
cacagcoageac
ttteegacgt
ggattcgaga
gtgagcaact
tcattgaaag
acgccattat

gecattatega

59

Gln

Asn

Ser Phe

Glu Leu

Asn Ala

Ala Gly

480

Pro Pro

495

gcaactacgt
actggaaaaa
taacaaaagqg
gttcgaacge
tcactgeate
tgcacttgee
ggaactcgac
ggagctecaat
ttecggecag
cgacggetac
gaaagcccga
ggccaacaac
cctgatgaaa
tgcactggaa
ccttgectat

tgtgatceceg

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

800

960



gtggacctgg
cagcgecgaa
attgactacc
cgacggecca
ggcatgegeg
gagctcaagg
tacacggcac
ggtgaactgyg
ttgtgcaaga

agcctgecggg

<210>6
<211> 512
<212> PRT

tggccaacag
tctatcaatg
tgatggcecga
cgaaaccgtt
tgeegttgte
ttctcaaaaa
cggattacat
accgtgtcct
tcocacectggyg

cagecgacac

<213> Marinobacter algicola

<400> 6

Met Ala Thr Gln

1

Glu Gln

Leu Gly Lys

35

Gly Gly Ile

Arg Glu

Leu Arg His

Val His Cys

Pro Glu

115

Ala
130

Ser

Leu

Arg

Ala

5

Arg
20

Gly
Val val
His Leu
Phe Leu
Asp

Asp

Ile
100

Thr
Phe

Arg

Ser val

Gln Gln

Lys

Leu

Leu

Asn

Asn

Gly

Ala

Asn

tatcatcttg
ctgcagtgge
agccaagacc
tgtggeggte
gattgetgge
cctcgatacc
cttccgtaac
gtteceggtg
aggtctcaac

ccgcaaaaaa

Gln Asn

His Val

Glu Lys

40

Ile
85

Arg
Glu Ile
Glu Ala
Glu

vVal

Ala
120

Leu

Phe
135

Arg
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tcecetggeag
ggttctaate
aactatgcag
aatcgcaage
aaggcaatga
acgcgttcac
gattcgectga
gatgogegte
cgctacgete

goeogeoctga

Ala
10

Gly Ser

Leu Ile Thr

25

Leu Ile Arg

Gly Asn Lys

Ala Ser

75

Ser

Phe Glu

30

Thr

Thr
105

Glu Ser

Gly Gln val

Glu Glu Leu

aagcccttte
cgattteoget
cgtatgacca
tgtttgatgt
ggetggetgg
tggccaccat
tggccectgge
agattgactg

tgaaggageg

Ala Ser

Gly Thr

30

Thr Val

45

Arg His

Ser Val
Phe

Leu

Arg Phe

Gly

Thr

Pro

Pro

Phe

Glu

Gly

cgggtcaggg
gggcaagtte
gttgttectac
tgtggttgge
ccagaacegt
ctttggttte
ttcgegeatg
gcagctgtac

aaaactgtac

val
15

Leu
Gly Phe
Asp Ile
Ala Ala
Glu

Arg

Glu
95

Arg

Leu Thr

110

Ala
125

Asp

Asp
140

Lys

60

Phe

Ala

Ile Asn

Leu Lys

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1539



Ile

145

Ser

Asn

Ile

Leu

val

225

Tyr

Leu

Ser

Gly

val

305

val

Ser

Asn

Lys

Lys

Asn

Ala

Ser

Pro

Leu

210

Leu

Gly

Leu

Ile

val

230

Ser

Asp

Gly

Pro

Thr

370

Pro

Thr

Met

Gly

Arg

195

Gln

Glu

Trp

Met

Ile

275

Lys

Leu

Leu

Ser

Ile

355

Asn

Phe

Leu

Ala

Gln

180

Ser

Asp

Lys

Ser

Lys

260

Glu

val

Phe

val

Gly

340

Ser

Tyr

Val

Cys

val

165

Ile

Thr

Lys

Lys

Asp

245

Ala

Ser

Ala

Pro

Ala

325

Gln

Leu

Ala

Ala

Leu

150

Ile

Thr

Asp

Ile

Leu

230

Thr

Leu

Ala

Asp

Gly

310

Asn

Arg

Gly

Ala

val

Glu

Gln

Glu

Gly

Ser

215

val

Tyr

Ser

Leu

Ala

295

Lys

Ser

Arg

Lys

Tyr

375

Asn

Asn

val

Ser

Tyr

200

Asp

Asp

Thr

Gly

Glu

280

Ile

Arg

Ile

Ile

Phe

360

Asp

Arg
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Val

Ser

val

185

Tyr

Val

Leu

Fhe

Arg

265

Glu

Ile

Ser

Ile

Tyr

345

Ile

Gln

Lys

Ala

Thr

170

Ile

Glu

Lys

Gly

Thr

250

Ser

Pro

Leu

Gly

Leu

330

Gln

Asp

Leu

Leu

Ala

155

Cys

Lys

Ile

Ala

Ile

235

Lys

Leu

Ser

Ala

Ile

315

Ser

Cys

Tyr

Phe

Phe

Leu

Tyr

Pro

Glu

Arg

220

Arg

Trp

Thr

Pro

Tyr

300

Ile

Leu

Cys

Leu

Tyr

380

Asp

61

Ala

val

Ala

Glu

205

Tyr

Glu

Leu

Ile

Gly

285

Ala

Asp

Ala

Ser

Met

365

Arg

Val

Glu

Asn

Gly

190

Leu

Ser

Ala

Gly

Val

270

Trp

Arg

Val

Glu

Gly

350

Ala

Arg

Val

Leu

Gly

175

Glu

val

Gly

Asn

Glu

255

Arg

Ile

Glu

Ile

Ala

335

Gly

Glu

Pro

Val

Asn

160

Lys

Ser

His

Lys

Asn

240

Gln

Pro

Glu

Lys

Pro

320

Leu

Ser

Ala

Thr

Gly



385

Gly Met

Gly Gln
Leu

Ser

Asn
450

Arg

Arg Val

465

Leu Cys

Arg Lys

<210>7
<211> 1536
<212> ADN

Arg

Asn

Ala

435

Asp

Leu

Lys

Leu

380

Val Pro

405

Arg Glu

420

Thr Ile

Leu

Ser

Phe Pro

Leu

Leu

Phe

Met

Val

Ser Tle

Val

Lys

Phe
440

Gly

Ala
455

Leu

Asp Ala

470

Ile His

485

Tyr Ser

500

Leu

Leu

Gly Gly

Arg Ala

<213> Marinobacter adhaerens

<400> 7

atggcaacac
aagcacgttc
attogegeeg
ceegatgege
cgoccaggacg
ggggaagtga
ggcatecgatg
goegecttgeea
tcgetggoegg
acggagaccg
gagatcgaag
teeggeaagg

ggctggageg

agcagctgaa
tgattaccgg
tteceggacat
gggatcgttt
ataacgaggc
ccogagoecttt
tggttgtcaa
tcaatacccg
tgctgcaggt
tgatcaagce
aacttgtccg
cactggaaaa

atacctatac

tccegatgea
caccacgggc
aggcggeatt
ttttgaggag
ttttgaaacc
gtttggtctg
ctoogoagec
ttgcoctegac
ttccacctge
ggcaggtgag
gctgctggag
gaagetggtg

ctttaccaaa

Ala

Leu

425

Tyr

Ala

Arg

Leu

Ala
505

ES 2678 647 T3

395

Gly
410

Lys

Lys Asn

Thr Ala

Ser Arg

Gln Ile

475

Asn
490

Arg

Asp Thr

tcatcaaaag
tttcteggea
catctgetga
atcegecacygt
ttcattgaag
toecgetgace
agtgtgaact
aacgtggccg
tatgtaaacg
gccataccec
gacaagatag
gaccttggea

tggeteggty

Ala Met

Leu Asp

430

Pro Asp

445

Met
460

Gly

Asp Trp

Tyr Ala

Lys
510

tacttgagecg
aggtggttct
tecgtggaaa
cgtcagtett
atcgtgtgeca
gtttcocgeaa
tcecgggaaga
agcttgegeg
gcatgaattc
ggagcactga
cggacgtgeg
teegtgaage

agcaactect

62

Arg

Thr

Tyr

Glu

Gln

Leu

Lys

400

Leu Ala

415

Thr Arg

Ile Phe

Leu Asp

Leu Tyr

480

Lys Glu

495

Ala aAla

gctececgggge
ggaaaagctc
caaacgtcac
cgategtetyg
ttgegtaace
getggetgge
gottgataaa
acagaacaag
cggacagatc
aggttactat
ttccecgetac
caaccattat

gotcaaggee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ctgtceggge
ccegegeocag
cgecgagaagg
gatctggtgg
cacceggattt
gaccaccteoa
cagccgacca
gtgcgeatte
ttgaaagtgc
accgcgccag
gagctggaca
cgcaagatce

ctgegetetg

<210>8
<211> 511
<212> PRT

gggcactgac
gctggattga
tecacgetett
ccaatgccat
accagtgttg
tggeggaate
aaccctteoat
cactgagcat
tccggaatct
actatatctt
aggtgctgtt
acctggcagg

ccaaggcceg

cattgtgecge
aggtgtgaag
ccctggcaaa
catcctggeg
cagtggcage
caaagccaac
tgcagtcaac
taccgggaag
ggacacgaca
ccggaatgat
cccggtagat
cctgaacega

aaaaaaggca

<213> Marinobacter adhaerens

<400> 8
Met Ala
1

Arg Leu

Gly Lys

35

Ile
50

Gly
Asp Arg
Arg Gln
His

Cys

Asp Arg

Thr

Arg

Val

His

Phe

Asp

Val

Phe

Gln Gln

Gly
29

Lys
Val Leu
Leu

Leu

Phe Glu

Leu

His

Glu

Ile

Glu

Asn Pro

Val

Leu

Leu
490

Lys

Arg
55

Gly

Ile Ala

70

Asn
85

Asp

Thr
100

Gly

Arg Lys

Glu

Glu

Leu

Ala Phe

Thr

Val

Ala Gly

Asp

Ile

25

Ile

Asn

Thr

Glu

Glu

105

Gly
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ccatccatta
gtggcggatyg
cgegetggeg
gcggctgaag
tecaacccgg
ttegocgaat
cgceggetgt
gttttgegea
cgctcgetgg
gatctgectygg
gccegccaga
tacgccctea

gegtga

Ala
10

Thr

Arg

Lys

Ser

75

Thr
90

Phe

Pro

Ile

Ser

Gly

Ala

Arg

Ser

Leu

Asp

ttgaaagtgc
ccattatcct
tcatcgatgt
ccegttgetga
tttetetegg
acgatcagcet
tcgatgeegt
tgctgggeca
cgaccatttt
ccctggecate
ttgactggtc

aggagegcaa

Ser

Thr
30

Val
45

His

60

val

Ile

Phe

Lys Val

Thr Gly

Pro Asp

Pro Asp

Phe Asp

Glu Asp

Gly Leu

actcgaggaa
tgcgtatgec
tatteceegtg
ttegecacgt
gcagtttatt
gttctacega
cgtaggeggg
aaatcgogag
cggtttctac
gaggatgggt
ggtctatctg

ggtatacagce

Leu Glu

15

Phe Leu

Ile Gly
Ala

Arg

Leu
80

aArg

Arg val

35

Ser Ala

110

Val val

63

val

Asn Ser

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1536



Ala

Asn

145

Ser

Ser

Pro

Leu

Leu

225

Gly

Leu

Ile

val

Thr

305

Asp

Asp

Pro

Ala

130

Thr

Leu

Gly

Arg

Glu

210

Glu

Trp

Leu

Ile

Lys

230

Leun

Leu

Ser

Val

115

Ser

Arg

Ala

Gln

Ser

135

Asp

Lys

Ser

Lys

Glu

275

val

Phe

Val

Pro

Ser
355

Vval

Cys

val

Ile

180

Thr

Lys

Lys

Asp

Ala

260

Ser

Ala

Pro

Ala

Arg

340

Leu

Asn

Leu

Leu

165

Thr

Glu

Ile

Leu

Thr

245

Leu

Ala

Asp

Gly

Asn

325

His

Gly

Phe

Asp

150

Gln

Glu

Gly

Ala

val

230

Tyr

Ser

Leu

Ala

Lys

31¢

Ala

Arg

Gln

Arg

135

Asn

val

Thr

Tyr

Asp

215

Asp

Thr

Gly

Glu

Ile

295

Arg

Ile

Ile

Phe

120

Glu

Val

Ser

val

Tyr

200

Val

Leu

Phe

Arg

Glu

280

Ile

Ala

Ile

Tyr

Ile
360
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Glu

Ala

Thr

Ile

185

Glu

Arg

Gly

Thr

Ala

265

Pro

Leu

Gly

Leu

Gln

345

Asp

Leu

Glu

Cys

170

Lys

Ile

Ser

Ile

Lys

250

Leu

aAla

Ala

val

Ala

330

Cys

His

Asp

Leu

155

Tyr

Pro

Glu

Arg

Arg

235

Trp

Thr

Prc

Tyr

Ile

315

Ala

Cys

Leu

Lys

140

Ala

val

Ala

Glu

Tyr

220

Glu

Leu

Ile

Gly

Ala

300

Asp

Ala

Ser

Met

64

125

Ala

Arg

Asn

Gly

Leu

205

Ser

Ala

Gly

Val

285

Arg

val

Glu

Gly

Ala
365

Leu

Gln

Gly

Glu

130

val

Gly

Asn

Glu

Arg

270

Ile

Glu

Ile

Ala

Ser

350

Glu

Ala

Asn

Met

175

Ala

Arg

Lys

His

Gln

255

Pro

Glu

Lys

Pro

Val

335

Ser

Ser

Ile

Lys

160

Asn

Ile

Leu

Ala

Tyr

240

Leu

Ser

Gly

val

val

320

Ala

Asn

Lys



Ala Asn

370

Pro Phe

385

Val Arg

Gln Asn

Leu Ala

Asn Asp

450

val
465

Leu

Arg Lys

Lys Val

<210>9
<211> 1545
<212> ADN

Phe

Ile

Ile

Arg

Thr

435

Asp

Phe

Ile

Tyr

Ala Glu

Ala val

Tyr

Asn

Asp Gln

375

Arg Arg

390

Leu
405

Pro

Glu
420

Leu

Ile

Phe

Leu

Leu

Pro Val

Ser

Lys

Gly

Ala

Asp

Ile Thr

val Leu

Phe Tyr

440

Leu Ala

455

Ala Arg

470

Leu
485

His

Ser Leu

500

Ala

Arg

Gly Leu

Ser Ala

<213> Oceanobacter sp. RED65

<400> 9
atgagtcagt

acgggtgtga
cagctagcac
caacacgata
tttgaagaat
tttgatttge
tccgetgeoca
tgtttaaaca
cagatatcta

ggtccagcaa

tttaaacgag

attctgeatt
caggtttttt
aaatccacat
tcctcecggete
gggtgcaatc
ctagtgetga
gtgttaattt
atatcattgec
catgttatgt
gcggactgat

tacatagcea

ttcagtgtct
aggcaaagct
tttggtgcge
cagtattttt
aaaaatcaat
atttgegggt
ccgcgaaaac
gttagcgecag
aaacggttte
cccacagttg

gatagagcag

Leu

Leu

Gly

Arg

425

Thr

Ser

Gln

Asn

Lys
505

ES 2678 647 T3

Phe Tyr

Phe Asp

395

Lys Val

410

Asn Leu

Ala Pro

Arg Met

Ile Asp

475

Arg
490

Tyr

Ala Arg

cagtctctea
attttagaaa
ggtggcaaag
gagcgcctga
ctggtggaag
ttggccaatce
cttgagaaag
tacaatgtgg
aataaaggtc
tctcaggatt

gtcaaaaage

Arg Gln

380

Ala val

Leu Arg

Asp Thr

430

Asp Tyr

445

Gly Glu

460

Trp Ser

Ala Len

Lys Lys

510

aaggtaagca
agctcttgta
tttcagccaa
aagagcagca
gtgaattgac
aactggactt
cgctcaacat
ccgctcaaac
aaatcaatga
gttatgacat

gcaaaacaga

65

Pro

val

Met

Thr

Ile

Leu

val

Lys

Ala

Thr Lys

Gly Gly

400

Leu
415

Gly
Arg Ser
Phe Arg
Asp

Lys

Leu
480

Tyr

Glu
495

Arg

Ala

catcttttia
cagtgtacecg
aaagcgtttt
tggcgagcac
acaacccatg
aattattaac
caacaccttg
gccggtgatg
agaagtggtt
cgattcggtt

catagaacaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



caagaacaag
acctatacat
agtttaacta
tgggtcgagyg
tctattttce
aatgcggecag
atttatcagt
attcaaaacg
caagaagcct
gctatcactt
catatgttaa
cctaattate
gaacagcgcet
gtacacatgg

catgtgaaaa

<210> 10
<211> 514
<212> PRT

cactgattaa
tcacaaagtg
ttttgegtee
gegtgaaagt
caggtcgtga
ccttgtcage
getgtagegg
tggcgcaage
tcaaaacggt
gggcaaaaac
aagcgaaaac
gttttagtag
tatacgatat
atggactaca

agcgtaageg

attaggcata
gttaggtgag
gagtattatc
agcggatgeg
tgaaggcatc
ggcgcaatta
tagtcgecaat
tcgetatcag
ttccccaaaa
gattatcgga
cacggcgtca
tcagaaactt
tcgegecegat
caaatacgecc

cgaaaccatc

<213> Oceanobacter sp. RED65

<400> 10
Met Ser
1

His Ile

Glu Lys

Val Arg

50

Leu
65

Gly

Phe Glu

Gln

Phe

Leu

Gly

Ser

Glu

Tyr Ser Al

Leu Thr Gl

20

Leu Tyr Se

Gly Lys

Ser Tle

70

Val
85

Trp Gl

val

Phe

a Phe Ser

y Val Thr

r Val Pro

40

Ser Ala

55

Glu Arg

n Ser Lys
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aagaccagec
cagctactca
gagagtgctg
ttgatttacg
cttgacgtca
atggaatcta
cccataaagt
gagtggccaa
cgtttcaaat
cgagtgtteg
ctggcgaata
gaacagttag
cactttgatt
ctagcggaca

aggcaagcgqg

Val Ser Gln

10

Gly Phe Leu

25

Gln Leu Ala

Lys Lys Arg

Glu
75

Leu Lys

Ile Asn Leu

90

agcattttgg
ttcaaaaact
tacgtgaacc
cttacgececaa
ttcctgtgga
atcagcagac
tgaaggagtt
aattgttege
tgtatatgag
gttcecaacge
tttttggttt
tcaagcagtt
ggaaatatta
ggcaggaact

cgtaa

Ser Leu

Gly Lys

30

Gln Ile

45

Phe
&0

Gln
Gln

His

Val Glu

66

Lys

Ala

His

His

Gly

Gly

ttggaacgat
gggtaagcag
tgcgecegggt
gggtegtgtt
tttggtggct
ggggtatcge
tattcgocat
agataagecca
tggcttcacg
tgcgtcgeag
ttataccgce
cgacaccaca
tttgcaagag

gaagcccaag

Gly
15

Lys

Ile Leu

Ile Leu

Asp Ile

Glu His

80

Glu
95

Leu

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1545



Thr

Asn

Glu

Ile

145

Gln

Glu

Asp

Glu

Leu

225

Thr

Leu

Ala

Asp

Gly

305

Asn

Thr

Gln

Gln

Asn

130

Ile

Ile

Glu

Cys

Gln

210

Ile

Tyr

Gly

val

Ala

290

Arg

Ala

Gly

Pro

Leu

115

Leu

Ala

Ser

val

Tyr

195

Val

Lys

Thr

Lys

Arg

275

Len

Asp

Ala

Tyr

Met

100

Asp

Glu

Leu

Thr

val

180

Asp

Lys

Leu

Phe

Gln

260

Glu

Tle

Glu

Ala

Arg
340

FPhe

Leu

Lys

&la

Cys

165

Gly

Ile

Lys

Gly

Thr

245

Ser

Pro

Tyr

Gly

Leu

325

Ile

Asp

Ile

Ala

Gln

150

Tyr

Pro

Asp

Arg

Ile

230

Lys

Leu

Ala

Ala

Ile

310

Ser

Tyr

Leu

Ile

Leu

135

Tyr

val

Ala

Ser

Lys

215

Lys

Trp

Thr

Pro

Tyr

295

Leu

Ala

Gln

Pro

Asn

120

Asn

Asn

Asn

Ser

Val

200

Thxr

Thr

Leu

Ile

Gly

280

Ala

Asp

Ala

Cys

Ser

105

Ser

Ile

val

Gly

Gly

185

Phe

Asp

Ser

Gly

Leu

265

Trp

Lys

Val

Gln

Cys
345
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Ala

Ala

Asn

Ala

Fhe

170

Leu

Lys

Ile

Gln

Glu

250

Arg

Val

Gly

Ile

Leu

330

Ser

Glu

Ala

Thr

Ala

155

Asn

Ile

Arg

Glu

His

235

Gln

Pro

Glu

Arg

Pro

315

Met

Gly

Phe

Ser

Leu

140

Gln

Lys

Pro

Val

Gln

220

Phe

Leu

Ser

Gly

val

300

Val

Glu

Ser

67

Ala

Val

125

Cys

Thr

Gly

Gln

His

205

Gln

Gly

Leu

Ile

Val

285

Sar

Asp

Ser

Arg

Gly

110

Asn

Leu

Pro

Gln

Leu

130

Ser

Glu

Trp

Ile

Ile

270

Lys

Ile

Leu

Asn

Asn
350

Leu

Phe

Asn

val

Ile

175

Ser

Gln

Gln

Asn

Gln

255

Glu

Val

Phe

val

Gln

335

Pro

Ala

Arg

Asn

Met

160

Asn

Gln

Ile

Ala

Asp

240

Lys

Ser

Ala

Pro

Ala

320

Gln

Ile



Lys Leu

Lys

Glu Phe

355

Gln
370

Tyr

Lys Thr

385

Ala Ile

Ala

Ala

Asn Ile

Glu

Val

Thr

Ser

Fhe

Trp Pro

Ser Pro

Ile

Lys

Lys

His
360

Arg

Leu Phe

375

Arg Phe

380

Ala
405

Trp

Gln
420

His

Gly Phe

435

Leu
450

Lys

TYE
465

Asp

Val His

Leu Lys

Ala Ala

<210> 11
<211> 1542
<212> ADN

Glu

Ile

Met

Pro

Gln Leu

Arg Ala

Lys

Met

Tyr

val

Asp

Thr Tle

Leu Lys

Thr Ala

440

Lys Gln

455

His Phe

470

Asp Gly

485

Lys His

500

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Val

His Lys

Lys Lys

Ile

Ala

Lys

Ile

Ala

425

Pro

Phe

Asp

Tyr

Arg
505
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Gln

Asp Lys

Leu
395

Gly
410

Lys

Asn

Asp

Trp Lys

475

Ala
490

Lys

<223> Reductasa Maqu_2220, codones optimizados

<400> 11
atggcgattc

cgggggaagce
cgtttaatcc
cgtcaccceg

cgcttgeggg

aacaagttca
gggtcctgat
gggecgtgee
atgecgcgaag

aggccogacag

tcatgcegac
cacagggace
cgatattggg
ccgattecta

tgaaggattt

acgtocagta
acceggattet
gcgatttatc
gaagaaatceg

gacgeogttet

Asn

Tyr

Arg

Thr

Tyr

Thr

Leu

Arg

Val Ala

365

Pro Gln

380

Met Ser

Val Phe

Thr Ala

430

Phe
445

Thr
460

Glu

Tyr Tyr

Ala Asp

Glu Thr

510

gcaaagtgtt
taggcaaagt
tattaattcg
cgacctecte

tggaggageg

68

Gln

Glu

Gly

Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

Arg

Ile

Ala Arg

Ala Phe

Phe Thr

400

Ser Asn

415

Leu Ala

Ser Gln

Arg Leu

Gln Glu

480

Gln
495

Glu

Arg Gln

gggccagctg
tgtgetagaa
tggtaataaa
cgtattcgat

gattecactge

60

120

180

240

300



gtaactggtg
gcaaccgaat
gataaagcet
aatccgaagt
caagtecacgg
ttttatgaga
cgatactctg
cggtatggtt
aaagctttga
gaggagccag
tacgceccgeg
ccagtegatt
ggtegtegte
tttattgate
tatcggcaac
agtggegtge
cgtgatttaa
ttttatactg
atgggagaag
tatctgegea

