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DESCRIPCIÓN 
 
Acil-ACP sintasas de éster de cera 
 
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas 5 
 
La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de patente estadounidense 
número 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. 