tattcectea

<210>12
<211> 1986
<212> ADN

aagtgaccga
tggatgcegt
tggccatcaa
tagcagttct
agtccgtgat
tcgaagaact
ggaaggttet
ggagtgatac
atggcecgecac
ccccecggttg
agaaggtaac
tggtcgetaa
gtatttacca
atttgatggce
catccaaace
gettgeecet
aaatgctgcg
cgcctgatta
tggataaggg
aaattcatct

aaaccogeteg

agcgggattt
gattaatagec
caccttatgt
ccaagtctce
caaacceget
cgtacgecta
ggaacgcaaa
atatacgttt
tttgactatc
gattgaaggt
cttatttect
tagcattatt
gtgcetgttet
cgaaagtaaa
ctttategec
aagtctaaca
caacttagat
tatttttege
gttgtteceg
ggcaggectyg

acaacgtaag

<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 12
atgaattatt

ttggegegeg
cggctoeggg
accagcaaaa
cacgtattec
accaatateg

ttccatecatg

tcctgacagg
geggeacegt
agcgctgggyg
accttggtat
atcttgeoege
aaggcaccag

tgtcatceat

cggcaccggt
gtatgttetg
tgcagacgac
tgacgcgaaa
ggtctacgac
ggeggetgtt

cgeggcageg
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gggatcggec

gcagcectctyg
ctgegtaaca
acctgttacg
ggggaagctyg
ttgcaggaca
ctggtggact
actaaatggt
ttacggcceca
gttaaagteg
gggaagcgga
ctatctttag
ggeggtggta
gctaattacg
gtaaaccoggy
gaccgtgtge
accacccaaa
aacgatgaat
gttgacgcec
aatcgttatg

aaagetgett

tttatcggtc
gttecgegage
aagcaagtga
acgctgaaat
atgggcgcag
caggccgeeg

ggtetgttca

aggaagatta
ttaatttecg
ttgecaggcat
ttaacgggat
tgecegeggte
aaatcgaaga
tgggtateceg
tgggcgaaca
gtattatcga
cggatgectat
gtggtattat
ctgaggecett
atcccattte
ccgectacga
cgttatttga
tgaaactget
gcectcgecac
taatggccct
gactcattga
cactcaagga

aa

gttttctggt
agteccagga
aggctgtgat
cactgaaagg
acgaagaagc
aagccatggyg

agggtatctt

69

ccggaaatta
cgaagagttg
ggtggaccta
gaattccggg
cectgatgge
tgtacaagcc
agaagccaac
gttactaatg
aagtgctctg
tattttgget
tgacgtcatt
aggagaacct
ceteggegag
ccatttgttt
toetagtgatt
cggtaattet
catttttggt
cgccaatcgg
ttgggaactg

acgcaaggtt

tgagaaactc
caagctggag
cggegaccte
aaatatcgac
ccaggeccgcec
cgccaagcat

ccgggaggat

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1542

60

120

180

240

300

360

420



atgttcgaag
aaagttgtgce
ggccatteogg
attcagaaga
cggetgaaca
gaaggcgaag
atcetcaata
cggatgtteg
aagcgecatta
attaattacc
attgaggtgc
ctggaccegyg
gtggtcaccg
ggtgccattc
ctggaggcca
tgecgaccgeot
aacgcgggtc
gagcggacca
gccatgetgg
aacgctceoge
tgtgcegetg
gtgaaaacge
gatgaageog
cagtettggeg
atgaacactg
gaaaagcoga

tggtaa

<210> 13
<211> 661
<212> PRT

aagccgagaa
gtgaagaatg
aaaccggcga
teoogtecatge
ttgtgecggt
atggcaactyg
ttttetgega
gttttattec
ctggtgeget
cgacccgttt
cgcgtetgee
acctgttcaa
gogocgaccte
tggtcattgg
agggtggcaa
ttgtgaagac
gctccatceg
tgcagctgaa
agcgtcegecg
gtttetegge
cagaatggte
cgatgatege
ccocagatggt
tgttegegea
gcetaceggat

aagtctctac

gcttgatcat
caaggttccg
aatggacaag
gttgoccecag
ggatttegtg
tttecatetg
ggcoggecat
geegtttatt
tetggatgac
tgatacccgg
gtcctatgce
ggacogeace
gggtattgge
tgcgcgeacce
cgtgcatgcg
ggtgctggat
ccgetecgetg
ctactttgge
cgggcacgtg
ctatgtetec
ggatcgcaac
goccaccaag
ggcggatgeg
ggttctgeat
gttoceggat

cgageaggty

<213> Marinobacter aquaeolei
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ccttacetge
ttecgeatet
gttgacggge
tgggtaccca
gtegatgeac
gtggacteeg
gaccoaagea
cgccagagcea
atgggcattce
gagctggage
ccggttatet
cteaagggca
ctggcaacgg
aaggaaactc
taccagtgcg
aatcacggece
gcgttgtctt
tcegttegge
gtgaatattt
tocgaaateoeg
gtgaccttea
atctacgatt
attgtgtace
gegetggeac
tetecageag

goctttgegyg

gcaccaagca
accgecctgg
cctattactt
ccatoggtat
tggatcacat
atcegtataa
tgggtatgeg
tcaagaatct
cgcccteggt
gggttctgaa
gggactactg
cggttgaagg
cagagaagct
tggatgaagt
acttttcgga
acgtggatgt
ttgaccggtt
tgatcatggg
ctteocategg
cactggacge
ccaccatcaa
ccgtgecgac
ggcccaageg
cgaagatggg
cegetggeag

cgattatgeg

70

cgaatccgaa
tatggtcatt
cttcaagatyg
tgaaggtgge
tgcccatetg
ggtaggtgag
categattee
gcctecggte
gatgtcctte
gggcacagac
ggagcgcaat
taaggtttge
ggcagaggcc
ggcggccagt
catggacgac
actggtgaat
ccacgatttt
ctttgecgeca
ggtacttacc
gttcageege
catgoogttyg
gctgacgeeg
cattgocace
tgagatcatt
caagtcegge

ggggatatac

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

1986



<400> 13

Met

1

Val

Glu

Asp

Leu

65

His

Ala

Ala

aAla

aAla

145

Lys

Gly

Gly

Pro

val

225

Glu

Asn

Glu

Gln

Asp

Gly

val

Gln

Glu

Ala

130

Glu

Val

Met

Pro

Gln

210

Fro

Gly

Tyr

Lys

Ser

35

Lys

Ile

Phe

Ala

Ala

115

Gly

Lys

Val

Val

Tyr

195

Trp

val

Glu

Phe

Leu

20

Gln

Gln

Asp

Hig

Ala

100

Met

Leu

Leu

Arg

Ile

180

Tyr

Val

Asp

Asp

Leu

Leu

Asp

val

Ala

Leu

85

Thr

Gly

Phe

Asp

Glu

165

Gly

Phe

Pro

FPhe

Gly
245

Thr

Ala

Lys

Lys

Lys

70

Ala

Asn

Ala

Lys

His

150

Glu

His

Phe

Thr

val

230

Asn

Gly

Arg

Leu

Ala

Thr

Ala

Ile

Lys

Gly

135

Pro

Cys

Ser

Lys

Ile

215

val

Cys

Gly

Gly

Glu

40

val

Leu

Val

Glu

His

120

Ile

Tyr

Lys

Glu

Met

200

Gly

Asp

Phe

Thr

Gly

25

Arg

Ile

Lys

Tyr

Gly

105

Phe

Phe

Leu

val

Thr

185

Ile

Ile

Ala

His
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Gly

10

Thr

Leu

Gly

Ser

Asp

a0

Thr

His

Arg

Arg

Pro

170

Gly

Gln

Glu

Leu

Leu
250

Phe

Val

Arg

Asp

Leu

15

Met

Arg

His

Glu

Thr

155

Phe

Glu

Lys

Gly

Asp

235

val

Ile

Tyr

Glu

Leu

Lys

Gly

Ala

Val

Asp

140

Lys

Arg

Met

Tle

Gly

220

His

Asp

71

Gly

Val

Arg

45

Thr

Gly

Ala

Ala

Ser

125

Met

His

Ile

Asp

Arg

205

Arg

Ile

Ser

Arg

Leu

30

Trp

Ser

Asn

Asp

Val

110

Ser

Phe

Glu

Tyr

Lys

130

His

Leu

Ala

Asp

Phe

15

Val

Gly

Lys

Ile

Glu

95

Gln

Ile

Glu

Ser

Arg

175

Val

Ala

Asn

His

Pro
255

Leu

Arg

Ala

Asn

Asp

80

Glu

Ala

Ala

Glu

Glu

160

Pro

Asp

Leu

Ile

Leu

240

Tyr



Lys

Arg

Phe

Gly

305

Ile

Lys

Ile

Arg

aAla

385

Gly

Val

Cys

Leu

Ser

465

Glu

Gly

val

Met

Ile

290

Ala

Asn

Gly

Trp

Thr

370

Thr

Ala

Ala

Asp

Asp

450

Ile

Arg

Fhe

Gly

Gly

275

Arg

Leu

Tyr

Thr

Asp

355

Leu

Ser

Ile

Ala

Phe

435

Asn

Arg

Thr

Ala

Glu

260

Met

Gln

Leu

Pro

Asp

340

Tyr

Lys

Gly

Leu

Ser

420

Ser

His

Arg

Met

Pro
500

Ile

Arg

Ser

Asp

Thr

325

Ile

Trp

Gly

Ile

val

405

Leu

Asp

Gly

Ser

Gln

485

Ala

Leu

Ile

Ile

Asp

310

Arg

Glu

Glu

Thr

Gly

320

Ile

Glu

Met

His

Leu

470

Leu

Met

Asn

Asp

Lys

295

Met

Phe

val

Arg

Val

375

Len

Gly

Ala

Asp

val

455

Ala

Asn

Leu

Ile

Ser

280

Asn

Gly

Asp

Pro

Asn

360

Glu

Ala

Ala

Lys

Asp

440

Asp

Leu

Tyr

Glu

Phe

265

Arg

Leu

Ile

Thr

Arg

345

Leu

Gly

Thr

Arg

Gly

425

Cys

Val

Ser

Phe

Arg
505
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Cys

Met

Pro

Pro

Arg

330

Leu

Asp

Lys

Ala

Thr

410

Gly

Asp

Leu

Phe

Gly

490

Arg

Glu

Phe

Pro

Pro

315

Glu

Pro

Pro

Val

Glu

395

Lys

Asn

Arg

Val

Asp

475

Ser

Arg

Ala

Gly

val

300

Ser

Leu

Ser

Asp

Cys

380

Lys

Glu

Val

Phe

Asn

460

Arg

val

Gly

72

Gly

Phe

285

Lys

val

Glu

Tyr

Leu

365

Val

Leau

Thr

His

Val

445

Asn

Phe

Arg

His

His

270

Ile

Arg

Met

Arg

Ala

350

Phe

Val

Ala

Leu

Ala

430

Lys

Ala

His

Leu

val
510

Ala

Pro

Ile

Ser

val

335

Pro

Lys

Thz

Glu

Asp

415

Tyr

Thr

Gly

Asp

Ile

495

val

Pro

Pro

Thr

Phe

320

Leu

val

Asp

Gly

Ala

400

Glu

Gln

Val

Arg

Phe

480

Met

Asn



Ile Ser

Vval Ser

530

Glu
545

Trp
Val Lys
Thr Leu
Tyr

Arg

His
610

Leu

Tyr
625

Arg

Glu Lys

Arg Gly

<210> 14
<211> 989
<212> ADN

Ser

515

Ser

Ser

Thr

Thr

Pro

595

Ala

Met

Pro

Ile

Ile Gly

Ser

Lys

Asp Arg

vVal

Ala

Asn

Thr
520

Leu

Leu
535

Asp

Val Thr

550

Met
565

Pro

Pro
580

Asp
Lys Arg
Ala

Leu

Phe Pro

Ile

Glu

Ile

Pro

Asp

Ala Pro

Ala

Ala

Thr
600

Ala

Lys Met

€15

Ser Pro

630

Val
645

Lys

Tyr
660

Trp

Ser

Thr Glu

<213> Synechocystis PCC6803

<400> 14
attgctgaag

gggcacattg
gagttattgg
tccgtggtat
gaagtggtta
gtcacegecta
acccatcgta

tttetecaata

cggaatccet
aacgcttcaa
cgatcgaagc
tggatttgat
aactgtccge
cgttaggett
aaattcgttc

acgaaatttt

ggttaatgce
cocggeattt
ccatcgcatg
gatccatgac
cagtggcagt
cteccocteocegge
catcgocogec

gatocateage

Asn

Ala

Phe

Thr

Gln

585

Arg

Gly

Ala

Gln
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Ala Pro

Phe Ser

Thr Thr

555

Lys Ile

570

Met Vval

Leu Gly

Glu Ile

Ala Ala

635

Val
650

Ala

gecegecgatyg
ttagagetaa
agtccctatt
attgacctgt
cgggcttctg
attgtggceca
cactgcaaaa

caaaccaceg

Phe
525

Arg

Arg
540

Cys

Ile Asn Met

Tyr Asp Ser

Ala Asp

590

Val Phe

605

Ala

Ile
620

Met

Gly Ser Lys

Phe Ala

ccaattgeat
ccaaaattct
cccagcgggce
tgctggaatt
ggtcaggata
ccctecacege
atteccctcac

ctgattggay

73

Ser

Ala

Ala

Asn

Ala

Ala Tyr

Ala

Ala

Leu
560

Pro

val
575

Pro

Ile Val

Gln val

Thr Gly

Ser Gly

640

Ile
655

Met

tecteccaagtg
caaaacggaa
caatgatgtc
ggtgggttcg
tttggattat
cagtaaggtc
cgaagcggat

cgeggactat

60

120

180

240

300

360

420

480
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ggccaggtat
cctctecacg
gtggggggag
ctggacagtc
gccctecagtg
ataactttgt
cgategectg
ccteaacacce

agccaactat

<210> 15
<211> 989
<212> ADN

tgtategcea
ctgaattaga
aacaggccct
aggaatggca
cgagtgttta
gaaatattac
ttggeoctace
agtattctge

ggctttgatg

ggatggtcta
acattttatt
caaggcectg
tgggggggaa
aatcaactta
tgttgaatta
togocgocga
tcagcagtga

gttatatgg

<213> Synechocystis PCC6803

<400> 15
ccggtatgga

ggaataacct
cagacacagt
tttttgegtg
acacggggga
aacggcaaac
gagcgattta
gacccaacgg
caggcaatgg
gggctecect
aagcccaatt
gtttactace
ggacagttat
aggtgttggg
aagatcatga
ttaagagggt
ceggcaatga
<210> 16

<211> 1032
<212> ADN

tggcaccgat
gggggatttyg
gcagagtgtt
gcccattttt
aattgtcace
ggtagtaatt
tecccgtttee
cccggtaagt
tcccaaaatt
ctggttagee
tagtttgega
cacagaattt
cctaacccaa
gctggeggat
caactattac
tgctttgecee

tcocagagaat

gcggaatccc
tecaccacca
tatggcgtta
cccaccaccce
ccggtgateg
acgggcaatt
gtaggcacag
geggtgggta
gtegeegeta
accaatcaaa
atttacacca
gaacggtatt
actggtgttg
ttggecgggy
gacattatce
tccgaagggg

ggtcocccca

<213> Synechocystis PCC6803

ES 2678 647 T3

atcgaaaagg
cattgtgtta
aagttagcca
gttgtgacag
attaatgcaa
atctatgact
tegectaaat

cctattcaat

aacagattgc
cacaacggge
atctggaaaa
ttaatceccac
cctetttgat
ttggtaatcg
tgttggacag
ttaccattga
agttagaceg
ataacagtgg
goegeoggttt
ttcaacteca
attatgaaat
ttcaggacag
tcaaagggga

attattcggc

tttacaccag
ggggaggtga
gtttaattga
aatatcaaga
ttattgcgag
attcaataca
ctcagecgeca

caggaagggg

ctttgacaac
ctacactteg
aaacgataac
agattttcag
tceccaacagt
tttaaccecca
tactcctttg
tagtcetcaac
cttcoagtgac
cggggattta
ttecccegat
agceggaagat
tocceggettt
ctatgacctg
cgaagcogea

ggtttataat

74

taatattgaa
tcaacccteca
agaaatggce
tgccaccetg
ttcaaactcg
ccccectage
agagtagtte

gaattgtaac

aatgtggect
getattagea
attcccattg
gtaatgctta
gaatacaacg
ggcacggagyg
gaaatggtgg
ccctacgtgy
ctgggggaag
tatggagacec
ggcattgeca
attacgggac
ggtctggtge
acttacateg
gttegecaaa

cccggtggece

540

600

660

720

780

840

200

960

989

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

989
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<400> 16
tatttgceeg

ctteocgaceg
ggcaacaatg
tggttaagca
agactattcc
atttgeccaag
agcgtecceg
aaccgtettt
ccaccetgte
tegectttgg
acttctttgg
tcggegetgg
atggactagce
cctggteget
tggctecgat
ctttaacatce
cegttgooat

taatttceece

<210> 17
<211> 824
<212> ADN

tattctgecee
tatcattget
gcaaattcaa
aaaagtggcg
agggcaaata
ctaaaaacga
taagatgaga
attetggaga
ctggagcect
taaattgacc
cggctttggt
agtaattctg
ttttatcctt
tttttgttag
gacggcaaga
atccttgact
atcgatctta

ca

tatcceccaag
ttgegeecece
ggggtggtaa
gaagcgttgg
actgacgatt
aaatttgtta
tttttaaaga
atctcaatge
aaagttgctg
atcaaacaac
ttaggggctyg
gggctageca
tgggaaaata
ggattaggga
atcaacgceece
gtacctatct

agagaagtta

<213> Synechocystis PCC6803

<400> 17

cctttaaatc
gataccccta
gggctgtotg
tagccagaat
gacgcatgec
cctggggete
cactggtaac
agatgtaaat
aaatgctcaa
tttggtcact
taaacagata
ctaggccaat
tgetggtttyg

tgaaaataac

ggtttctata
gggtaaatca
caacatcttg
acctgocage
gggtaaattce
cttcacecace
cagaccaagt
tttgccgaaa
gcccaaggtt
gecagtgegg
gatgagecatg
catcacaaaqg
ggctaaagece

gtgccacteca

gttacactca
tgggaaatgg
gtgotgaccea
gaggtagcaa
catttgatgg
atcattttca
aggactaggc

aagoccgaca

aacaaggggt
agggtgaaga
tagaaaacca
cctgcttgac
accacgttge

tcggtaatac

ES 2678 647 T3

ccctagecea
ccgtagecga
ctaaagcctc
gggtaaatct
taagccagat
agtattgcaa
cceccattag
atagettttt
gggtgatgat
aaaatgtggg
tgctgggcac
atatgggagt
tcaaaggcga
aaatgccaaa
aaatttgage
ccatectgac

catctttttg

ttggcttttg
cgatcgeccgyg
cggaatcggt
ccaaagtage
cagggtaatt
ccacceggat
catacaatcc
gaggaggaat
ctttgtggta
gaataatgeca
tgctggegta
cgatggaaga
ccageaccat

caccaaaggc

ggcgategee
accattggaa
cggtgcccag
gatcagaatt
caaccaattt
cggtggttte
cgtggggcta
gttggccace
tgcttgeaac
cacccccatg
cgctagettt
actttaagge
tegggcaatt
acgcaccaag
attagccege
cgcagataac

gaggtcatcg

cctgcaaagc
agtttctcct
ggcgaggtta
gacaatgecce
tttgattact
gtagtagtag
cgattgeccaa
gccccccaag
cagaccagcg
actaaacgee
accatcttca
gtaggccaac
gctcaacacyg

agtc
75

gctgggttta

aaagccetgt
gggggagaat
gececegtecce
tgccaaagac
ccaggggceaqg
teocctttaaa
geegtteceg
attttggcga
ccttectcta
ggccacatcc
tegattetga
gaaagaaaag
gtggtaatta
cetttgacat
toggttttca

agtttggtet

aatatttcct
gtttgctgga
aagaggggat
acctgtaggg
toggacattt
atggaaacta
ccggeccaga
gataataaac
taatcactaa
ceccaggttea
ctgeceggeca
atccgtttca

gccagagegyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

900

960

1020

1032

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

824
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<210> 18
<211> 1368
<212> ADN

<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus

<400> 18

atgacgcccce
atgcatgtgg
gcgcagetgg
ctgagctatc
cattteocget
teggeggage
gagggcctga
ggtgtetegg
atgcocogcocaa
tecetetgge
cccactgtgg
gactceattt
ttcgcegeece
acggtcaacg
caggatgcct
gacagcteceg
gaggccggaeg
cgtcatatga
ttecacctge
gtcceceggge
gtgtctateg
gtggagttcg

tacctggaac

<210> 19
<211> 455
<212> PRT

<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus

tgaatcccac
gcggcctcca
cagaccagct
gectgggeca
tecgaggeget
attcgecaccect
aagaccggea
ccatgegeat
totgggatet
gecagtgtcac
caaaggagct
tcecatgocee
agtcctggtg
atgtcgtaac
tgccggagaa
ggggcaacca
aacgactgtt
gcccggagga
tgaccggget
catccaggee
atatggacag

gectgattgg

agggtctgge

tgaccagctce
gctgttttee
tcggecagaag
gceggtatgg
geocacacee
gatggaccgg
gtttgcgetce
ggccacecgg
geettgectg
ccatttgetyg
actgaaaacc
gegetgeatyg
cctgaaacgg
tgccatgtge
accactggtg
ggtaggegte
aaaaatccac
aatcgtcaac
ggcgoccaag
cctgtactgg
actggccoctg
ctgtegeegg

agagctggag

ES 2678 647 T3

tttctetgge
ttcceccgaag
acggaggtga
gtggaggatg
gggcgtatte
gagcgeccoa
tacaccaagg
atgctgagtyg
tcacgggata
gggctttcegg
atcaatcagyg
ctgaaccaga
attcgcgceg
gcagcggctc
geectttgtge
atectggcga
catggcatgg
tacacggccc
tggcagacct
aacggggcga
aacatgacac

accctgecca

ctcaacgccg

tggaaaaacg
gcgegcegga
ccgcecceett
agcacctgga
gggagctget
tgtgggaggt
ttecaccattc
aaaacccgga
ggggtgagte
geegecaget
cccggaagga
aaatcacegg
tgtgcgagge
tgcgtaccta
cggtgtcact
gccttcacac
aagaggccaa
tgaccctggce
tcaatgtggt
aactggaagg
tgaccagecta

goctgcaacg

gtctgtaa

76

ccagcagccce
cgactatgtc
taaccagcgce
ccttgageat
gtegttegta
gecacctgate
cctggtggac
cgaacacqgge
ggacggacac
cggcaceatt
teecggectac
ttecegtegt
ctatggcacc
tctgatgaat
acgccgggac
cgatgtgcag
gcagcgctac
gccggccgoo
gattteccaat
catgtatceg
taacgaccag

gatgetggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368



<400> 19

Met

1

Arg

Glu

Gln

Leu

65

His

Leu

Pro

Ala

Met

145

Met

Ser

Ser

Lys

Thr

Gln

Gly

Lys

50

Gly

Phe

Ser

Met

Leu

130

Arg

Pro

Asp

Asp

Thr

Pro

Gln

Ala

Thr

Gln

Arg

Phe

Trp

115

Tyr

Met

Pro

Gly

Arg

195

Ile

Leu

Pro

20

Pro

Glu

Pro

Phe

val

100

Glu

Thr

Ala

Ile

His

180

Gln

Asn

Asn

Met

Asp

Val

Val

Glu

85

Ser

Val

Lys

Thr

Trp

165

Ser

Leu

Gln

Pro

His

Asp

Thr

Trp

70

Ala

Ala

His

Val

Arg

150

Asp

Leu

Gly

Ala

Thr

val

Tyr

Ala

55

vVal

Leu

Glu

Leu

His

135

Met

Leu

Trp

Thr

Arg

Asp

Gly

val

Pro

Glu

Pro

His

ILle

120

His

Leu

Pro

Arg

Ile

200

Lys

ES 2678 647 T3

Gln

Gly

25

Ala

Phe

Asp

Thr

Ser

105

Glu

Ser

Ser

Cys

Ser

185

Pro

Asp

Leu

10

Leu

Gln

Asn

Glu

Pro

90

His

Gly

Leu

Glu

Leu

170

val

Thr

Pro

Phe

Gln

Leu

Gln

His

75

Gly

Leu

Leu

Val

Asn

155

Ser

Thr

Val

Ala

Leu

Leu

Ala

Arg

60

Leu

Arg

Met

Lys

Asp

140

Pro

Arg

His

Ala

Tyr

77

Trp

Phe

Asp

Leu

Asp

Ile

Asp

Asp

125

Gly

Asp

Asp

Leu

Lys

205

Asp

Leu

Ser

30

Gln

Ser

Leu

Arg

Arg

110

Arg

Val

Glu

Arg

Leu

190

Glu

Ser

Glu

15

Phe

Leu

Tyr

Glu

Glu

95

Glu

Gln

Ser

His

Gly

175

Gly

Leu

Ile

Lys

Pro

Arg

Arg

His

80

Leu

Arg

Phe

Ala

Gly

160

Glu

Leu

Leu

Phe



His

225

Phe

Ala

Ala

Leu

Gly

305

Asp

Lys

Ala

Pro

Ser

385

val

Tyr

Pro

Leu

210

Ala

Ala

Tyr

Leu

val

280

Asn

Ala

Gln

Leu

Llys

370

Arg

Ser

Asn

Ser

Glu
450

<210> 20
<211> 1425
<212> ADN
<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus

Pro

Ala

Gly

Arg

275

Ala

Gln

Gly

Arg

Thr
355

Trp

Pro

Ile

Asp

Len

435

Leu

Arg

Gln

Thr

260

Thr

Phe

Val

Glu

Tyr

340

Leu

Gln

Leu

Asp

Gln

420

Gln

Asn

Cys

Ser

245

Thr

Tyr

val

Gly

Arg

325

Arg

Ala

Thr

Tyr

Met

405

val

Arg

Ala

Met
230

Trp

val

Leu

Pro

Val

310

Leu

His

Pro

Phe

Trp

380

Asp

Glu

Met

Gly

215

Leu

Cys

Asn

Met

val

295

Ile

Leu

Met

Ala

Asn

375

Asn

Arg

Phe

Leu

Leu
455

Asn

Leu

Asp

Asn

280

Ser

Leu

Lys

Ser

Ala

360

Val

Gly

Leu

Gly

Asp
440

ES 2678 647 T3

Gln

Lys

val

265

Gln

Leu

Ala

Ile

Pro

345

Phe

Val

Ala

Ala

Leu

425

Tyr

Lys

Arg

250

val

Asp

Arg

Ser

His

330

Glu

His

Ile

Lys

Leu

410

Ile

Leu

Ile

235

Ile

Thr

Ala

Arg

Leu

315

Hisg

Glu

Leu

Ser

Leu

395

Asn

Gly

Glu

220

Thr

Arg

Ala

Leu

Asp

300

His

Gly

Ile

Leu

Asn

380

Glu

Met

Cys

Gln

78

Gly

Ala

Met

Pro

285

Asp

Thr

Met

Val

Thr

365

Val

Gly

Thr

Arg

Gly
445

Ser

Val

Cys

270

Glu

Ser

Asp

Glu

Asn

350

Gly

Pro

Met

Leu

Arg

430

Leu

Arg

Cys

255

Ala

Lys

Ser

Val

Glu

335

Tyr

Leu

Gly

Tyr

Thr

415

Thr

Ala

Arg

240

Glu

Ala

Pro

Gly

Gln

320

Ala

Thr

Ala

Pro

Pro

400

Ser

Leu

Glu



<400> 20

atgaaacgtc
atgcatgtgg
cgtgacatgg
ctggeetggt
atcgatctgg
ctgggtattc
gaatgccacg
cactcgatga
ccggaacgct
aaaaccgaca
ctgcaggcag
cgacacccgg
cgggttacgg
ctcgceccatg
ttgcggeget
ccggtaaata
gecetegetgg
acccgacggqg
atgctgectga
coggttttea
ggtgceccgge
atcacctgee
ctgecgagea
ctgattetge
<210> 21

<211> 473
<212> PRT

<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus

<400> 21

teggaaccet
gtacacttca
tcactcgaat
ceggtttect
attatcacgt
tggtatcccg
ttattgaagg
ttgacggeat
gcaatatgee
aagaggccag
acatggcacc
aagacggact
cgcagcggeg
cttcecggegg
ttctggeaga
tecgaccgge
ccaccgacga
ccaaggagca
tgtcacccta
acgtgaccat
ttgaggcocat
tgagetatge
tgcagaaact

cgccgaagaa

ggatgcectce
gattttctea
gaaagaagcc
cgggegtgta
ccggeacteg
gctgcactet
cctggaaaac
cagtggegta
accgcccetgg
tgtgeccegee
caggctatgg
gaccgcccoc
attcgcecacc
ctcecctgaac
gcagaacaat
agacgacgag
agcagacecg
cctgecagaaa
cattctgcag
ttccaacgtyg
gtatccggta
cggatcgetg
ggcggtttat

gaagcgcgcc

ES 2678 647 T3

tggctggegg
ctgcctgaag
ggcgatgtgg
ategcceocgg
gocctgeococe
aatcccctgg
aaccggttcg
cggctgatge
acggtacgece
geggttteee
caggcoggea
ttcaccggee
cagcactacc
gacatcgtge
ctgccoccgaca
ggtacgggea
ttgaaccgece
cttcccaaaa
ttgatgtcag
ceceggeccgy
togetgateg
aatttoggtt
accggtgagg

cgaacocgea

ttgaatctga
gocgcaccaga
caccgeectg
cctggaaagt
gceoceggegyg
atttttceccg
ccctttacac
aaagggtact
cgcatcaacg
aggccatgga
atecgecetggt
cggtttecegt
agctggaccg
tttacctttg
ccecogetgac
cccagatcag
tgcaacagat
goegcactgac
gtcteggagyg
aagacacgct
ctcatggegg
ttaccggetg
ctectggatga

agtaa

agacaccccg
aaccttcetg
gggatacaaa
cgataaggat
tgagegegaa
gcegetgtgyg
caaaatgcac
caccaccgat
togtggegea
cgcectgaaa
gcatteggtt
gctcaaccac
gctaaagaac
tggcacagca
ggccggtata
tttcatgatt
caaaacctcg
ccagtacace
gaggatgegy
gtattatgag
cgctctgaat
ccgggatacg

gctggaateg

Met Lys Arg Leu Gly Thr Leu Asp Ala Ser Trp Leu Ala Val Glu Ser

79

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1425



Glu

Glu

Glu

Gly

Ile

Gly

Leu

Glu

Asp

145

Pro

Arg

Ser

Leu

Asp

225

Arg

Asp

Gly

Ala

50

Fhe

Asp

Glu

Asp

Asn

130

Gly

Glu

Arg

Gln

Trp
210

Gly

Val

Thr

Ala

35

Gly

Leu

Leu

Arg

Phe

115

Asn

Ile

Arg

Gly

Ala

195

Gln

Leu

Thr

Pro

20

Pro

Asp

Gly

Asp

Glu

100

Ser

Arg

Ser

Cys

Ala

180

Met

Ala

Thr

Ala

Met

Glu

val

Arg

Tyr

85

Leu

Arg

Phe

Gly

Asn

165

Lys

Asp

Gly

Ala

Gln
245

Hisg

Thr

Ala

val

70

His

Gly

Pro

Ala

Val

150

Met

Thr

Ala

Asn

Pro

230

Arg

val

Phe

Pro

55

Ile

val

Ile

Leu

Leu

135

Arg

Pro

Asp

Leu

Arg

215

Phe

Arg

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Arg

Leu

Trp

120

Tyr

Leu

Pro

Lys

Lys

200

Leu

Thr

Phe

ES 2678 647 T3

Thr

25

Arg

Trp

Pro

Hisg

Val

105

Glu

Thr

Met

Pro

Glu

185

Leu

Val

Gly

Ala

10

Leu

BAsp

Gly

Ala

Ser

20

Ser

Cys

Lys

Gln

Trp

170

Ala

Gln

His

Pro

Thr
250

Gln

Met

Tyr

Trp

75

Ala

Arg

Hisg

Met

Arg

155

Thr

Ser

Ala

Ser

val

235

Gln

Ile

Val

Lys

60

Lys

Leu

Leu

val

His

140

val

val

val

Asp

Val

220

Ser

His

80

Phe

Thr

45

Leu

Vval

Pro

His

Ile

125

His

Leu

Arg

Pro

Met

205

Arg

Val

Tyr

Ser

30

Arg

Ala

Asp

Arg

Ser

110

Glu

Ser

Thr

Pro

Ala

130

Ala

His

Leu

Gln

15

Leu

Met

Trp

Lys

Pro

95

Asn

Gly

Met

Thr

His

175

Ala

Pre

Pro

Asn

Leu
255

Pro

Lys

Ser

Asp

Gly

Pro

Leu

Ile

Asp

160

Gln

val

Arg

Glu

His

240

Asp



Arg Leu

Val Leu

Asn Asn
290

Arg Pro
305

Ala Ser

Ile Lys

Lys Ser

Leu Gln
370

val Thr
385

Gly Ala

Gly Ala

Gly Phe

Val Tyr
450

Pro Lys
465

<210> 22

Lys

Tyr

275

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

355

Leu

Ile

Arg

Leu

Thr

435

Thr

Lys

<211> 1368
<212> ADN
<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 22

gtgacgcccc tgaatcccac tgaccagectce tttctetgge tggaaaaacg ccagcagecce

Asn

260

Leu

Pro

Asp

Ala

Ser

340

Leu

Met

Ser

Leu

Asn

420

Gly

Gly

Arg

Leu

Cys

Asp

Asp

Thr

325

Thr

Thr

Ser

Asn

Glu

405

Ile

Cys

Glu

Ala

Ala

Gly

Thr

Glu

310

Asp

Arg

Gln

Gly

val

390

Ala

Thr

Arg

Ala

Arg
470

Hisg

Thr

Pro

295

Gly

Glu

Arg

Tyr

Leu

375

Pro

Met

Cys

Asp

Leu

455

Thr

Ala

Ala

280

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

360

Gly

Gly

Tyr

Leu

Thr

440

Asp

Arg
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Ser

265

Leu

Thr

Gly

Asp

Lys

345

Met

Gly

Pro

Pro

Ser

425

Leu

Glu

Lys

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

330

Glu

Leu

Arg

Glu

val

410

Tyr

Pro

Leu

Gly

Arg

Gly

Gln

315

Leu

Hisg

Leu

Met

Gly

395

Ser

Ala

Ser

Glu

Ser

Phe

Ile

300

Ile

Asn

Leu

Met

Arg

380

Thr

Leu

Gly

Met

Ser
460

81

Leu

Leu

285

Pro

Ser

Arg

Gln

Ser

365

Pro

Leu

Ile

Ser

Gln

445

Leu

Asn

270

Ala

val

Phe

Leu

Lys

350

Pro

Val

Tyr

Ala

Leu

430

Lys

Ile

Asp

Glu

Asn

Met

Gln

335

Leu

Tyr

Phe

Tyr

His

415

Asn

Leu

Leu

Ile

Gln

Ile

Ile

320

Gln

Pro

Ile

Agsn

Glu

400

Gly

Phe

Ala

Pro

60



atgcatgtgg
gcgeagetgg
ctgagetatc
catttecget
tceggeggage
gagggectga
ggtgtctcgg
atgccogecaa
tacctetgge
cocactgtygg
gactceattt
ttegeegece
acggtcaacg
caggatgcct
gacagctccg
gaggccggaeg
cggcatatga
ttccacctge
gtcceceggge
gtgtctateg
gtggagttcg
tacctggaac
<210> 23

<211> 455
<212> PRT

gcggecteca
cagaccagct
gcctgggeca
tcgaggeget
attcgecaccet
aagaccggcea
ccatgcgeat
tetgggatet
gcagtgtcac
caaaggaget
tacatgecee
agtectggtg
atgtcgtaac
tgccggagaa
ggggcaacca
aacgactgtt
goccggagga
tgaccggget
catccaggece
atatggacag
goctgattgg

agggtctgge

gctgttttee
tcggcagaag
gccggtatgy
gcocacaco
gatggaccgg
gktttgegete
ggccacccgg
gocttgectg
ccatttgetg
actgaaaacc
gegetgeatyg
cetgaaacygyg
tgccatgtge
accactggtg
ggtaggegtc
aaaaatccac
aatcgtcaac
ggcgcccaag
cctgtactgg
actggccctg
ctgtogecgg

agagctggag

<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 23

ES 2678 647 T3

tteccecgaag
acggaggtga
gtggaggatyg
gggcgtatte
gagcgeccea
tacaccaagyg
atgctgagtg
tcacgggata
gggctttegy
atcaatcagyg
ctgaaccaga
attegegeeg
gcagcggctc
gcctttgtge
atcctggega
catggcatgg
tacacggccc
tggcagacgt
aacggggcga
aacatgacac
accctgocca

ctcaacgeeg

gcgcegoegga
ccgoecceett
agcacctgga
gggagctget
tgtgggaggt
ttcaccatte
aaaacccgga
ggggtgagte
gaagaecaget
cacggaagga
aaatcaccegg
tgtgegagge
tgcgtaccta
cggtgtcact
gccttcacac
aagaggccaa
tgaccctggce
tcaatgtggt
aactggaagg
tgaccagecta
goctgeaacg

gtctgtaa

cgactatgtc
taaccagcgc
ccttgagecat
gtegttegta
geacctgate
cotggtggac
cgaacacggc
ggacggacac
cggcaccaktt
tocggectac
ttecegtegt
ctatggeace
tctgatgaat
acgccgggac
cgatgtgcag
gcagcgctac
gccggcogec
gatttccaat
catgtatcecg
taacgaccag

gatgctggac

Met Thr Pro Leu Asn Pro Thr Asp Gln Leu Phe Leu Trp Leu Glu Lys

1

5

10

15

Arg Gln Gln Pro Met His Val Gly Gly Leu Gln Leu Phe Ser Phe Pro

20

25

30

Glu Gly Ala Pro Asp Asp Tyr Val Ala Gln Leu Ala Asp Gln Leu Arg

35

40

45

82

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368



Gln

Leu

65

His

Leu

Pro

Ala

Met

145

Met

Ser

Ser

Lys

His

225

Phe

Ala

Ala

Leu

Lys

50

Gly

Phe

Ser

Met

Leu

130

Arg

Pro

Asp

Gly

Thr

210

aAla

Ala

Tyr

Leu

Val

Thr

Gln

Arg

Phe

Trp

115

Tyr

Met

Pro

Gly

Arg

195

Ile

Pro

Ala

Gly

Arg

275

Ala

Glu

Pro

Phe

Val

100

Glu

Thr

Ala

Ile

His

180

Gln

Asn

Arg

Gln

Thr

260

Thr

Phe

Val

val

Glu

85

Ser

Val

Lys

Thr

Trp

165

Ser

Leu

Gln

Cys

Ser

245

Thr

Tyr

Val

Thr

Trp

70

Ala

Ala

His

val

Arg

150

Asp

Leu

Gly

Ala

Met
230

Trp

val

Leu

Pro

Ala

val

Leu

Glu

Leu

His

135

Met

Leu

Trp

Thr

Arg

215

Leu

Cys

Asn

Met

Val

Pro

Glu

Pro

His

Ile

120

His

Leu

Pro

Arg

Ile

200

1ys

Asn

Leu

Asp

Asn

280

Ser
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Fhe

Asp

Thr

Ser

105

Glu

Ser

Ser

Cys

Ser

185

FPro

Asp

Gln

Lys

vVal

265

Gln

Leu

Asn

Glu

Pro

90

His

Gly

Leu

Glu

Leu

170

Val

Thr

Pro

Lys

Arg

250

val

Asp

Arg

Gln

His

75

Gly

Leu

Leu

Vval

Asn

155

Ser

Thr

val

Ala

Ile

235

Ile

Thr

Ala

Arg

Arg

Leu

Arg

Met

Lys

Asp

140

Pro

Arg

His

Ala

Tyr

220

Thr

Arg

Ala

Leu

Asp

83

Leu

Asp

Ile

Asp

Asp

125

Gly

Asp

Asp

Leu

Lys

205

Asp

Gly

Ala

Met

Pro

285

Asp

Ser

Leu

Arg

Arg

110

Arg

Val

Glu

Arg

Leu

130

Glu

Ser

Ser

Val

Cys

270

Glu

Ser

Tyr

Glu

Glu

95

Glu

Gln

Ser

His

Gly

175

Gly

Leu

Ile

Arg

Cys

255

Ala

Lys

Ser

Arg

His

Leu

Arg

Phe

Ala

Gly

160

Glu

Leu

Leu

Phe

Arg

240

Glu

Ala

Pro

Gly



290

Gly
305

Asn

Glu Ala

Lys Gln

Ala Leu

Pro Lys

370

Ser
385

Arg
Val Ser
Tyr Asn
Ser

Pro

Glu
450

Leu

<210> 24
<211> 1368
<212> ADN

Gln

Gly

Arg

Thr

355

Trp

Pro

Ile

Asp

Leu

435

Leu

val Gly

val

295

Ile Leu

310

Glu Arg

325

Tyr
340

Arg
Leu Ala
Gln

Thr

Leu Tyr

Leu

His

Pro

Phe

Trp

Leu Lys

Met

Ser

Ala
360

Ala

Asn Val

375

Asn Gly

390

Met
405

Asp

Gln
420

val
Gln

Arg

Asn Ala

Asp

Glu

Met

Gly

Arg Leu

Phe Gly

Leu Asp

440

Leu
455

<213> Marinobacter adhaerens

<400> 24

gtgaaacctc
atgcacgtgg
goccagetgg
ctggactacc
cactteocoggt
tcggcggaac

gaagggctgg

tcagccccac
geggecttea
cggaccggtt
gtttcggtca
tcgaagaget
actcccaccect

gagagcggea

ggatcagctt
actgttetet
aaggcaacac
gcecggtatgg
accgacccadg
gatggatcgg

gtttgcggtg

ES 2678 647 T3

Ala Leu

315

Ser

Ile His His

330

Pro Glu Glu

345

Phe His Leu

Val Ile Ser

Ala Leu

395

Lys

Ala Leu Asn

410

Leu Ile

425

Gly

Tyr Leu Glu

tttctctgge
tttccecgaag
acgaaggtga
gtagaggatg
ggacgggtaa
gaacgaccgc

tacatcaagg

300

Thr val Gln

320

His Asp

Met Glu Glu

335

Gly Ala

Ile Val Asn Thr

350

Tyr

Thr Ala

365

Leu Gly Leu

Asn Val Pro Pro

380

Gly

Glu Met Pro

400

Gly Tyr

Met Thr Thr

415

Leu Ser

Cys Arg Arg Thr Leu

430

Gln Gly Leu Ala Glu

445

tggaaaaacg gcagcagccc
gegetecgga tgattacgte
cgecacettt caaccagega
agcacctgga tctggagcat
gagagctgtt gteogtttgte
tgtgggaatt tcatttgatc

tacaccatge totggtagac

84

60

120

180

240

300

360

420



ggtgtatcgg
atgccgoceoga
tegetgtgge
cccaccegteg
tcectecatat
tteoegoegeac
acggtgaatg
caggacgeoc
gacagctccg
agcccggtta
gceccatatgt
ttecatetge
gtccceggge
gtctcecateg
gtggagttcg

tacctggaag

<210> 25
<211> 455
<212> PRT

ccatgoggat
tctgggeeat
gaagcattgg
cecgggaact
tcacacgogea
agtectatga
atgtggtgat
tgacggaaaa
gcggaaacca
cecggetgat
ctgcggaaga
ttaccggeat
ccecgggagac
ccatggaceg
gocktcategy

aggccctggt

ggttacececgg
gccaccacgce
ccacctgetg
gctgegaace
cogeageatt
ccetcageogt
ggccatgtge
gecgetgate
ggtgggegtt
gcagatccac
aattatcaac
ggcaccgaaa
ctgctactgg
cctegeectg
ctgeagecge

cgaactggag

<213> Marinobacter adhaerens

<400> 25
Met Lvs
1

Arg Gln

Glu Gly

35

Gln His

50

Phe
65

Gly

His Phe

Pro

Gln

Ala

Thr

Gln

Leu Ser

Pro Met

20

Pro Asp

Lys Val
Val

Pro

Phe Glu

Pro

His

Asp

Thr

Trp

70

Ala

Thr Asp

val

Gly

Val
490

Tyr

Pro Pro

55

Vval Glu

Leu Pro

Gln

Gly

25

Ala

Phe

Asp

Thr
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atgctgtgtc
ccggagegtg
ggtgaatceg
atcaataacyg
cttaaccaga
ataaaggeoag
gocacecgege
goeatggtge
atcctecgecect
gaggatgtta
tacaccgceco
tggcagacct
aacggcgcca
aacatgaccc
acgctaceca

accgeggeceg

Leu Phe

10

Leu Gln

Gln Leu

Asn Gln

Glu Hig

75

Pro
90

Gly

aggatacegg
agaaggatga
gcaaacaact
cccgaaaaga
agatcacecgg
tgtgtaaaat
tgogcageta
cggtgtecct
cgctacacac
aggccgccaa
tgacecctgge
tcaacgtggt
tgatggatgg
tgaccagcta
geetgeagoeyg

goctgtga

Leu Trp

Leu Phe

30

Ala Asp

45

Leun

Leu

Asp

Arg Val

85

Leu

Ser

Arg

Asp

Leu

Arg

agagcgggat
tggeggecece
gggcacegtyg
ccccgegtac
ctoccgacge
ctacggaacc
cotgatgaac
gogcaaggat
cgacgtcacc
agaccgctac
gccggeggeg
catttegaac
catgtacccg
cggcgaccag

gatgcteogac

Glu
15

Lys

Phe Pro

Leu Arg

Tyr Arg

Glu Hig

80

Glu Leu

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368



Leu

Pro

Ala

Met

145

Met

Asp

Ser

Arg

His

225

Phe

Ile

Ala

Leu

Gly

305

Ser

Lys

Ser

Leu

val

130

Arg

Pro

Gly

Gly

Thr

210

Ala

Ala

Tyr

Leu

Ile

290

Asn

Prc

Asp

Phe

Trp

115

Tyr

Met

Pro

Gly

Lys

195

Ile

Pro

Ala

Gly

Arg

275

Ala

Gln

val

Arg

Val

100

Glu

Ile

val

Ile

Pro

180

Gln

Asn

Arg

Gln

Thr

260

Ser

Met

val

Thr

Tyr
340

Ser

Phe

Lys

Thr

Trp

165

Ser

Leu

Asgn

Ser

Ser

245

Thr

Tyr

val

Gly

Arg

325

Ala

Ala

His

val

Arg

150

Ala

Leu

Gly

Ala

Ile

230

Tyr

Val

Leu

Pro

Val

310

Leu

His

Glu

Leu

Hig

135

Met

Met

Trp

Thr

Arg

215

Len

Asp

Asn

Met

val

295

ILle

Met

Met

His

Ile

120

His

Leu

Pro

Arg

Val

200

Lys

Asn

Leu

Asp

Asn

280

Ser

Leu

Gln

Ser

Ser

105

Glu

Ala

Cys

Pro

Ser

185

Pro

Asp

Gln

Ser

Val

285

Gln

Leu

Ala

Ile

aAla
345
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His

Gly

Leu

Gln

Arg

170

Ile

Thr

Pro

Lys

Arg

250

Val

Asp

Arg

Ser

His

330

Glu

Leu

Leu

Val

Asp

155

Pro

Gly

Val

Ala

Ile

235

Ile

Met

Ala

Lys

Leu

315

Glu

Glu

Met

Gly

Asp

140

Thr

Glu

Hisg

Ala

Tyr

220

Thx

Lys

Ala

Leu

Asp

300

His

Asp

Ile

86

Asp

Glu

125

Gly

Gly

Arg

Leu

Arg

205

Ser

Gly

Ala

Met

Pro

285

Asp

Thr

val

Ile

Arg

110

Arg

val

Glu

Glu

Leu

130

Glu

Ser

Ser

val

Cys

270

Glu

Ser

Asp

Lys

Asn
350

Glu

Gln

Ser

Arg

Lys

175

Gly

Leu

Ile

Arg

Cys

255

Ala

Lys

Ser

val

Ala

335

Tyr

Arg

Phe

Ala

Asp

160

Asp

Glu

Leu

Phe

Arg

240

Lys

Thr

Pro

Gly

Thr

320

Ala

Thr



Ala Leu

Pro Lys

370

Arg Glu

385

Val Ser

Tyr Gly
Ser

Pro

Glu
450

Leu

<210> 26
<211> 1374
<212> ADN

Thr

355

Trp

Thr

Ile

Asp

Leu

435

Thr

Leu Ala

Gln

Thr

Cys Tyr

Pro

Phe

Trp

Ala Ala

360

Asn Val

375

Asn Gly

390

Ala Met

405

Gln
420

vVal
Gln

Arg

Ala Ala

Asp

Glu

Met

Gly

Arg Leu

Fhe Gly

Leu Asp

440

Leu
455

<213> Alcanivorax borkumensis

<400> 26
atgaaagcgc

atgcacgtag
agtgagctgg
ctgacccgtc
cacttccgec
tcegocgaac
gaagggatcc
ggcatatceg
atggotcegg
gttgacatgg
gtgcceggte
tatgtgtcta
cgetttgeeg

tgcaccatta

ttagcccagt
gcggtttgea
cocagcaaat
gactcggcca
acgaagcact
attccaacct
geggtogeca
ccatgegtat
cttgggegtt
ccetecageat
tegecgeggga
tttttcagge
cccagagcett

acaccgtggt

ggatcaactg
gctgttttee
gegggattac
gtattactgg
ccocaaacec
gctggaccgg
gttcgetete
cgectacaaa
caacaccaaa
ggcgegecta
ggtttacaaa
tcccgacacg
tcecattacecg

gctctccatg

ES 2678 647 T3

Phe His Leu

vVal Ile Ser

Ala Met Met

395

Ala Leu Asn

410

Leu Ile

425

Gly

Tyr Leu Glu

ttcctgtgge
ttcccggaag
tgecacccag
actagagaca
ggtcgecatte
gagcgcccea
tattataaga
acgcttteca
aaacgetace
accegegagea
gtcacccaaa
attctgaata
cgcctgaaag

tgtggccacyg

Thr
365

Leu

Aszn Val

380

Asp Gly

Thr

Met

Cys Arg

Gly

Pro

Met

Leu

Arg

Met Ala

Pro

Gly

Pro
400

Tyr

Thr
415

Ser

Thr Leu

430

Glu Ala

445

tggaaaaacg
gtgcecggecc
tggegecatt
aacagttcga
gcgaactget
tgtgggaagce
tccaccatte
ctgaccecag
gcteocactgee
taagcaaaca
aagccaaaaa
ataccatcac
ttatecgecaa

ctctgcgega

87

Leu

Val Glu

acagcaaccc
caagtatgtg
caaccagege
tatcgaccac
ttetttggtce
ccatttgatc
ggtgatggat
tgaacgtgaa
cagcaacacyg
agetgecaca
agatgaaaac
cggttcacge
ggcctataac

atacttgatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



agccaacacg
gacgacagca
tgtgatcecag
ttetcgecaga
ggcttgaact
aacatacccg
ccagtatoca
cagatggaat

gattacctgg

<210> 27
<211> 457
<212> PRT

cgctgocega
ctggcggeaa
ctaatogeet
tgagcoccgga
tactgaccgg
ggccgaaaga
ttgecttgga
ttgggettat

aacagtccat

tgagccactg
ccagateggt
gegegtoate
agaaattctc
cctagegceca
gccgetgtac
tegeategeoe
cgectgooge

ccgegaattg

<213> Alcanivorax borkumensis

<400> 27

Met Lys Ala Leu

1

Arg Gln

Glu Gly

Agsp Tyr

50

Leu
65

Gly

His Phe

Leu Ser

Pro Met

Ala Leu

130

Gln

Ala

Cys

Gln

Arg

Leu

Trp

115

Tyr

5

Pro Met

20

Gly Pro

His Pro
Tyr Tyr
Glu

His

vVal
100

Ser
Glu

Ala

Tyr Lys

Ser Pro Val

His

Lys

val

Trp

70

Ala

Ala

His

Ile

Asp
Val

Gly

val
40

Tyr

Ala
55

Pro
Thr Arg
Leu Pro
Glu

His

Ile
120

Leu

His His

135

Gln

Gly

25

Ser

Phe

Asp

Lys

Ser

105

Glu

Ser
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attgececatgg
atgatcttgg
cacgatteeg
aatttcaceg
aaatggcggyg
tggaatggtg
ctaaatatca
cgtactetge

gaaatecggtg

Leu Phe

10

Leu Gln

Glu Leu
Gln

Asn

Gln
75

Lys
Pro Gly
Asn Leu
Ile

Gly

Val Met

tgcececatgag
ctaacctggyg
togaggaage
ccctcaceat
ccttcaacgt
cacagctgca
ccctecaceag
cttecatgea

caggaattaa

Leu Trp

Leu Phe

30

Ala Gln

45

Arg Leu

Phe Asp

Arg Ile

Leu Asp

110

Arg Gly

125

Asp
140

Gly

88

Leu

Ser

Gln

Thr

Ile

Arg

Arg

Arg

Ile

coctgeggeag
cacccacatc
caaatcecge
ggctcecace
ggtgatttcc
aggagtgtat
ttatgtagac
gegactactg

atag

Glu
15

Lys
Phe Pro
Met Arg
Arg

Arg

His
80

Asp
Glu Leu
Glu Arg
Gln

Phe

Ser Ala

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1374



Met

145

Met

Preo

Ser

Tyr

Phe

225

Arg

Lys

His

Pro

Gly

305

Cys

Ala

Thr

Ala

Pro
385

Arg

Ala

Ser

Ile

Lys

210

Gln

Fhe

Ala

Ala

Leu

290

Gly

Asp

Lys

Ala

Prc

370

Lys

Ile

Pro

Asn

Ser

195

val

Ala

Ala

Tyr

Leu

275

Ile

Asn

Pro

Ser

Leu

355

Lys

Glu

Ala

Ala

Pro

180

Lys

Thr

Pro

Ala

Asn

260

Arg

Ala

Gln

Ala

Arg

340

Thr

Trp

Pro

Ser

Trp

165

val

Gln

Gln

Asp

Gln

245

Cys

Glu

Met

Ile

hsn

325

Phe

Met

Arg

Leu

Lyvs

150

Ala

Asp

Ala

Lys

Thr

230

Ser

Thr

Tyr

val

Gly

310

Arg

Ser

Ala

Ala

Tyr
350

Thr

Phe

Met

Ala

Ala

215

Ile

Phe

Ile

Len

Pro

295

Met

Leu

Gln

Pro

Phe

375

Trp

Leu

Asn

Ala

Thr

200

Lys

Leu

Pro

Asn

Ile

280

Met

Ile

Arg

Met

Thr

360

Asn

AsSn

Ser

Thr

Ser

185

val

Lys

Asn

Leu

Thr

265

Ser

Ser

Leu

Val

Ser

345

Gly

Val

Gly
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Thr

Lys

170

Ser

Pro

Asp

Asn

Pro

250

Val

Gln

Leu

Ala

Ile

330

Pro

Leu

val

Ala

Asp

155

Lys

Met

Gly

Glu

Thr

235

Arg

Val

His

Arg

Asn

315

His

Glu

Asn

Ile

Gln
395

Pro

Arg

Ala

Leu

Asn

220

Ile

Leu

Leu

Ala

Gln

300

Leu

Asp

Glu

Leu

Ser

380

Leu

89

Ser

Ser

Arg

Ala

205

Tyr

Thr

Lys

Ser

Leau

285

Asp

Gly

Ser

Tle

Leu

365

Asn

Gln

Glu

Arg

Leu

130

Arg

val

Gly

Val

Met

270

Pro

Asp

Thr

Val

Leu

350

Thr

Ile

Gly

Arg

Ser

175

Thr

Glu

Ser

Ser

Ile

255

Cys

Asp

Ser

His

Glu

335

Asn

Gly

Pro

val

Glu

160

Leu

Ala

val

Ile

Arg

240

Ala

Gly

Glu

Thr

Ile

320

Glu

Phe

Leu

Gly

Tyr
400



Proc vVal Ser

Ser Tyr Val

Leu Pro Ser

435

Glu Leu Glu

450

<210> 28
<211> 1425
<212> ADN

ES 2678 647 T3

Ile Ala Leu Asp Arg Ile Ala Leu Asn Ile Thr Leu Thr

405

410

415

Asp Gln Met Glu Phe Gly Leu Ile Ala Cys Arg Arg Thr

420

425

430

Met Gln Arg Leu Leu Asp Tyr Leu Glu Gln Ser Ile Arg

440

Ile Gly Ala Gly Ile Lys

455

<213> HpNI de gammaproteobacteria

<400> 28
atgaaagett

atgcacgttg
tcagaacttg
ttgacgcgge
cattttcgee
tcttcggaac
gagggcttte
gggatctcgg
ctgccacecgg
ccaaacccge
ctgtccacca
gacccggatt
ggtteecgac
gcatttcacg
tacctgatca
ctgoegeaagy
acccatattg
aagaaacgcet
gegectaceg
gtaatatcca
ggcatgtacc
tactgcgatc
cgaatgctta

agctgcaceg

taagcccact
coggectgea
cccagtggtt
gottoggaca
atgaagccct
acagcaattt
aggatcggeg
cgatgcgcac
tctgggeceg
tcgacattge
tccccaccegt
tcatttcegt
gttttgcetge
caacgttgaa
tgctgegeaa
atgagagege
ctgaccccag
tegecggtat
gecttgaatct
acgtaccegyg
cagtatccat
agcttgaatt
cctatatcga

cagaggaatc

ggatcagatt
actctttgaa
gocgeccaatte
goeetttetgg
tcececgeacct
aatggatcgc
ttttgcegtg
aggcacgcgc
ccatcatcac
ttccteggtt
tgcaagagaa
tttccaggca
gcagtetttt
cgatgtggta
actaccegat
agagggeaac
cgategtttyg
gaceccagag
catgacggge
cococgegac
cgcectcaac
cggoctaate
aaacggcctg

tgaggagcgt

tttcetttgge
ttecocgaag
aaaaagoccyg
actgaagaca
gggcgaatcc
gagcgcoaga
tattgcaaaa
gcactcacca
aagactctca
gccaageteca
atttacaaag
ccgcatacca
tcagtggcac
ctggcaatct
aagcecttaa
caagttgcca
caaatggtga
gaaatcacca
ctacgacceg
acactetact
catgtcgcac
gcctgocgea
aacgaacttg

ctaattcata

445

tcgaacgecg
gtgcgggega
ccgegeettt
aacaattcga
gcgaactttt
tgtgggaata
ttecaccattc
ccaaccccga
gcagcgecag
ccgcaggget
ccggegaacy
tccttaacga
gcattgeacy
gcggcagege
tegeaatggt
tgattcotege
aggectetgt
attacacege
actggctcge
ggaacggtge
tgaatatcac
gaaccatgce
aaatcgctge

tttga

90

ccagcaacce
gecactatgta
taaccagcga
teottgaacac
aacgctggtt
ccacctgatc
catgatggac
cgaatacgac
tttacecatta
caacaagcaa
cgccaaaace
tagcatcacc
aatcgccaaa
actgcgaaat
cccagtttea
caatctggge
togeaatgeg
gettacgete
ctttaacgta
goegtttgete
cctcaccage
ttccatgecag

cgacctgeat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1425



<210> 29
<211> 474

<212> PRT
<213> HpNI de gammaproteobacteria

<400> 29
Met Lys
1

Arg Gln

Glu Gly

Gln Phe
50

Phe Gly
65

His Phe

Leu Thr

Pro Met

Ala Val

130

Met Arg
145

Leu Proc

Ser Leu

Ala

Gln

aAla

35

Lys

Gln

Arg

Leu

Trp

115

Tyr

Thr

Pro

Pro

Leu

Pro

20

Gly

Lys

Pro

His

Val

100

Glu

Cys

Gly

val

Leu
180

Ser

Met

Glu

Pro

Phe

Glu

Ser

Tyr

Lys

Thr

Trp

165

Pro

Pro

His

His

Ala

Trp

70

Ala

Ser

His

Ile

Arg

150

Ala

Asn

Leu

Val

Tyr

Ala

55

Thr

Leu

Glu

Leu

His

135

Ala

Arg

Pro

Asp

Ala

val

40

Pro

Glu

Pro

His

Ile

120

His

Leu

His

Leu

ES 2678 647 T3

Gln

Gly

25

Ser

Phe

Asp

Ala

Ser

105

Glu

Ser

Thr

His

Asp
185

Ile

10

Leu

Glu

Asn

Lys

Pro

20

Asn

Gly

Met

Thr

His

170

Ile

Phe

Gln

Leu

Gln

Gln

75

Gly

Leu

Phe

Met

Asn

155

Lys

Ala

Leu

Leu

Ala

Arg

60

Phe

Arg

Met

Gln

Asp

140

Pro

Thr

Ser

91

Trp

Phe

Gln

45

Leun

Agp

Ile

Asp

Asp

125

Gly

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

30

Trp

Thr

Leu

Arg

Arg

110

Arg

Ile

Glu

Ser

val
190

Glu
15

Phe

Leu

Glu

Glu

Glu

Arg

Ser

Tyr

Ser

175

Ala

Arg

Pro

Arg

Arg

His

80

Leu

Arg

Phe

Ala

Asp

160

Ala

Lys



ES 2678 647 T3

Leu Thr Ala Gly Leu Asn Lys Gln Leu Ser Thr Ile Fro Thr Val Ala
195 200 205

Arg Glu Ile Tyr Lys Ala Gly Glu Arg Ala Lys Thr Asp Pro Asp Phe
210 215 220

Ile Ser Val Phe Gln Ala Prc His Thr Ile Leu Asn Asp Ser Ile Thr
225 230 235 240

Gly Ser Arg Arg Phe Ala Ala Gln Ser Phe Ser Val Ala Arg Ile Ala
245 250 255

Arg Ile Ala Lys Ala Phe His Ala Thr Leu Asn Asp Val Val Leu Ala
260 265 270

Ile Cys Gly Ser RAla Leu Arg Asn Tyr Leu Ile Met Leu Arg Lys Leu
275 280 285

Prc Asp Lys Pro Leu Ile Ala Met Val Pro Val Ser Leu Arg lys Asp
290 295 300

Glu Ser Ala Glu Gly Asn Gln Val Ala Met Ile Leu Ala Asn Leu Gly
305 310 315 320

Thr His Ile Ala Asp Pro Ser Agp Arg Leu Gln Met Val Lys Ala Ser
325 330 335

Val Arg Asn Ala Lys Lys Arg Phe Ala Gly Met Thr Pro Glu Glu Ile
340 345 350

Thr Asn Tyr Thr Ala Leu Thr Leu Ala Pro Thr Gly Leu Asn Leu Met
355 360 365

Thr Gly Leu Arg Pro Asp Trp Leu Ala Phe Asn Val Val Ile Ser Asn
370 375 380

Vval Pro Gly Pro Arg Asp Thr Leu Tyr Trp Asn Gly Ala Arg lLeu Leu
385 3%0 395 400

Gly Met Tyr Pro Val Ser Ile Ala Leu Asn His Val Rla Leu Asn Ile
405 419 415

Thr Leu Thr Ser Tyr Cys Asp Gln Leu Glu Phe Gly Leu Ile Ala Cys
420 425 430

Arg Arg Thr Met Pro Ser Met Gln Arg Met Leu Thr Tyr Ile Glu asn
435 440 445

Gly Leu Asgn Glu Leu Glu Tle Ala Ala Asp Leu Hig Ser Cys Thr Ala
450 455 460

Glu Glu Ser Glu Glu Arg Leu Ile His Ile
465 470

92



10

<210> 30
<211> 1377
<212> ADN

<213> Hahella chejuensis

ES 2678 647 T3

Zt(ggo:cigcac tcagtccagt cgaccagata ttcctctgge tggaaaaacg ccaacagcct 60
atgcatgteg geggectteca tattttecagt ttececcgacg acgecgacge caagtacatg 120
acggaattgg cgcagcaatt acgcogectac gocacgccac aagegccgtt caacegtege 180
ctgogeocage getggggacyg ttattactgg gacaccgacg ctcagttega ccttgageat 240
catttoccgec acgaageget goccaagece ggecgcatca gagagetget ggecgcatgtg 300
teegeagage acagcaaccet gatggaccge gagogtecca tgtgggagtg ccatcteatt 360
gaggggatte geggoegeeg cttegeggtg tattacaaag cgecaccattg catgetggac 420
ggegtegeag ccatgegeat gtgegtgaag tettacteocet ttgaccoccac tgegacagag 480
atgcoogcocaa tetgggegat ttcaaaagac gteacgecgg cgegogaaac ccaggogaoc 540
gocgecaggeg atctggttca cagectgteg caactggtgg aaggcgccgg cagacaactce 600
gccacegtee ccacgectgat cagggaactt ggtaaaaace tgetgaaage gogggatgac 660
agecgacgeeg gectgatott cecgogegeocg cegageatte tcaatcaacg cattacegge 720
tegegtegtt tegeocgececa gtoctacgea ctggagegtt tcaaagecat cggceaaagog 780
ttecaggeca cggtcaacga tgtggtgetg geggtatgeg gecagegectt gegeoaattat 840
ttgetecagee gtoaggegtt geccgatcag cotttgateg ccatggegee catgtecate 800
cgccaggatg acagcgacag cggtaatcaa ategecatga ttcectggetaa tecteggeact 960
cacatecgeeg acceggtgeg acgtetggaa ttgacgcagg cgtecgegeg ggagtccaaa 1020
gagegtttto gocagatgac gocggaggaa geggtcaatt acacegeget cactetgget 1080
cadctaegget tgaatctget gacecggactg geccccaaat ggcaggegtt caatgtggtg 1140
atttcaaacg tgceccggece gaacaaaccyg ctgtactgga acggagegeg tctggaggge 1200
atgtatcecgg tgtcgattec ggtggattac geegegttga acattacget ggtaagetat 1260
cgggatcage tggagttegyg cttcaccogoe tgecgeagaa coctgeccte catgeagegt 1320
ttgctggact atatcgageca gggcatcgce gagoctggaga aagcageggg agtctga 1377
<210> 31

<211> 458

<212> PRT

<213> Hahella chejuensis

93



<400> 31

Met

1

Arg

Asp

Ala

Trp

His

Leu

Pro

Ala

Met

145

Met

Thr

Val

Glu

Thr

Gln

Asp

Tyr

50

Gly

Phe

Ala

Met

val

130

Arg

Pro

Gln

Glu

Leu
210

Pro

Gln

Ala

35

Ala

Arg

Arg

His

Trp

115

Tyr

Met

Pro

Ala

Gly

195

Gly

Leu

Pro

20

Asp

Thr

Tyr

His

val

100

Glu

Tyr

Cys

Ile

Pro

180

Ala

Lys

Ser

Met

Ala

Pro

Tyr

Glu

Ser

Cys

Lys

Val

Trp

165

Ala

Gly

Asn

Pro

His

Lys

Gln

Trp

70

Ala

Ala

His

Ala

Lys

150

Ala

Ala

Arg

Leu

Val

Val

Tyr

Ala

55

Asp

Leu

Glu

Leu

His

135

Ser

Ile

Gly

Gln

Leu
215

Asp

Gly

Met

40

Pro

Thr

Pro

His

Tle

120

His

Tyr

Ser

Asp

Leu

200

Lys

ES 2678 647 T3

Gln

Gly

25

Thr

Phe

Asp

Lys

Ser

105

Glu

Cys

Ser

Lys

Leu

185

Ala

Ala

Ile

10

Leu

Glu

Asn

Ala

Pro

20

Asn

Gly

Met

Phe

Asp

170

Val

Thr

Arg

Phe

His

Leu

Arg

Gln

75

Gly

ILeu

Ile

Leu

Asp

155

val

His

Val

Asp

Leu

Ile

Ala

Arg

60

Phe

Arg

Met

Arg

Asp

140

Pro

Thr

Ser

Pro

Asp
220

94

Trp

Phe

Gln

45

Leu

Asp

Ile

Aszp

Gly

125

Gly

Thr

Pro

Leu

Thr

205

Ser

Leu

Ser

30

Gln

Leu

Arg

Arg

110

Arg

val

Ala

Ala

Ser

190

Leu

Asp

Glu

15

Phe

Leu

Gln

Glu

Glu

Glu

Arg

Ala

Thr

Arg

175

Gln

Ile

Ala

Lys

Pro

Arg

Arg

His

Leu

Arg

Phe

Ala

Glu

160

Glu

Leu

Arg

Gly



I.eu Ile Phe
225

Ser Arg Arg

Ile Gly Lys

Cys Gly Ser
275

Asp Gln Pro
290

Ser Asp Ser
305

His Ile Ala

Arg Glu Ser

Asn Tyr Thr
355

Gly Leu Ala
370

Pro Gly Pro
385

Met Tyr Pro

Leu Val Ser

Arg Thr Leu
435

Ile Ala Glu
450

<210> 32
<211> 1314

Arg

Phe

Ala

260

Ala

Leu

Gly

Asp

Lys

340

Ala

Pro

Asn

Val

Tyr

420

Pro

Leu

Ala

Ala

245

Phe

Leu

Ile

Asn

Pro

325

Glu

Leu

Lys

Lys

Ser

405

Arg

Ser

Glu

Pro

230

Ala

Gln

Arg

Ala

Gln

310

val

Arg

Thr

Trp

Pro

390

Ile

Asp

Met

Lys

Pro

Gln

Ala

Asn

Met

295

Ile

Arg

Phe

Leu

Gln

375

Leu

Pro

Gln

Gln

Ala
455

Ser

Ser

Thr

Tyr

280

Ala

Ala

Arg

Arg

Ala

360

Ala

Tyr

Val

Leu

Arg

440

Ala

ES 2678 647 T3

Ile

Tyr

Val

265

Leu

Pro

Met

Leu

Gln

345

Pro

Phe

Trp

Asp

Glu
425

Leu

Gly

Leu

Ala

250

Asn

Leu

Met

Ile

Glu

330

Met

Ser

Asn

Asn

Tyr

410

Phe

Leu

val

Asn

235

Leu

Asp

Ser

Ser

Leu

315

Leu

Thr

Gly

val

Gly

395

Ala

Gly

Asp

Gln

Glu

val

Arg

Ile

300

Ala

Thr

Pro

Leu

Vval

380

ala

Ala

Phe

Tyr

95

Arg

Arg

Val

Gln

285

Arg

Asn

Gln

Glu

Asn

365

Ile

Arg

Leu

Thr

Tle
445

Ile

Phe

Leu

270

Ala

Gln

Leu

Ala

Glu

350

Leu

Ser

Leu

Asn

Ala

430

Glu

Thr

Lys

255

Ala

Leu

Asp

Gly

Ser

335

Ala

Leu

Asn

Glu

Ile

415

Cys

Gln

Gly

240

Ala

Val

Pro

Asp

Thr

320

Ala

val

Thr

val

Gly

400

Thr

Arg

Gly



<212> ADN
<213>

<400> 32
atgcacgtgg

agcgaactgg
ctgacccgtce
cactttecgee
tccgececgage
gaaggecatcc
ggcatctceg
atggcgccag
gtggacgtgg
gtgcoeggge
tatgtgtcca
cgttttgeeg
tgcaccatca
agccagcatg
gacgacagceg
tgcgaccogyg
ttctcgecaaa
ggcctcaace
aacgttceceg
coggteteca
cagcetggaat

gattacetgg

<210> 33
<211> 437
<212> PRT

gcggtttgea
cccggcaaat
ggctcggcca
acgaagcgcet
actccaacct
geggtegtca
ccatgegeat
getgggectt
ceteccageat
tggegeggga
tcttccagge
cccaaagttt
ataccgtggt
cattgccoccga
ceggeggeaa
ccaaccgect
tgagcoocga
tgctcaccgg
goccgoaaga
ttgecetgga
teggectgat

aacaatcggt

Alcanivorax sp. DG881

gctgttttec
gcgggactac
gtattactgg
gccoccaagcec
gctggaccgg
gtttgegett
tgccaccaag
caatacccge
ggegegeetg
gatctacaag
cocggacacc
ctegetgeeg
gctatceatg
tgagcoccectg
ccagategge
gcgggtagtg
ggaaatecte
cctggeocee
goegetgtac
taegoattgeoc
cgectgecge

acgegaactyg

<213> Alcanivorax sp. DG881

<400> 33

ES 2678 647 T3

tttccagagg
tgccacccgg
accgaagaca
ggccgcatco
gaacgcccca
tactacaaga
acccteteoea
aagcgtacca
accgeeggea
gtcacccaga
atccttaaca
cgectgaaag
tgtggeccacyg
attgccatgg
atgattetgg
aatgactcgg
aacttcaccg
aaatggegeg
tggaacggeg
ctgaacatca
cgcacectge

gaaateggeg

atgccggecce
ttgccecegtt
agcagttcga
gtgagctgct
tgtgggaagc
ttcaccatte
cggaccecag
gctegetace
tcageaagga
aagcgaaaag
acaccatcac
gcattgececaa
ccctgaegega
tgcccatgag
ccaacctaggyg
ttcaggaage
cgetgaceat
cattcaacgt
ctaaactgca
ccctcacecag
cetecatgea

cgggcattaa

gaagtatgtc
caaccagcgt
tatcgaccac
ctecectggtt
ccatttgatt
ggtgatggac
cgagcgtgaa
cagcaacccg
ggccgecacy
tgatgaaaac
cggttcacge
ggectatgge
gtacctgatc
cctgegtcag
cacccacate
caaatcccgg
ggcacccace
ggtgatttee
aggcatgtac
ttacgtggac
geggetgetg

atga

Met His Val Gly Gly Leu Gln Leu Phe Ser Phe Pro Glu Asp Ala Gly

1

5

10

15

Pro Lys Tyr Val Ser Glu Leu Ala Arg Gln Met Arg Asp Tyr Cys His

20

25

30

96

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1314



Pro

Tyr

Glu

Ser

Ala

Lys

Thr

Trp

145

val

Gln

Gln

Asp

Gln

225

Cys

Glu

Met

val

Trp

Ala

Ala

His

Ile

Lys

130

Ala

Asp

Ala

Lys

Thr

210

Ser

Thr

Tyr

val

Ala

35

Thr

Leu

Glu

Leu

Hisg

115

Thr

Phe

val

Ala

Ala

195

Ile

Phe

Ile

Leu

Pro
275

Pro

Glu

Pro

His

Ile

100

Hig

Leu

Asn

Ala

Thr

180

Lys

Leu

Ser

Asn

Ile

260

Met

FPhe

Asp

Lys

Ser

85

Glu

Ser

Ser

Thr

Ser

165

val

Ser

hsn

Leu

Thr

245

Ser

Ser

Asn

Lys

Dro

70

Asn

Gly

val

Thr

Arg

150

Ser

Pro

Asp

Asn

Pro

230

Val

Gln

Leu

Gln

Gln

Gly

Leu

Ile

Met

AsSp

135

Lys

Met

Gly

Glu

Thr

215

Arg

Val

His

Arg

Arg

40

Phe

Arg

Leu

Arg

Asp

120

Pro

Arg

Ala

Leu

Asn

200

Ile

Leu

Leu

Ala

Gln
280

Leu

Asp

Ile

Asp

Gly

105

Gly

Ser

Thr

Arg

Ala

185

Tyr

Thr

Lys

Ser

Leu

265

ASp

ES 2678 647 T3

Thr

Ile

Arg

Arg

90

Arg

Ile

Glu

Arg

Leu

170

Arg

Val

Gly

Gly

Met

250

Pro

Asp

Arg

Asp

Glu

75

Glu

Gln

Ser

Arg

Ser

155

Thr

Glu

Ser

Ser

Ile

235

Cys

Asp

Ser

Arg

His

Leu

Arg

Phe

Ala

Glu

140

Leu

Ala

Ile

Ile

Arg

220

Ala

Gly

Glu

Ala

97

Leu

45

His

Leu

Pro

Ala

Met

125

Met

Pro

Gly

Tyr

Phe

205

Arg

Lys

His

Pro

Gly
285

Gly

Phe

Ser

Met

Leu

110

Arg

Ala

Ser

Ile

Lys

130

Gln

Phe

Ala

Ala

Leu

270

Gly

Gln

Arg

Leu

Trp

95

Tyr

Ile

Pro

Asn

Ser

175

val

Ala

Ala

Tyr

Leu

255

Ile

Asgn

Tyr

His

val

80

Glu

Tyr

Ala

Gly

Pro

160

Lys

Thr

Pro

Ala

Gly

240

Arg

Ala

Gln



Ile Gly

290

Met

Agn Leu

305

Arg

Phe Ser Gln

Met Ala Pro

Ala Phe

355

Arg

Leu Tyr

370

Ala
385

Leu

Gln Leu

Gln Arg

Gly Ala

<210> 34
<211> 1413
<212> ADN

Trp

Asp

Glu

Leu

Gly
435

Ile Leu

Arg Val

Ala

Val

Asn Leu

295

Asn Asp

310

Met Ser

325

Thr
340

Gly
Asn Val
Agn

Gly

Arg Ile

Pro

Leu

Val

Ala

Ala

Glu Glu

Asn Leu

Ile Ser

360

Lys Leu

375

Leu Asn

390

Phe Gly

405

Leu
420

Asp

Ile Lys

Leu

Tyr

Ile Ala

Leu Glu

<213> Limnobacter sp. MED105

<400> 34
atgaaggecet

atgcatgtgg
gtgcacaagg
cgtttgaagt
gegeatttea
acttccaaac
atcgatggtce

gacggtgtgyg

tgacccccaa
gcgggettgt
ttgtggegga
cgcgectggg
ttcatttgte
tgcatgecte
tggaagacgg

cotgeatgaa

cgaccaattg
gttgctgaaa
catgcgcacc
catgtggttt
gctgeccaag
gcegetggac
ccgtgtgget

aatgttgeag

ES 2678 647 T3

Gly Thr His

Val Gln

315

Ser

Ile Leu Asn

330

Leu Thr

345

Gly

Asn Val Pro

Gln Gly Met

Ile Thr Leu

395

Cys Arg

410

Arg

Gln
425

Ser Val

ttettgtgge
ccgcccaagg
tacacccagc
tgggtggaag
ccaggecgea
cgegcaaage
ttgtacacca

cgttecatgy

Ile
300

Cys

Glu Ala

Phe Thr

Leu Ala

350

Pro
365

Gly

Tyr Pro

380

Thr Ser

Thr Leu

Arg Glu

430

tggagcgecg
gccaaagcac
cagtggegec
acgacgagtt
ttegegaatt
cccktgtggga
aggtgcacca

ccgacaaccee

98

Asp

Lys

Ala

Pro

Gln

val

Tyr

Pro

Leu

Pro Ala

Ser Arg

320

Leu Thr

335

Lys Trp

Glu Pro

Ser Ile

val Asp

400

Ser Met

415

Glu Ile

caaccaaccc
tattgattat
tttcagettg
tgaccttgag
getggaactg
agcctatgte
tgecgetggtg

ggagatcatg

60

120

180

240

300

360

420

480



gacattccac
tcggaagggt
agcttgecca
cctgattttg
tecgegoogag
ctgaacatga
ttgagcgage
cgcaaagacqg
gacaccgaag
gaacggtttg
attagcggat
atttcgaatg
gtatatccceg
gctggcaage
ctgttgcagt

aaagccaatc

<210> 35
<211> 470
<212> PRT

cgttgtggge
tggtcaccat
aggtggtgaa
tatcggtgat
tggcegecca
ctttgaacga
tgaatgcget
acacggcaac
accctgttga
ccagecatgaa
tcaacatgtt
tgcegggece
tttcactget
tggagtttgg
ttctggaaga

tgaaaaageg

caacccgaat
gctgggccag
ggaagtgggy
acaggccecy
atcttggtece
tgtggtgetg
gcccgegeyge
cggtaaccat
gcggattgaa
tcaaactgaa
gaccggectg
caagcacacc
gctggatggy
tttggtegeg
cggcoctggtt

caacgcggcet

<213> Limnobacter sp. MED105

<400> 35
Met Lvs
1

Arg Asn

Lys Gly
35

Arg Thr

Arg Leu
65

Ala His

Ala

Gln

Gln

Tyr

Gly

Phe

Leu Thr

Pro Met

20

Ser Thr

Thr Gln

Met Trp

Ile His

85

Pro

His

Ile

Pro

Phe

70

Leu

Asn Asp

Val Gly

Asp Tyr

40

val
55

Ala
Val

Trp

Ser Leu

Gln

Gly

25

Val

Pro

Glu

Pro

ES 2678 647 T3

ttgcggggtt
gtgctggaca
cgatccetygt
cgeagtgtgt
atggagecgea
gacatgtgtyg
cegetggtgg
gtggecctgt
accattgcge
atcatgaact
gcgccgaagt
ctgtatttca
caggccttga
tgocecgcagaa
gagctggaag

tga

Leu Phe

10

Leu Val

His Lys

Phe

Asp
75

Lys Pro

90

Ser

Asp

cggttecagceg
ccgccaaaac
ggcaaaccag
tgaaccgecg
tcaaggettg
gttaggoctt
ccatggtgee
tgttggocaa
gttcagtgaa
acgtggeocac
tgcaggeett
atggegecaga
acattacctt

ccatgectte

aagcggcegyge

Leu Trp

Leu Leun

30

Val val

45

Leu
60

Arg
Glu

Phe

Gly Arg

99

Leu

Lys

Ala

Leu

Asp

Ile

ttcagaggcg
ccaactgttce
cgtggecgat
tattactgce
cgcaaccgygc
gogttoctac
ggtgtcogett
tttggecaca
ccattccaaa
catgatggge
caacattgtyg
ggtagatggt
gaacagctat
catgcagegt

caaggaagec

Glu
15

Arg
Pro Pro
Asp Met
Ser

Lys

Glu
80

Leu

Arg Glu

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1413



Leu

Lys

Val

Cys

145

Asp

Arg

Asp

Val

Ser

225

Ser

Cys

Cys

Ala

Thr

305

Asp

Asn

Leu

Pro

Ala

130

Met

Ile

Ser

Thr

Gly

210

val

Arg

Ala

Gly

Arg

290

Ala

Thr

His

Glu

Leu

115

Leu

Lys

Pro

Glu

Ala

195

Arg

Ile

Arg

Thr

Ser

275

Pro

Thr

Glu

Ser

Leu

100

Trp

Tyr

Met

Pro

Ala

180

Lys

Ser

Gln

val

Gly

260

Ala

Leu

Gly

Asp

Lys
340

Thr

Glu

Thr

Leu

Leu

165

Ser

Thr

Leu

Ala

Ala

245

Leu

Leu

val

Asn

Pro

325

Glu

Ser

Ala

Lys

Gln
150

Trp

Glu

Gln

Trp

Pro

230

Ala

Asn

Arg

Ala

His

310

val

Arg

Lys

Tyr

val

135

Arg

Ala

Gly

Leu

Gln

215

Arg

Gln

Met

Ser

Met

295

Val

Glu

Phe

Leu

Val

120

His

Ser

Asn

Leu

Phe

200

Thxr

Ser

Ser

Thr

Tyr

280

val

Ala

Arg

Ala

His

105

Ile

His

Met

Pro

Val

185

Ser

Ser

Val

Trp

Leu

285

Leu

Pro

Leu

Ile

Ser
345
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Ala

Asp

Ala

Ala

Asn

170

Thr

Leu

Val

Leu

Ser

250

Asn

Ser

val

Leu

Glu

330

Met

Ser

Gly

Leu

Asp

155

Leu

Met

Pro

Ala

Asn

235

Met

Asp

Glu

Ser

Leu

315

Thr

Asn

Pro

Leu

val

140

Asn

Arg

Leu

Lys

Asp

220

Arg

Glu

Val

Leu

Leu

300

Ala

Ile

Gln

100

Leu

Glu

125

Asp

Pro

Gly

Gly

Val

205

Pro

Arg

Arg

Val

Asn

285

Arg

Asn

Ala

Thr

Asp

110

Asp

Gly

Glu

Ser

Gln

130

Val

Asp

Ile

Ile

Leu

270

Ala

Lys

Leu

Arg

Glu
350

Arg

Gly

val

Ile

val

175

val

Lys

Phe

Thr

Lys

255

Ala

Leu

Asp

Ala

Ser

335

Ile

Ala

Arg

Ala

Met

160

Gln

Leu

Glu

Val

Ala

240

Ala

Met

Pro

Asp

Thr

320

val

Met



Asn Tyr

Gly Leu

370

Pro
385

Gly
Val Tyr
Leu Asn
Thr

Arg

Val
450

Leu

Lys
465

Lys

<210> 36
<211> 1422
<212> ADN

Val

355

Ala

Pro

Pro

Ser

Met

435

Glu

Arg

Ala Thr

Pro

Lys

Lys His

Met

Leu

Thr

Met Gly

360

Gln
375

Ala

Leu Tyr

390

Val Ser

4058

Tyr Ala

420

Pro Ser

Glu

Leu

Asn Ala

Leu

Gly

Met

Glu

Leu Leu

Lys Leu

Gln Arg

440

Ala
455

Ala

Ala

470

<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 36

atgaaacgtc
atgcatgtgg
cgtgacatgg
ctggcectggt
ategatctgg
ctgggeatte
gaatgccacg
cactcgatga
cacgaacget
aaaaccgaca
ctgcaggeag

cgacacecqgy

tcggaaccct
gtacgcttca
tcactcgaat
ccggtttect
attatcacgt
tggtatecceg
ttattgaagqg
ttgacggcat
gceaatatgee
aagaggccag
acatggcacc

aagacggact

ggatgcctec
gattttctca
gaaagaagoe
cgggegtgty
coggoacteoa
gcectgecactet
cctggagaat
cagcggcgty
accgecetygg
tgteeccegee
caggctgtgg

gacaegeecee
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Ile Ser Gly

Phe Asn Ile

Phe Asn Gly

395

Asp Gly Gln

410

Glu
425

Phe Gly

Leu Leu Gln

Ala Lys Glu

tggctggegg
ctgcctgaag
ggegatgtgg
atcgoccagy
goectgoceo
aaccccctgg
aaccgttttg
cgactgatgc
acggtacgee
geggtttcec
caggccggeca

ttecaceggee

Phe Asn

365

val
380

Ile

Ala Glu

Ala Leu

Leu Val

Phe Leu

445

Ala
460

Lys

ttgaatctga
gcgcaccaga
caccaccctg
cctggaaagt
gececeggegyg
attttteeceg
ccectttacac
agagggtgct
cgcaccaacyg
aggccatgga
atcgcctggt

cggtttecgt

101

Met

Ser

val

Asn

Ala

430

Glu

Ala

Leu Thr

Asn Val

Asp Gly

400

Ile
415

Thr

Cys Arg

Asp Gly

Asn Leu

agacaccccg
aaccttcctg
gggatacaaa
cgataaggat
tgagegagaa
cectetttgg
caaaatgcac
caccaccgat
cogtggegea
cgccctgaaa
gcatteggtt

gctcaaccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



cgggttacgg
ctggetcatyg
ctgegacget
cceggtgaata
goctegetgg
acccgacggg
atgctgctga
ccagtcttea
ggtgcacegge
atcacetgee
ctgccaagca

ctgatactge

<210> 37
<211> 473
<212> PRT

cgcageggeg
cttecggegyg
ttetggegga
tccggecgge
ccaccgacga
ccaaggaaca
tgtcacccta
acgtgactat
ttgaggccat
tgagctacge
tgcagaaact

cgoccgaagaa

attegccacc
ctoecctgaac
gcagaacaat
agacgacgag
agctgateceg
cctgcagaaa
cattctgcag
ttccaacgtg
gtatccggta
cggategetyg
ggcggtttat

gogogecega

<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 37
Met Lys
1

Glu Asp

Glu Gly

35

Glu Ala

50

Gly Phe

Ile Asp
Glu

Gly

Leu Asp

Arg Leu

Thr

Ala

Gly

Leu

Leu

Arg

Phe
115

Gly
5

Pro Met

20

Pro Glu

Asp Val

Gly Arg

Asp Tyr

85

Glu
100

Leu

Ser Arg

Thr

His

Thr

Ala

val

His

Gly

Pro

Leu Asp

Val Gly

Phe Leu

40

Pro Pro

55

Ile Ala

Val Arg

Ile Leu

Leu Trp

120

Ala

Thr

25

Arg

Trp

Pro

His

val

105

Glu
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cagcactatc
gatatogtge
ctgcecgaca
ggtacgggca
ttgaacogec
cttcccaaaa
ttgatgtcgg
ccocggeccgg
tcgetgateg
aattteggtt
accggtgagg

acccgeaagt

Ser
10

Trp

Leu Gln

Asp Met

Gly Tyr

Ala Trp

Ser Ala

20

Ser

Cys His

Arg

aactggatcg
tttacctgtyg
ccecactgac
cccagatcag
tgcaacagat
gcgecactgac
gtcteggggy
aagacacgect
ctcacggcgy
ttacecggetyg
ctctggatga

aa

Leu Ala

Ile Phe

30

Thr
45

Val

Lys Leu

60

Lys Vval

Pro

Leu

Leu His

Vval

Ser

Arg

Ala

Asp

Arg

Ser

gctgaagaac
tggcacggeg
ggccggtata
tttecatgatt
caaaacctceg
ccagtacacc
gcggatgega
gtattatgaa
cgcactgaat
togggatacg

gctggaatcg

Glu
15

Ser
Leu Pro
Met Lys
Trp Ser
Lys

Asp

Pro
95

Gly

Asn Pro

110

val Ile

125

102

Glu

Gly Leu

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1422



Glu

Asp

145

Pro

Arg

Ser

Leu

Asp

225

Arg

Arg

val

Asn

Arg

305

Ala

Ile

Lys

Leu

Asn

130

Gly

Glu

Arg

Gln

Trp

210

Gly

val

Leu

Leu

Asn

290

Pro

Ser

Lys

Ser

Gln

Asn

Ile

Arg

Gly

Ala

195

Gln

Leu

Thr

Lys

Tyr

275

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

355

Leu

Arg

Ser

Cys

Ala

180

Met

aAla

Thr

hla

Asn

260

Leu

Pro

Asp

Ala

Ser

340

Leu

Met

Phe

Gly

Asn

165

Lys

Asp

Gly

Ala

Gln

245

Leu

Cys

Asp

Asp

Thr

325

Thr

Thr

Ser

Ala

val

150

Met

Thr

Ala

Asn

Pro

230

Arg

Ala

Gly

Thr

Glu

310

Asp

Arg

Gln

Gly

Leu

135

Arg

Pro

Asp

Leu

Arg

218

Phe

Arg

His

Thr

Pro

295

Gly

Glu

Arg

Tyr

Leu

Tyr

Leu

Pro

Lys

Lys

200

Leu

Thr

Phe

Ala

Ala

280

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

360

Gly
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Thr

Met

Pro

Glu

185

Leu

val

Gly

Ala

Ser

265

Leu

Thr

Gly

Asp

Lys

345

Met

Gly

Lys

Gln

Trp

170

Ala

Gln

His

Pro

Thr

250

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

330

Glu

Leu

Arg

Met

Arg

155

Thr

Ser

Ala

Ser

Val

235

Gln

Gly

Arg

Gly

Gln

315

Leu

His

Leu

Met

His

14Q

val

val

val

Asp

val

220

Ser

Hisg

Ser

Phe

Ile

300

Ile

Asn

Leu

Met

Arg

103

His

Leu

Arg

Pro

Met

205

Arg

val

Tyr

Leu

Leu

285

Pro

Ser

Arg

Gln

Ser

365

Pro

Ser

Thr

Pro

Ala

190

Ala

His

Leu

Gln

Asn

270

Ala

Val

Phe

Leu

Lys

350

Bro

Val

Met

Thr

His

175

Ala

Pro

Pro

Asn

Leu

255

Asp

Glu

Asn

Met

Gln

335

Leu

Tyr

Phe

Ile

Asp

160

Gln

Val

Arg

Glu

His

240

Asp

Ile

Gln

Ile

Ile

320

Gln

Pro

Ile

Asn



370

Vval Thr

385

Gly Ala

Gly Ala

Gly Phe

Val Tyr

450

Pro
465

Lys

<210> 38
<211> 1470
<212> ADN

Ile

Arg

Leu

Thr

435

Thr

Lys

Ser Asgsn

val

375

Pro Gly

390

Glu
405

Leu

Asn Tle

420

Gly Cys

Glu

Gly

Arg Ala

Ala

Thr

Arg

Ala

Arg

Met Tyr

Leu

Cys

Thr
440

Asp

Leu
455

Asp

Thr Arg

470

<213> Marinobacter adhaerens

<400> 38

atgaaacgcc
atgcatgtgg
cgggacatgg
cttgcectggt
atcgatctgg
ctgggcatat
gaatgccacg
cattccatga
cccgacaaac
aaatccgatt
ctgcaagegg
cgtcacceoeg
cgggttaceg
cttgoccacg

ctecaggegtt

tgggaacgct
gcaacctgeca
tgacccgeat
ccggactgtt
attaccacgt
tggtatcgeg
ttatcgaggg
ttgatggcat
gggacatgcc
ccgaggecag
atatggegece
aggatggtet
goecagegeeg
tttecggege

ttetgetgga

ggatgcectct
gatctttteg
gaaggaaacc
gggtcogggta
gcgtcactcg
cctgeactec
cctegagaat
cagtggtgta
gccaccetgg
cgtgecegge
acgtetgttyg
cacggcaceg
gtttgeecace
ttcectcaac

acagaatgaa
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Pro Glu Asp

395

Vval
410

Pro Ser

Ser Ala

425

Tyr

Leu Pro Ser

Glu Leu Glu

Lys

tggctggeeg
ctaccggagg
ggegatgteg
ctggcgecgg
gcactgeccge
aacceccetgg
aaccgttttg
cgcctgatge
tcggttegge
goggteteac
caagcegggea
tttaccggge
cagcattacce
gatategtte

ctgocggacg

380

Thr Leu

Ile

Leu

Gly Ser

Tyr

Ala

Leu

Glu
400

Tyr

His
415

Gly

Asn Phe

430

Met Gln

445

Ser Leu

460

tagaatctga
gcgeccetga
cgececcectg
gctggaaagt
gceecggegy
actttgececg
cgctctacac
aacgggtact
cggagcgccg
aggccatgga
acaggttggt
cegtgtecaa
agctcegacag
tgtacctgtg

ctececcteac

104

Lys

Ile

Leu Ala

Leu Pro

agacaccccc
aaccttecte
gggtttaaag
cgacaagaaa
tgaacgggaa
ccecactctgg
caagatgcat
gacaaccgat
tegeggeage
ggcactgaaa
geatteggte
gatcaatcac
gatcaaggag
cggaactgec

cgeeggeata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ccggttaaca
tettogettg
acgcgaaggyg
atgctectga
ceggtattta
ggcgcgaaac
atcacectgce
ctgccgagea
ctgattcttc

cagccgacga

<210> 39
<211> 489
<212> PRT

tecoggecgte
cgaccgacga
ccaaagagea
tgtcgectta
acgtcacgat
tggaagccat
tgagctatga
tgcagagact
cgccaaaggc

aaaagagtaa

cgatgacgaa
agocgatoeg
tttgecagaag
tattctgeag
ttecaatgtyg
gtaccctgte
cggttcactg
tgeggtttac
caaaccgaaa

agcggactga

<213> Marinobacter adhaerens

<400> 39
Met Lys
1

Glu Asp

Glu Gly

35

Glu Thr

50

Gly Leu

Ile Asp

Gly Glu

Leu Asp

Glu Asn

130

Arg Leu

Thr

Ala

Gly

Leu

Leu

Arg

Phe

115

Asn

5

Pro Met

20

Pro Glu

Asp Val

Gly Arg

Asp Tvyr

85

Glu
100

Leu
Ala

Arg

Arg Phe

Gly Thr Leu

His

Thr

Ala

val

His

Gly

Pro

Ala

Asp

Val Gly

Phe Leu

40

Pro Pro

55

Leu Ala

Val Arg

Ile Leu

Leu Trp

120

Leun
135

Tyr
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gggacaggca
ctgacecogec
ctgcccaaaa
ctgatgtceg
caggggecce
tcgctgatta
aacttcgget
acgggtgagy

gotgeggeca

Ala Ser

10

Trp

Asn Leu Gln

25

Arg Asp Met

Trp Gly Leu

Pro Gly Trp

15

Ser Ala

30

His

Val
105

Ser Arg

Glu Cys His

Thr Lys Met

cccagatcag
tgcaaaacat
gegegetecac
gcettggegy
agagaacget
ctcacggtgg
atacgggctg
cactggacga

agecccagtge

Leu Ala

Ile Phe

30

Thr
45

Vval

Lys Leu

60

Lys Vval

Pro

Leu

Leu His

Val

Ser

Arg

Ala

Asp

Arg

Ser

tttcatgate
caaggegtca
ccagtacacc
togecatgegg
ctactacgag
cgctttgaac
cagggatacc
actggaaagc

gocgogeoaaa

Glu
15

Ser

Leu Pro

Met Lys

Trp Ser

Lys Lys

80

Pro
95

Gly

Asn Pro

110

val Ile

125

His His

140

105

Glu

Ser

Gly Leu

Met Ile

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



Asp

145

Pro

Arg

Ser

Leu

Asp

225

Arg

Arg

val

Asn

Arg

305

Ser

Tle

Lys

Leu

val
385

Gly

Asp

Arg

Gln

Leu

210

Gly

val

Ile

Leu

Glu

290

Pro

Ser

Lys

Ser

Gln

370

Thr

Ile

Lys

Gly

Ala

195

Gln

Leu

Thr

Lys

Tyr

275

Leu

Ser

Len

Ala

Ala

355

Leu

Ile

Ser

Arg

Ser

180

Met

Ala

Thr

Gly

Glu

260

Leu

Pro

Asp

Ala

Ser

340

Leu

Met

Ser

Gly

Asp

165

Lys

Glu

Gly

Ala

Gln

245

Leu

Cys

Asp

Asp

Thr

325

Thr

Thr

Ser

Asn

Val

150

Met

Ser

Ala

Asn

Pro

230

Arg

Ala

Gly

Ala

Glu

310

Asp

Arg

Gln

Gly

val
330

Arg

Pro

Asp

Leu

Arg

215

Phe

Arg

His

Thr

Pro

295

Gly

Glu

Arg

Tyr

Leu

375

Pro

Leu

Pro

Ser

Lys

200

Leu

Thr

Phe

Val

Ala

280

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

360

Gly

Gly

Met

Pro

Glu

185

Leu

val

Gly

Ala

Ser

285

Leu

Thr

Gly

Asp

Lys

345

Met

Gly

Pro
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Gln

Trp

170

Ala

Gln

His

Pro

Thr

250

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

330

Glu

Leu

Arg

Gln

Arg

155

Ser

Ser

Ala

Ser

Val

235

Gln

Ala

Arg

Gly

Gln

315

Leu

His

Leu

Met

Arg
395

Val

Val

val

Asp

val

220

Ser

His

Ser

Phe

Ile

300

Ile

Thr

Leu

Met

Arg

380

Thr

106

Leu

Arg

Pro

Met

205

Arg

Lys

Tyr

Leu

Leau

285

Pro

Ser

Arg

Gln

Ser

365

Pro

Leu

Thr

Pro

Gly

130

Ala

His

Ile

Gln

Asn

270

Leu

val

Phe

Leu

Lys

350

Pro

val

Tyr

Thr

Glu

175

Ala

Pro

Pro

Asn

Leu

255

Asp

Glu

Asn

Met

Gln

335

Leu

Tyr

Phe

Tyr

Asp

160

Arg

val

Arg

Glu

Hisg

240

Asp

Ile

Gln

Ile

Ile

320

Asn

Pro

Ile

Asn

Glu
400



Gly Ala

Gly Ala

Gly Tyr

Val Tyr

450

Pro
465

Lys

Gln Pro

<210> 40
<211> 1458
<212> ADN

<213> Marinobacter algicola

<400> 40

atgaaacgcc
atgcacgtcg
agagacatgc
ctegeetttt
ctggatcteg
cttggecatcc
gaatgccaca
cattccatga
cecggtgaga
aagacagatt
attcaggccg
cggcaccegg
cgggtecacecg
gtegeccagyg
ctgegeoeget

ceggtgaata

Lys

Leu

Thr

435

Thr

Ala

Thr

Glu
405

Leu

Asn Ile

420

Gly Cys

Glu

Gly

Lys Pro

Ala

Thr

Arg

Ala

Lys

Met Tyr

Leu

Cys

Thr
440

Asp

Leu
455

Asp

Ala Ala

470

Lys Lys

485

tgggcacact
gcaacctgeca
tcgeccecgeat
cggggtteet
actaccacgt
tggtatccag
ttatcgaggg
ttgatggecat
ttaatatget
ccgaagecag
acatggcgece
aagaggggct
gtcagcggeyg
cgtecaacgg
ttcttgttga

tcocgeeocecte

Ser

Lys Ala

ggacgcttec
gattttttea
gaaagccgat
gggecgectg
tegacacteg
gctgeattee
cctggagaac
aageggtgtt
gecgecatygg
catttcagee
gaggctctgg
gaccgcgcecc
gtttgccace
ctecctgaac
acaggatggt

cgatgaccag

ES 2678 647 T3

val
410

Pro Ser

Ser
425

Tyr Asp

Leu Pro Ser

Glu Leu Glu

Ala Pro

475

Lys

Asp

tggttggegg
ctaccggaag
gccgatgtag
gtegeececegt
gegttgeege
aaccegetgg
aaccgttttg
cggctgatge
teggtacgoee
geecctgtoce
aatgcgatga
tttgeccggec
cagcactacc
gacattgtge
ttgcoccggata

ggcacgggca

Leu Ile

Gly Ser

Thr

Leu

His
415

Gly

Asn Phe

430

Gln
445

Met

Ser Leu

460

Ser Ala

tggaatcgga
atgctcecgga
cgccgeectg
cctggaaggt

goeccoggeay

atttttcceg
ccetetacac
agegggtget
cggageggac
aggccatgga
accgcctgat
cggtttcege
agctcgaacyg
tetacctetg
cgecacteac

cccagatcag

107

Arg

Ile

Pro

lLeu Ala

Leu Pro

Arg Lys

480

agacacccceg
gacgtttcta
gtgctacaag
cgacaagaag
tgaacgggaa
cecegetttgg
caagatgcat
cagcgaggac
acggggceage
agccctgagy
ccagtccgeca
cctcaatcac
gatcaaacag
tggcactgcoce
cgecggaatt

cttcatgatt

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

800

960



geetcactgg cgaccgacga agoccgatcec

acccgecaggg ccaaacaaca ccttcagaaa

atgetgetga tgtegeoecta catcoetgeoag

ccggtgttca acgtgaccat ctccaacgtg

ggagcacgac tggaggcgat gtacccggtt

attacttgcc tgagctacgc cggctcgetce

ttgeccagta tgcagaaget ggeggteotac

ctggttteoge caccaccaaa tcagaccaaa

actgcggaaa agagctaa

<210> 41

<211> 485

<212> PRT

<213> Marinobacter algicola

<400> 41

Met Lys Arg Leu Gly Thr Leu Asp

1 5

Glu Asp Thr Pro Met His Val Gly

20

Glu Asp Ala Pro Glu Thr Phe Leu
35 40

Ala Asp Ala Asp Val Ala Pro Pro

50 55

Gly Phe Leu Gly Arg Leu Val Ala

65 70

Leu Asp Leu Asp Tyr His Val Arg

85
Ser Glu Arg Glu Leu Gly Ile Leu
100

Leu Asp Phe Ser Arg Pro Leu Trp
115 120

Glu Asn Asn Arg Phe Ala Leu Tyr

130 135

ES 2678 647 T3

ctecaagegge
ctgcegogta
ttgatgtcag
ccagggccag
tcgcttattg
aacttcggtt
accggtgagyg

accaacgete

Ala Ser

10

Trp

Asn Leu Gln

25

Arg Asp Met

Trp Cys Tyr

Pro Ser Trp

15

His Ser Ala

Val
105

Ser Arg

Glu Cys His

Thr Lys Met

tgaagagcat
aagccctgac
gcctgggegg
gggaaaccct
cccacggcgg
tcacgggctg
ctttggatga

gaaaggcgea

Leu Ala

Ile Phe

30

Ala
45

Leu

Lys Leu

60

Lys Val

Pro

Leu

Leu His

val

Ser

Arg

Ala

Asp

Arg

Ser

caaacactct
ccaatacacc
goegaatgege
ttactatgaa
tgcgectcaac
ccgcgatacg
actggaaage

tocgcaaaaag

Glu
15

Ser

Leu Pro

Met Lys

Phe Ser

Lys Lys

80

Pro Gly

Asn Pro

110

Ile Ile

125

His His

140

108

Glu

Ser

Gly Leu

Met Tle

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1458



Asp

145

Pro

Thr

Ser

Leu

Glu

225

Arg

Arg

val

Asp

Arg

305

Ala

Tle

Arg

Leu

val
385

Gly

Gly

Arg

Gln

Trp

210

Gly

val

Ile

Leu

Gly

290

Pro

Ser

Lys

Lys

Gln

370

Thr

Ile

Glu

Gly

Ala

195

Asn

Leu

Thr

Lys

Tyr

275

Leu

Ser

Len

His

Ala

355

Leu

Ile

Ser

Tle

Ser

180

Met

Ala

Thr

Gly

Gln

260

Leu

Pro

Asp

Ala

Ser

340

Leu

Met

Ser

Gly

Asn

165

Lys

Glu

Met

Ala

Gln

245

Val

Cys

Asp

Asp

Thr

325

Thr

Thr

Ser

Asn

Val

150

Met

Thr

Ala

Asn

Pro

230

Arg

Ala

Gly

Thr

Gln

310

Asp

Arg

Gln

Gly

val
330

Arg

Leu

Asp

Leu

Arg

215

Phe

Arg

Gln

Thr

Pro

295

Gly

Glu

Arg

Tyr

Leu

375

Pro

Leu

Pro

Ser

Arg

200

Leu

Ala

Phe

Ala

Ala

280

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

360

Gly

Gly

Met

Pro

Glu

185

Ile

Ile

Gly

Ala

Ser

265

Leu

Thr

Gly

Asp

Lys

345

Met

Gly

Pro

ES 2678 647 T3

Gln

Trp

170

Ala

Gln

Gln

Pro

Thr

250

Asn

Arg

Ala

Thr

Pro

330

Gln

Leu

Arg

Gly

Arg

155

Ser

Ser

Ala

Ser

Val

235

Gln

Gly

Arg

Gly

Gln

315

Leu

His

Leu

Met

Glu
395

Val

Val

Ile

Asp

Ala

220

Ser

His

Ser

Phe

Ile

300

Ile

Lys

Leu

Met

Arg

380

Thr

109

Leu

Arg

Ser

Met

205

Arg

Ala

Tyr

Leu

Leau

285

Pro

Ser

Arg

Gln

Ser

365

Pro

Leu

Ser

Pro

Ala

130

Ala

His

Leu

Gln

Asn

270

val

val

Phe

Leu

Lys

350

Pro

val

Tyr

Glu

Glu

175

Ala

Pro

Pro

Asn

Leu

255

Asp

Glu

Asn

Met

Lys

335

Leu

Tyr

Phe

Tyr

Asp

160

Arg

Leu

Arg

Glu

Hisg

240

Glu

Ile

Gln

Ile

Ile

320

Ser

Pro

Ile

Asn

Glu
400



Gly Ala

Gly

Ala

Gly Phe

Arg

Leu

Thr

Glu
405

Leu

Agn Ile

420

Gly Cys

435

Val Tyr

450

Pro Pro

465

Thr Ala

<210> 42
<211> 1470
<212> ADN

Thr

Asn

Glu

Gly Glu

Gln Thr

Ala

Thr

Arg

Ala

Lys

Met Tyr

Leu

Cys

Thr
440

Asp

Leu
455

Asp

Thr Asan

470

Ser
485

Lys

<213> Marinobacter sp. ELB17

<400> 42

atgaaacgcc
atgcacgtgg
ggcgacttgg
ctggtatgge
attgatctgg
ctgggggaac
gagtgccaca
cactgcatga
cccgacgagc
aagaccgaca
ctgcagttgg
cgecateegg
cgggttactyg
atggceoegeg
ttgecggegtt

ceggteoaaca

tggcaacatt
gcaacttgeca
tcaaaagcat
caggctttet
attatcacgt
tggtatcgeg
tgatcgaagg
ttgatggecat
gcgacatgct
gegaggecag
gcttggcace
aagacggtet
gccagcgecg
ccetegyggeag
ttctgectgga

ttecgeeocegge

ggacgcgtct
gattttcage
gaagcaagce
gggaecgegtt
gegecacteg
ccetgeactece
gctggaacac
cagtggtgta
gccacccectgg
agtgoegggt
acggctgtgg
gaccgegeca
cttegecace
ctegatgaac
acaggacgat

ggatgacgaa

ES 2678 647 T3

val
410

Pro Ser

Ser Ala

425

Tyr

Leu Pro Ser

Glu Leu Glu

Ala Arg Lys

475

tggctagcgg
ctgcccgaca
ggtaatgttg
ctggegecca
gccctaccaa
aaccegetgg
aaccgttttg
cgectgatge
tcagtacgcc
gcetatatoce
caagccagca
ttcaceggee
cagcagtatc
gacattgtge
ttgcctgaaa

ggcacaggaa

Leu Ile

Gly Ser

Ala

Leu

His
415

Gly

Asn Phe

430

Met Gln

445

Ser Leu

460

Ala Pro

tcgagtctga
acgccccatce
agcttceetg
cctggaageca
aacceggtgyg
atctgtegeg
ccctgtacac
aaagggtget
cggaaagcac
aagctatgga
atcgectgat
cggtttocaa
agttagaaga
tgtatttgtg
tatcattaac

cccagatcag

110

Lys

val

Arg

lLeu Ala

Ser Pro

Lys Lys

480

cgatacaccc
tacattecgeg
gggctgeaag
cgacaagcat
tgaacgcgaa
gecgetgtgyg
gaagatgecat
gagcaaatce
gcgcggcaaa
agctetcaaa
tcactecggta
gatcaatcat
tatgaaagcc
cggtactgeg
agcaggcata

cttcatgatt

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

%00

960



gcegocectgg
togtgecaaag
atgatgctga
ccggtattta
ggcgccaaac
attacttgcc
ttacccagca
ctgoetgttac

aagocogegyg

<210> 43
<211> 489
<212> PRT

ccaccaacca
ccaaagagca
tgtcgeecta
acgtaaccat
tcgaagccat
tgagctatgc
tgcagaaget
cgccaaagaa

tgaacagcaa

acctgateceg
cttgcaaaaa
catattgecag
ctccaacgtt
gtatccggtg
cggatcattg
ggccgtgtat
aaaacccagc

cgctagetga

<213> Marinobacter sp. ELB17

<400> 43
Met Lys
1

Asp Asp

Asp Asn

35

Gln Ala

50

Gly
65

Phe

Ile Asp

Gly Glu

Leu Asp

Glu His

130

Asp Gly

Arg Leu

Thr

Ala

Gly

Leu

Leu

Arg

Leu

115

Asn

Ile

5

Pro Met Hi

Pro Ser

Asn Val Gl

Gly Arg

70

Asp Tyr Hi

85

Glu
100

Leu Gl

Ser Arg

Arg Phe Al

Ser Gly

Ala Thr Leu

Thr

Val

Pro

Val

Asp

s Val Gly

Phe Ala

40

u Leu Pro

55

Leu Ala

s Val Arg

¥y Glu Leu

Leu Trp

120

a Leu
135

Tyr

Arg Leu

ES 2678 647 T3

ctaacgcgec
ttgceocaaga
ctgatgtetyg
ccggggocca
tcgctgatca
aactttggtt
accggggaag

ccacgcaaac

Ala Ser

10

Trp

Asn Leu Gln

Gly Asp Leu

Trp Gly Cys

Pro Thr Trp

75

Ser Ala

90

His

val
105

Ser Arg

Glu Cys His

Thr Lys Met

Met Gln Arg

tgaaatgcat
aagegttgac
gcttgggegg
ccgaagatct
cccacggcgyg
tcactggttg
cattggaaga

ctagaacgge

Leu Ala

Ile Phe

Val Lys

45

Lys Leu

&0

Lys His

Pro

Leu

Leu His

Vval

Ser

Ser

val

Asp

Lys

Ser

caaggaatct
ccaatacacc
goegeatgoga
ttattacgaa
agcgttgaac
ccgcgacace
actcagaacc

cgcgaaaaag

Glu
15

Ser
Leu Pro
Met Lys
Fro

Trp

Hig
80

Lys

Pro
95

Gly

Asn Pro

110

Met Ile

125

His His

140

Val Leu

111

Glu

Cys

Ser

Gly Leu

Met

Ile

Lys Ser

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



145

Pro

Thr

Ser

Leu

Asp

225

Arg

Asp

val

Asp

Arg

3035

Ala

Ile

Lys

Leu

Val
385

Asp

Arg

Gln

Trp

210

Gly

Val

Met

Len

Asp

280

Pro

Ala

Lys

Lys

Gln

370

Thr

Glu

Gly

Ala

1985

Gln

Leu

Thr

Lys

Tyr

275

Leu

Ala

Leu

Glu

Ala

355

Leu

Ile

Arg

Lys

180

Met

Ala

Thr

Gly

Ala

260

Leu

Pro

Asp

Ala

Ser

340

Leu

Met

Ser

Asp

165

Lys

Glu

Ser

Ala

Gln

245

Met

Cys

Glu

Asp

Thr

325

Ser

Thr

Ser

Asn

150

Met

Thr

Ala

Asn

Pro

230

Arg

Ala

Gly

Ile

Glu

310

Asn

Cys

Gln

Gly

val
330

Leu

Asp

Leu

Arg

215

Phe

Arg

Arg

Thr

Ser

295

Gly

Gln

Lys

Tyr

Leu

375

Pro

Pro

Ser

Lys

200

Leu

Thr

Phe

Ala

Ala

280

Leu

Thr

Pro

Ala

Thr

360

Gly

Gly

ES 2678 647 T3

Pro

Glu

185

Leu

Ile

Gly

Ala

Ser

265

Leu

Thr

Gly

Asp

Lys

345

Met

Gly

Pro

Trp

170

Ala

Gln

His

Pro

Thr

250

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

330

Glu

Met

Arg

Thr

155

Ser

Ser

Leu

Ser

val

235

Gln

Ser

Arg

Gly

Gln

315

Leu

His

Leu

Met

Glu
395

val

Val

Gly

val

220

Ser

Gln

Ser

Phe

Ile

300

Ile

Thr

Leu

Met

Arg

380

Asp

112

Arg

Pro

Leu

205

Arg

Lys

Tyr

Met

Leu

285

Pro

Ser

Arg

Gln

Ser

365

Pro

Leu

Pro

Gly

130

Ala

His

Ile

Gln

Asn

270

Leu

Val

Phe

Leu

Lys

350

Pro

Val

Tyr

Glu

175

Ala

Pro

Pro

Asn

Leu

255

Asp

Glu

Asn

Met

Lys

335

Leu

Tyr

Phe

Tyr

160

Ser

Ile

Arg

Glu

His

240

Glu

Ile

Gln

Ile

Ile

320

Cys

Pro

Ile

Asn

Glu
400



Gly Ala

Gly Ala

Gly Phe

Val Tyr

450

Pro
465

Lys

Lys Pro

<210> 44
<211> 1566
<212> ADN

Lys

Leu

Thr

435

Thr

Lys

Ala

Glu
405

Leu

Agn Ile

420

Gly Cys

Glu

Gly

Lys Pro

Ala

Thr

Arg

Ala

Ser

Met Tyr

Leu

Cys

Thr
440

Asp

Leu Glu

455

Pro Arg

470

Val Asn

485

<213> Petunia x hybrida

<400> 44

atgaaatctc
gaaaccaagc
tctecgactg
gecectggaca
aagcaccogce
tgggtccaga
cagcteogaga

ctggaccgta

ctgetgeteg
aaaaaacgcc
cattaccetygg
ctgatgttca
ccggactcectg
aagetegtga
gcaggtctgt

accgaacgta

tggcgaccga
gcaaaaccat
cgegtetgtt
ctegeattte
gtttcactte
cgaagatcga
goccggacaa

ctaaaccgct

cctgecacgeg
gtacgacecee
cegtgatetyg
tcatcactgt
agtctocgegt
agaacgccat
ctaaatacct

acaacaatct

Ser

Asn Ala

actgcgtaac
cgaggagtac
ccacgacgeg
cocogeagecyg
tcectcatggtg
cctcgaccag
gtttgtagag

gtgggacctc

tcagacegeg
gtecggttac
getgtteatt
gatcttecte
tcgtegtate
gaacatgacg
gaaccgtcge

goccgaagaac

Pro

Ser

425

Leu

Glu

Lys

ES 2678 647 T3

val
410

Ser

Ala

Tyr

Ser

Pro

Leu

Pro
475

Ser

cgctettctg
gaaacggttg
aatttcaacg
attaaggaca
gtegatgaag
cacatcattg
gactacatcet

cacctggtaa

gacgagctga
agcaccaaag
cgeatgateg
aaagacacga
gttcacegta
atcaacgacg
tacgcggtag

atcogtetee

Arg

Arg

Leu Ile

Gly Ser

Thr

Leu

His
415

Gly

Asn Phe

430

Gln
445

Met

Thr
450

Leu

Thr Ala

agccgtgtct
cggtcgaaga
ttcacgtggt
agctggtcca
aaaacctege
ttccggaggt
acaaccteac

acgttaaaac

aactgcegac
aggaaagett
gtaacacget
agaccccgat
ttatcgacct
tggegetegg
acgaggagga

gtagetgect

113

Lys

Leu

Ala

lLeu Ala

Leu Pro

Lys Lys

480

caagccgatc
agaacctctg
cgtaattate
caccctecte
cgacatgaaa
tgacgagacc
caagaccagc

ccgtgacgcg

catcecegace
caagctgtgg
ggtggacgtyg
caacaccgta
ggacgacctg
tattacccag

caaaggtgac

cgttatcaac

60

120

180

240

300

360

420

660

720

780

840

800

860

1020



ctgegtcogt ctgogggtat tgaagacctce

aaacgtgget ggggcaactg gttoggetac

gatgacccte tcgactacgt aaaagaggec

tttgaggege tgtacacget cattatggcee

gttgegacgyg cggtgaccegt tegegtatte

gttggtccge aggaggagat cggtttctgt

atctatggce agccatctge gcoctcatgatc

atcgtggttg ccgtggatga gggegcocatt

gaaaattceoc tgcacectgat caaggaggec

aagtaa

<210> 45

<211> 521

<212> PRT

<213> Petunia x hybrida

<400> 45

Met Lys Ser Leu Ala Thr Glu Leu

1 5

Leu Lys Pro Ile Glu Thr Lys Arg

20

Val Ala Val Glu Glu Glu Pro Leu
35 40

Asp Ala Asn Phe Asn Val His Val

50 55

Arg Ile Ser Pro Gln Pro Ile Lys

65 70

Lys His Pro Arg Phe Thr Ser Leu

85
Ala Asp Met Lys Trp Val Gln Thr
100

Ile Val Preo Glu Val Asp Glu Thr
115 120

Val Glu Asp Tyr Ile Tyr Asn Leu

130 135

Arg

Lys

25

Ser

val

Asp

Met

Lys

105

Gln

Thr

ES 2678 647 T3

gcggacatga
gttctectge
aaggccacoeg
gaggtgctca
tctaacgega
ggtcacccga
aacttccaga
ccggaccege

gtgctggaac

Asn
10

Thr

Pro

val

Lys

15

val
90

val

Ile

Leu

Lys

Arg

Ila

Thr

Ile

Leu

Asp

Glu

Thr

tggagaaagg
cgttcaaaat
ttgaccgtaa
tcaagatttt
cogtttgett
ttagctatct
gctacatcga
aacagctgct

gcggtotggt

Ser Ser

Glu Glu

30

Ala Arg

415

Ile Ala

60

Val His

Glu

Asp

Leu Asp

Glu

Tyr

Leu

Leu

Thr

Glu

Gln

tccgaaagag
cgegoetgegt
gaaacgctet
cggcatcaag
ttetaacgtt
ggcgccgtct
caaaatgatc
ggatgacttc

taagaatctg

Pro
15

Cys

Glu Thr

Phe His

Asp Thr

Leu Leu

Asn Leu

95

Hisg Ile

110

Pro
125

Ser

Ser Leu

140

114

Asp

Asp

Lys Phe

Arg Thr

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1566



Lys

145

Glu

Ser

Leu

Gly

val

225

Leu

Ile

Arg

Met

Lys

305

Thr

Leu

Met

Gly

Asp

Pro

Ala

Leu

Lys

Tyr

210

Ile

Mat

Asn

Ile

Thr

230

Tyr

Glu

val

Met

Tyr

370

Tyr

Leu

val

Ile

Leu

195

Ser

Trp

Phe

Thr

Ile

275

Ile

Leu

Arg

Ile

Glu

355

val

Val

Trp

Ala

Ser

180

Pro

Thr

Leu

Ile

val

260

Asp

Asn

Asn

Asn

Asn

340

Lys

Leu

Lys

Asp

Leu

165

Leu

Thr

Lys

Phe

Ile

245

Pro

Leu

Asp

Arg

Asn

325

Leu

Gly

Leu

Glu

Leu

150

Leu

Leu

Ile

Glu

Ile

230

Thr

Asp

Asp

val

Arg

310

Asn

Arg

Pro

Pro

Ala

His

Arg

Leu

Pro

Glu

215

Arg

val

Ser

Asp

Ala

295

Tyr

Leu

Pro

Lys

Phe

375

Lys

Leu

val

Ala

Thr

200

Ser

Met

Ile

Glu

Leu

280

Leu

Ala

Pro

Ser

Glu

360

Lys

Ala
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Val

His

Cys

185

Lys

Phe

Ile

Fhe

Ser

265

Lys

Gly

Val

Lys

Ala

345

Lys

Ile

Thr

Asn

His

170

Thr

Lys

Lys

Gly

Leu

250

Arg

Leu

Ile

Asp

Asn

330

Gly

Arg

Ala

val

Val

155

Ser

Arg

Arg

Leu

Asn

235

Lys

Val

Val

Thr

Glu

315

Ile

Ile

Gly

Leu

Asp

Lys

Leu

Gln

Arg

Trp

220

Thr

Asp

Arg

Lys

Gln

300

Glu

Arg

Glu

Trp

Arg

380

Arg

115

Thr

Gly

Thr

Pro

205

His

Leu

Thr

Arg

Asn

285

Ala

Asp

Leu

Asp

Gly

365

Asp

Lys

Arg

Asp

Ala

190

Thr

Tyr

Val

Lys

Ile

270

Ala

Gly

Lys

Arg

Leu

350

Asn

Asp

Lys

Asp

Gly

175

Asp

Pro

Leu

Asp

Thr

255

vVal

Met

Leu

Gly

Ser

335

Ala

Trp

Pro

Arg

Ala

160

Thr

Glu

Ser

Ala

val

240

Pro

Hig

Asn

Ser

Asp

320

Cys

Asp

Phe

Leu

Ser
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385 390 395 400

Phe Glu Ala Thr Ile Met Ala

410

Leu Tyr Leu Glu vVal Leu Ile Ile

405

Lys
415

Phe Ile val Ala Thr Ala val

425

Thr val val Phe

430

Gly Lys Ser Asn

420

Arg

Ala Thr Val

435

Phe Val

440

Val Gln Glu

445

Cys Ser Asn Gly Pro Glu Ile Gly

Phe Ile Ala Ser TIle Gln

460

Ser Leu Pro

455

Cys His Pro

450

Gly Tyr Tyr Gly

Ala Met Ile

470

Phe Gln Ile Met Ile

480

Pro Ser Leu Asn Ser

465

Tyr
475

Asp Lys

Ile Val Val Ala Val

485

Glu Ala Ile

490

Gln Gln

495

Asp Gly Pro Asp Pro Leu

Phe
500

Glu Ile Glu Ala

510

His Leu Val Leu

505

Leu Asp Asp Asn Ser Leu Lys

Glu Arg Gly val

515

Leu
520

Leu Lys Asn Lys

<210> 46

<211> 3148

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> operdén pSGE05174: Rbs - (reductasa Maqu2220wt) - rbs - (petuniawtWs (sintasa de éster de cera))

10

2gg£;ggata aaccatggca atacagcagg tacatcacgc tgacacttca tcatcaaagg €0
tgctcggaca gctccgtgge aagegggttc tgatcaccgg taccactgge tttctgggea 120
aggtggtcet cgaaaggetg attcgggegg tgcctgatat cggegcaatt tacctgetga 1380
tacggggeaa taaacggecat coggatgete gttoceccgttt cctggaagaa attgecaccet 240
cctecggtgtt tgaccgtett cgecgaggceg attcagaggg atttgacgecce tttcectggaag 300
agcgcattca ctgegtgace ggtgaggtga ccgaagcecggg tttcgggata gggecaggaag 360
actatcgcaa actcgccacce gaactggatg cggtgatcaa ctecegetgeca agegtgaatt 420
toccgtgaaga getcgacaag gogetggeca tcaacaccet gtgecttegg aatattgecg 480
gcatggtgga tttgaatceg aagettgegg toctgeaggt ctecacetge tatgtcaatg 540

116



gcatgaacte
gttceceoccgga
aagacgttca
ttegggaage
aacagttgct
tcgaaagtge
ccatcatcct
toatogatgt
ctcttggaga
teteectggy
acgatcacct
ttgatttggt
tactgggaaa
caaccatttt
cgctggcgaa
ttgactggga
aagaacgaaa
ggcgegecag
tgagcegtgt
tgeggtegaa
cgttcacgtg
caagectggtc
agaaaacctc
tgttooggag
ctacaaccte
aaacgttaaa
tgacggtace
gaaactgocg
agaggaaagc
cggtaacacg
gaagaccecceg

tattatcgac

ggggcaggta
cggcttctat
ggcccgttat
caacogotat
gatgaaggcg
cctggaggaa
ggcttacgea
gattocagtyg
acccggtcga
tgagttcate
gtteotacegg
gatcagtggt
ttceocogggac
tggtttetac
ccggatgggt
gctctacctyg
ggtgtacagt
gaggaataaa
ctcaagccga
gaagaaccte
gtcgtaatta
cacaccctece
gccgacatga
gttgacgaga
accaagacca
acccgtgacy
tetetgatet
accatoccga
ttcaagctgt
ctggtggacg
atecaacaceqg

ctggacgacc

accgaatcgg
gagatagaaqg
tcocggcaaag
ggetggagey
ttaaacgggc
ccagcgeceyg
cgggaaaaag
gacctggtgg
cgtcgcatct
gatcatctea
cagecccagea
gttcgcttac
ctgaaaatgc
accgogecgy
gaggtcgata
cgcaagattc
ctgaaaaccg
ccatgaaatc
tcgaaaccaa
tgtetcegac
tcgecctgga
tcaagcacce
aatgggtcca
cecagetega
gcctggaceg
cggaagcagt
ctaotgetgeot
ccaaaaaacy
ggcattacct
tgctgatgtt
taceggacte

tgaagctogt
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tgatcaagce
agcttgttcg
tgctggagag
atacctacac
gcacgctgac
gctggattga
tcaccectectt
ccaactocat
atcaatgttg
tggeggaate
agcocgtttet
cgctctecct
tcaggaatct
attatatctt
aagggetgtt
acctggececgg
cgogecageg
tetggegace
gcogcaaaacc
tgegegtetg
cactcgcatt
gegtttcact
gacgaagatc
gagocoggac
tactaaaccg
cgctctgete
cgectgoacy
cagtecgace
ggccgtgatc
catcatcact
tgagteteoge

gaagaacgcc

ggcaggcgag
cctgcttcag
gaagctggtg
otttaccaag
cattctgcgt
gggggtgaag
cccgggcaaa
catecetttee
cagcgggggc
aaaagccaat
ggcggttaac
gacggaccgt
ggataccacec
ccggaacgat
ccoggtggat
gctcaatecge
caaaaaagct
gaactgcgta
atcgaggagt
tteccacgacg
teocecocgeoage
tectectcatgg
gacctcogaco
aagtttgtag
ctgtgggace
cgtgtccate
cgtceagaceyg
ccegbeeggtt
tggctgttca
gtgatcttce
gttegtegta

atgaacatga
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gccgtgeege
gataaaattg
gacctgggga
tggetgggeg
ccttcgatta
gtggcagatg
cgctooggta
ctggeggaag
ggcaatccaa
tacgetgeet
cgggegetgt
gtgctcaaat
cagtcgctgyg
gagcetgatgyg
gcoogectga
tatgeccctga
gcctaaaaac
accgetette
acgaaacggt
cgaatttcaa
cgattaagga
tggtecgatga
agcacatcat
aggactacat
tccacctggt
actctctggy
cggacgaget
acagcaccaa
ttcgeatgatb
tcaaagacac
tegtteaceg

cgatcaacga

600

660

720

780

840

200

%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460



10

cgtggegete
agacgaggaqg
cegtagetge
gatggagaaa
goegttcaaa
cgttgaccgt
catcaagatt
gaccgtttge
gattagctat
gagectacate
gcaacagctg

acgoeggtetg

<210> 47
<211> 2950
<212> ADN

ggtattacce
gacaaaggtyg
ctegttatea
ggtccgaaag
atcgegetge
aagaaacgct
ttcggcatca
ttttctaacg
ctggcgeegt
gacaaaatga
ctggatgact

gttaagaatec

<213> Secuencia artificial

<220>

aggcaggtct
acaccgaacg
acctgegteoe
agaaacgtgg
gtgatgacecc
cttttgaggce
aggttgcgac
ttgttggtee
ctatctatgg
tecatogtggt
tcgaaaattc

tgaagtaa
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gtctaaatac
taacaacaat
gtetgegggt
ctggggcaac
tctegactac
gctgtacacg
ggcggtgacc
gcaggaggag
ccagccatct
tgecgtggat

cctgcacctg

ctgaaccgtce
ctgocgaaga
attgaagacce
tggtteogget
gtaaaagagg
ctcattatgg
gttcgegtat
atecggtttet
gcgctcatga
gagggcgeca

atcaaggagg

gctacgeggt
acatccgtet
tegeggacat
acgtteteet
ccaaggecac
ccgaggtget
tctctaacge
gtggtcacce
tcaacttcca

tteoeggacee

ccgtgctgga

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2840

3000

3060

3120

3148

<223> operdén pSGE05175: Rbs; reductasa (Maqu2220wt); sintasa de éster de cera (8798wtWS1)

<400> 47
aggaggaata

tgctcggaca
aggtggteoet
tccggggcaa
ccteggtgtt
agcgcattca
actatcgcaa
teegtgaaga
geatggtgga
gcatgaacte
gttccececgga
aagacgttca
ttegggaage

aacagttgct

aaccatggca
gctccgtgge
cgaaaggetyg
taaacggcat
tgaccgtctt
ctgcgtgace
actcgccace
getegacaag
tttgaatceg
ggggcaggta
cggcttctat
ggcccgttat
caaccgctat

gatgaaggeg

atacagcagg
aagcgggttc
attcgggegyg
ccggatgctc
cgogaggecg
ggtgaggtga
gaactggatg
gegetggeca
aagottgegg
accgaategg
gagatagaag
tccggecaaag
ggctggagcg

ttaaacgggc

tacatcacgc
tgatcaccgg
tgectgatat
gttcccgttt
attcagaggyg
ccgaagcggyg
cggtgatcaa
tcaacaccet
tactgeaggt
tgatcaagec
agcttgttceg
tgctggagag
atacctacac

gcacgctgac

tgacacttca
taccactggc
cggegeaatt
cctggaagaa
atttgacgce
tttcgggata
ctocgotgca
gtgecttegg
ctacaccatge
ggcaggegag
cctgettecag
gaagctggtyg
ctttaccaag

cattctgcegt
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tcatcaaagg
tttctgggca
tacectgetga
attgccacct
tttctggaag
gggcaggaag
agogtgaatt
aatattgceg
tatgtecaatg
geegtgeege
gataaaattg
gacctgggga
tggctgggeg

ccttecgatta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



tcgaaagtge
ccatcatcct
tcatcgatgt
ctcttggaga
tetecetggy
acgatcacct
ttgatttggt
tactgggaaa
caaccatttt
cgctggogaa
ttgactggga
aagaacgaaa
ggcgcgecay
gctggaaaaa
aggcgcgecyg
gaccgeceeoa
tgagcacctg
tcgggagetyg
catgtgggag
ggttcaccat
tgaaaacoey
taggggtgag
gggccgecag
ggcccggaayg
gaaaatcace
cgtgtgcgag
tetgegtace
gceggtgtea
gagccttecac
ggaagaggcece
cctgaccetyg
cttcaatgtg
gaaactggaa
actgaccagc
cagectgoaa

cggteotgtaa

cctggaggaa
ggcttacgca
gattccagtg
accecggtcga
tgagtteate
gttctacegg
gatcagtggt
ttecegggac
tggtttectac
ccggatgggt
gctetacctg
ggtgtacagt
gaggaataaa
cgccageagce
gacgactatg
tttaaccage
gaccttgage
ctgtcgttcg
gtgcacctga
toccectggtgg
gacgaacacg
tcggacggac
ctcggcacca
gatcegygect
ggttccegte
gcctatggea
tatctgatga
ctacgcoeggg
accgatgtge
aagcageget
gogocggecy
gtgatttcca
ggcatgtate
tataacgacc

cggatgctgyg

ccagcgcceg
cgggaaaaag
gacctggtgg
cgtegeatct
gatcatctea
cagcccagea
gttogecttac
ctgaaaatge
accgocgecgg
gaggtcgata
cgcaagatteo
ctgaaaaccg
ccatgacgec
ccatgecatgt
tcgcgcecaget
gcctgageta
atcatttceg
tatcggcgga
tcgagggect
acggtgtctce
gcatgeegoee
actccectetg
tteccoecactgt
acgactccat
gtttegoege
ccacggtcaa
atcaggatge
acgacagcte
aggaggccgg
accgtcatat

cctteocacct

atgtcceccgg geocatccagg cccctgtact ggaacgggge
cggtgtctat cgatatggac agactggece tgaacatgac
aggtggagtt cggcctgatt ggectgtcgcc ggaccctgcco

actacctgga acagggtcetyg gcagagetgg agetcaacge
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gctggattga
tcaccctctt
ccaactccat
atcaatgttyg
tggeggaatce
ageegtttet
cgctoteoeoet
tecaggaatet
attatatett
aagggctgtt
acctggecgg
cgcgcecageg
cctgaatece
gggeggecte
ggcagaccag
tegeetggge
cttegaggeg
gcattcgcac
gaaagaccgg
ggccatgege
aatctgggat
gcgeagtgte
ggcaaaggag
tttecatgee
ccagtectgg
cgatgtcgta
cttgcecggag
cgggggceaac
cgaacgactg
gageceggag

gotgaceggg

gggggtgaag
cccgggcaaa
catcectttee
cagegggggc
aaaagccaat
ggcggttaac
gacggaccgt
ggataccace
ccggaacgat
ccecggtggat
gctcaatoge
caaaaaagct
actgaccagc
cagctgtttt
cttcggcaga
cagceggtat
ctgcoceacac
ctgatggacc
cagtttgege
atggcceaccc
ctgoettgee
acccatttge
ctactgaaaa
cegegetgea
tgectgaaac
actgccatgt
aaaccactgg
caggtaggcg
ttaaaaatcc
gaaatcgtea

ctggegecca

119

gtggcagatg
cgctccggta
ctggcggaag
ggcaatccaa
tacgetgect
cgggegetgt
gtgctcaaat
cagtegetgg
gagctgatgg
gccegcectga
tatgecectga
gcctaaaaac
tctttctetg
cctteceega
agacggaggt
gggtggagga
ccgggegtat
gggagcgocc
tctacaccaa
ggatgctgag
tgtecacggga
tggggettte
ccatcaatca
tgctgaacca
ggattegege
gcgecagcggco
tggectttgt
tcatecctgge
accatggcat
actacacgge

agtggcagac

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2229

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2950



<210> 48

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> rbs de promotor trcE

<400> 48
aggaggaata aacc 14
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REIVINDICACIONES

Célula huésped fotosintética recombinante manipulada genéticamente para la produccion de ésteres de
acido graso a partir de acil-ACP, en la que la célula huésped recombinante comprende:

una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera 'y

una secuencia

de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol,

en la que la célula huésped fotosintética recombinante no expresa uno o mas de:

a) una acil-ACP tioesterasa exdgena,
b) una acil-CoA tioesterasa exoégena y
c) una acil-CoA sintetasa exdgena.

Célula huésped fotosintética recombinante segun la reivindicacion 1, en la que la sintasa de éster de cera
comprende un polipéptido que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
respecto al polipéptido de SEC ID n°® 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43 o a un fragmento
funcional del polipéptido de SEC ID n°® 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43.

Célula huésped fotosintética recombinante manipulada genéticamente para la produccion de ésteres de
cera, en la que la célula huésped fotosintética recombinante comprende:

una secuencia

de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la acil-ACP
sintasa de éster de cera que presenta una secuencia de identidad de por lo menos 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
respecto al polipéptido de SEC ID n° 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 0 43, o a un fragmento
funcional del polipéptido codificado por cualquiera de las SEC ID n°® 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41 0 43, y una secuencia de acidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora
de alcohol, en la que la acil-ACP reductasa formadora de alcohol comprende un polipéptido que presenta
una identidad de secuencia de por lo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de SECIDn° 2,4, 6,8 o
10, o a un fragmento funcional del polipéptido codificado por cualquiera de las SEC ID n°® 2, 4, 6, 8 o0 10,
en el que la célula huésped fotosintética recombinante no incluye una molécula de acidos nucleicos
exogena codificante de cualquiera de:

a) una acil-ACP tioesterasa exdgena,
b) una acil-CoA tioesterasa exégena y
c¢) una acil-CoA sintetasa exégena.

Célula huésped fotosintética recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que se
satisface cualquiera de las condiciones siguientes:

(a) la célula huésped no presenta una secuencia de acidos nucleicos exdgena codificante de una acil-
ACP tioesterasa; la célula huésped no presenta una secuencia de acidos nucleicos exégena codificante
de una acil-CoA tioesterasa y la célula huésped no presenta una secuencia de acidos nucleicos
exogena codificante de una acil-CoA sintetasa,

(b) la célula huésped presenta una expresion atenuada o presenta una mutacion que confiere actividad
reducida al enzima codificado en una o mas de entre una secuencia de acidos nucleicos endégena
codificante de una acil-ACP tioesterasa, una secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de
una acil-CoA tioesterasa y una secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una acil-CoA
sintetasa,

(c) la célula huésped no expresa uno o mas de entre una acil-ACP tioesterasa, un acil-CoA tioesterasa y
una acil-CoA sintetasa,

(d) la célula huésped no expresa ninguna de una acil-ACP tioesterasa, una acil-CoA tioesterasa y una
acil-CoA sintetasa,

(e) la célula huésped no comprende una secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una
acil-ACP tioesterasa, una secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una acil-CoA
tioesterasa o una secuencia de acidos nucleicos endégena codificante de una acil-CoA sintetasa, y

(f) la célula huésped no comprende una secuencia de acidos nucleicos endégena codificante de una
acil-ACP tioesterasa, una secuencia de acidos nucleicos enddgena codificante de una acil-CoA
tioesterasa y una secuencia de acidos nucleicos endégena codificante de una acil-CoA sintetasa,
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Célula huésped fotosintética recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que se
satisface cualquiera de las condiciones siguientes:

(a) la sintasa de éster de cera y/o la acil-ACP reductasa formadora de alcohol son heterélogos respecto
a la célula huésped fotosintética recombinante,

(b) la secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de
acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se optimizan para sus
codones para la expresion en la célula huésped,

(c) la secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de
acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se integran en el genoma de
la célula huésped fotosintética recombinante, y

(d) la secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de
acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran presentes en
uno o mas vectores en la célula huésped fotosintética recombinante.

Célula huésped fotosintética recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que se
satisface cualquiera de las condiciones siguientes:

(a) la secuencia de acidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de
acidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran
operablemente ligadas a un promotor y/o intensificador,

(b) la sintasa de éster de cera y/o la acil-ACP reductasa formadora de alcohol proceden de una especie
microbiana o procariética,

(c) tanto la secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una sintasa de éster de cera como la
secuencia de acidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol se
encuentran presentes en la célula huésped y ambas se derivan del mismo género,

(d) la célula huésped fotosintética recombinante comprende una secuencia de acidos nucleicos
codificante de una acil-ACP reductasa exdgena formadora de aldehido graso y/o una secuencia de
acidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa endégena formadora de aldehido graso,

(e) la produccién de acil-ACP se encuentra regulada positivamente en la célula huésped fotosintética
recombinante,

(f) la célula huésped fotosintética recombinante expresa o produce por lo menos un polipéptido
exogeno, o sobreexpresa o sobreproduce por lo menos un polipéptido enddgeno, seleccionado de entre
una B-cetoacil sintetasa, una acetil-CoA carboxilasa, una malonil-CoA:ACP transacilasa, una acil-ACP
sintetasa, ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, una ficobiliproteina, proteina portadora de acilos y un
transportador transmembranal y

(9) la célula huésped fotosintética recombinante presenta expresion atenuada de una acil-ACP sintasa,
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, acetaldehido-CoA deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa o
acetato quinasa.

Célula huésped fotosintética recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
célula huésped fotosintética recombinante es una cianobacteria del género Agmenellum, Anabaena,
Anabaenopsis, Anacystis, Aphanizomenon, Arthrospira, Asterocapsa, Borzia, Calothrix, Chamaesiphon,
Chlorogloeopsis, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Crinalium, Cyanobium, Cyanocystis, Cyanospira,
Cyanothece, Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Dactylococcopsis, Dermocarpella, Fischerella,
Fremyella, Geitleria, Geitlerinema, Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, Halospirulina, lyengariella,
Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya, Microcoleus, Microcystis, Myxosarcina, Nodularia, Nostoc,
Nostochopsis, Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Pleurocapsa, Prochlorococcus, Prochloron,
Prochlowthrix, Pseudanabaena, Rivularia, Schizothrix, Scytonema, Spirulina, Stanieria, Starria, Stigonema,
Symploca, Synechococcus, Synechocystis, Thermosynechococcus, Tolypothrix, Trichodesmium,
Tychonema o Xenococcus, o

una microalga eucaridtica del género Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas,
Boekelovia, Borodinella, Botryococcus, Bracteococcus, Chaetoceros, Carteria, Chlamydomonas,
Chlorococcum, Chlorogonium, Chlorella, Chroomonas, Chrysosphaera, Cricosphaera, Crypthecodinium,
Cryptomonas, Cyclotella, Dunaliella, Ellipsoidon, Emiliania, Eremosphaera, Ernodesmius, Euglena,
Franceia, Fragilaria, Gloeothamnion, Haemato coccus, Halocafeteria, Hymenomonas, Isochrysis,
Lepocinclis, Micractinium, Monoraphidium, Nannochloris, Nannochloropsis, Navicula, Neochloris,
Nephwechloris, Nephwselmis, Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium, Oocystis, Ostreococcus, Pavlova,
Parachlorella, Pascheria, Phaeodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas, Pleurochrysis,, Pleurococcus,
Prototheca, Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pyramimonas, Pyrobotrys, Scenedesmus, Skeletonema,
Spyrogyra, Stichococcus, Tetraselmis, Thalassiosira, Viridiella o Volvox.

Método para producir un éster de acido graso, que comprende las etapas de cultivar una célula huésped

fotosintética recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en un medio de cultivo
adecuado y permitir la expresion de la secuencia de acidos nucleicos que codifica una sintasa de éster de
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cera y la secuencia de acidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la
que la expresion resulta en la produccién del éster graso.

Método segun la reivindicacion 8, en el que se satisface cualquiera de las condiciones siguientes:

(a) el medio adecuado comprende por lo menos un alcohol de cadena corta o por lo menos un alcohol
graso,

(b) el medio adecuado no comprende un alcohol de cadena corta o un alcohol graso, y

(c) por lo menos una parte del éster de acido graso o éster de cera producido es secretado por la célula
huésped.

Método segun la reivindicacion 8 o 9, que comprende ademas la etapa de aislar el éster de acido graso o
éster de cera producido.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 8, 9 0 10, en el que el éster de cera comprende tanto una

cadena A derivada de un alcohol graso como una cadena B derivada de acil-ACP que presentan longitudes
de cadena de Cg-C24, preferentemente C12-Crs.
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MAIQQVHHADTSSSKVLGQLRGKRVLITGTTGFLGKVVLERLIRAVPDIGAIYLLIRGNKRHP
DARSRFLEEIATSSVFDRLREADSEGFDAFLEERIHCVTGEVTEAGFGIGQEDYRKLATEL

DAVINSAASVNFREELDKALAINTLCLRNIAGMVDLNPKLAVLQVSTCYVNGMNSGQVTES
VIKPAGEAVPRSPDGFYEIEELVRLLQDKIEDVQARYSGKVLERKLVDLGIREANRYGWSD
TYTFTKWLGEQLLMKALNGRTLTILRPSIIESALEEPAPGWIEGVKVADAIILAYAREKVTLFP
GKRSGIIDVIPVDLVANSIILSLAEALGEPGRRRIYQCCSGGGNPISLGEFIDHLMAESKANY
AAYDHLFYRQPSKPFLAVNRALFDLVISGVRLPLSLTDRVLKLLGNSRDLKMLRNLDTTQS

LATIFGFYTAPDYIFRNDELMALANRMGEVDKGLFPVDARLIDWELYLRKIHLAGLNRYALK
ERKVYSLKTARQRKKAA (SEC ID n° 2)

Figura 1
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MKQSLTLTAFANKNVLITGTTGFVGKVVLEKLLRSVPTIGKIYLLIRGNSKNPTARKRFQNEI
ATSSIFDTLKASQGSRFEELCETRIHCVTGEVTEPLFGLSEKDFTDLAADIDVIINSAASVNF
REALDQALTINTLCLKNIIEELSRRAADCPVVQVSTCYVNGFNQGVMEEEIVSPAGERIERSE
RGYYEVEPLIARLLODVEQVSAAAADDHSREKDLIDLGIKEANKYGWNDTYTFTKWMGEQ
LLMKELYGKTLTILRPSIVESTLLGPAPGWIEGVKVADAIILAYAREKVSLFPGKKNAVIDIIPA
DLVANSIILSATEALLDSGAHRIYQCCSSEVNPIRIREVIGHVQQEAEHNYQTHDKLFYRKP

KKPFVMIPGAVFHALMAISFHMLKWSSRLQSLFGRKASGRKLSNMETTMKLSKVFSFYTS

PSYTFSNRRLQELSTRLGEYDQSEFPVNAGMYDWAHYLREVHVAGLNKYALRPKVVKMN
PPAAKPRSRAA (SECIDn°4)

Figura 2
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MATQQQQANGASASGVLEQLRGKHVLITGTTGFLGKVVLEKLIRTVPDIGGIHLLIRGNKRHP
AARERFLNEIASSSVFERLRHDDNEAFETFLEERVHCITGEVTESRFGLTPERFRALAGQV
DAFINSAASVNFREELDKALKINTLCLENVAALAELNSAMAVIQVSTCYVNGKNSGQITESVI
KPAGESIPRSTDGYYEIEELVHLLQDKISDVKARYSGKVLEKKLVDLGIREANNYGWSDTY
TFTKWLGEQLLMKALSGRSLTIVRPSIIESALEEPSPGWIEGVKVADAIILAYAREKVSLFPG
KRSGIIDVIPVDLVANSIILSLAEALSGSGQRRIYQCCSGGSNPISLGKFIDYLMAEAKTNYAA
YDQLFYRRPTKPFVAVNRKLFDVVVGGMRVPLSIAGKAMRLAGQNRELKVLKNLDTTRSL
ATIFGFYTAPDYIFRNDSLMALASRMGELDRVLFPVDARQIDWQLYLCKIHLGGLNRYALK
ERKLYSLRAADTRKKAA (SECIDn°6)

Figura 3
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MATQQLNPDASSKVLERLRGKHVLITGTTGFLGKVVLEKLIRAVPDIGGIHLLIRGNKRHPD
ARDRFFEEIATSSVFDRLRQDDNEAFETFIEDRVHCVTGEVTEPLFGLSADRFRKLAGGID
VVVNSAASVNFREELDKALAINTRCLDNVAELARQNKSLAVLQVSTCYVNGMNSGQITETV
IKPAGEAIPRSTEGYYEIEELVRLLEDKIADVRSRYSGKALEKKLVYDLGIREANHYGWSDTY
TFTKWLGEQLLLKALSGRALTIVRPSIIESALEEPAPGWIEGVKVADAIILAYAREKVTLFPGK
RAGVIDVIPVDLVANAIILAAAEAVADSPRHRIYQCCSGSSNPVSLGQFIDHLMAESKANFA
EYDQLFYRQPTKPFIAVNRRLFDAVVGGVRIPLSITGKVLRMLGONRELKVLRNLDTTRSL
ATIFGFYTAPDYIFRNDDLLALASRMGELDKVLFPVYDARQIDWSVYLRKIHLAGLNRYALKE
RKVYSLRSAKARKKAA (SECIDn° 8)

Figura 4
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MSQYSAFSVSQSLKGKHIFLTGVTGFLGKAILEKLLYSVPQLAQIHILVRGGKVSAKKRFQH
DILGSSIFERLKEQHGEHFEEWVQSKINLVEGELTQPMFDLPSAEFAGLANQLDLIINSAAS
VNFRENLEKALNINTLCLNNIALAQYNVAAQTPVMQISTCYVNGFNKGQINEEVVGPASGL
IPQLSQDCYDIDSVFKRVHSQIEQVKKRKTDIEQQEQALIKLGIKTSQHFGWNDTYTFTKWL
GEQLLIQKLGKQSLTILRPSIIEESAVREPAPGWVEGVKVADALIYAYAKGRVSIFPGRDEGIL
DVIPVDLVANAAALSAAQLMESNQQTGYRIYQCCSGSRNPIKLKEFIRHIQNVAQARYQEW
PKLFADKPQEAFKTVSPKRFKLYMSGFTAITWAKTIIGRVFGSNAASQHMLKAKTTASLANI
FGFYTAPNYRFSSQKLEQLVKQFDTTEQRLYDIRADHFDWKYYLQEVHMDGLHKYALAD
RQELKPKHVKKRKRETIRQAA (SEC ID n°10)

Figura 5
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MTPLNPTDQLFLWLEKRQQPMHVGGLQLFSFPEGAPDDYVAQLADQLRQKTEVTAPFNQ
RLSYRLGQPVWVEDEHLDLEHHFRFEALPTPGRIRELLSFVSAEHSHLMDRERPMWEVH

LIEGLKDRQFALYTKVHHSLVDGVSAMRMATRMLSENPDEHGMPPIWDLPCLSRDRGES

DGHSLWRSVTHLLGLSDRQLGTIPTVAKELLKTINQARKDPAYDSIFHAPRCMLNQKITGS

RRFAAQSWCLKRIRAVCEAYGTTVNDVVTAMCAAALRTYLMNQDALPEKPLVAFVPVSLR
RDDSSGGNQVGVILASLHTDVQDAGERLLKIHHGMEEAKQRYRHMSPEEIVNYTALTLAP

AAFHLLTGLAPKWQTFNVVISNVPGPSRPLYWNGAKLEGMYPVSIDMDRLALNMTLTSYN
DQVEFGLIGCRRTLPSLQRMLDYLEQGLAELELNAGL

(SEC ID n° 19)

Figura 6
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MKRLGTLDASWLAVESEDTPMHVGTLQIFSLPEGAPETFLRDMVTRMKEAGDVAPPWGY
KLAWSGFLGRVIAPAWKYDKDIDLDYHVRHSALPRPGGERELGILVSRLHSNPLDFSRPL
WECHVIEGLENNRFALYTKMHHSMIDGISGVRLMQRVLTTDPERCNMPPPWTVRPHQRR
GAKTDKEASVPAAVSQAMDALKLQADMAPRLWQAGNRLVHSVRHPEDGLTAPFTGPVS
VLNHRVTAQRRFATQHYQLDRLKNLAHASGGSLNDIVLYLGCGTALRRFLAEQNNLPDTPLT
AGIPVNIRPADDEGTGTQISFMIASLATDEADPLNRLQQIKTSTRRAKEHLQKLPKSALTQY
TMLLMSPYILQLMSGLGGRMRPVFNVTISNVPGPEGTLYYEGARLEAMYPVSLIAHGGAL
NITCLSYAGSLNFGFTGCRDTLPSMQKLAVYTGEALDELESLILPPKKRARTRK (SEC ID
n° 21)

Figura 7
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MKRLATLDASWLAVESDDTPMHVGNLQIFSLPDNAPSTFAGDLVKSMKQAGNVELPWGC
KLVWPGFLGRVLAPTWKHDKHIDLDYHVRHSALPKPGGERELGELVSRLHSNPLDLSRPL
WECHMIEGLEHNRFALYTKMHHCMIDGISGVRLMQRVLSKSPDERDMLPPWSVRPESTR
GKKTDSEASVPGAISOAMEALKLQLGLAPRLWQASNRLIHSVRHPEDGLTAPFTGPVSKIN
HRVTGQRRFATQQYQLEDMKAMARASGSSMNDIVLYLCGTALRRFLLEQDDLPEISLTAG
IPVNIRPADDEGTGTQISFMIAALATNQPDPLTRLKCIKESSCKAKEHLQKLPKKALTQYTM
MLMSPYILQLMSGLGGRMRPVFNVTISNVPGPTEDLYYEGAKLEAMYPVSLITHGGALNIT
CLSYAGSLNFGFTGCRDTLPSMQKLAVYTGEALEELRTLLLPPKKKPSPRKPRTAAKKKPA
VNSNAS  (SEC ID n° 43)

Figura 8
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Q

reductasa Maqu2220

¥

Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Alcoholes grasos producidos en 6803 por
las reductasas por si solas

mg/l

Figura 14
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Alcoholes grasos totales en 6803 (ug/ml)
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Figura 15
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Esteres de cera y alcoholes grasos
generados con acil-ACP
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Figura 17
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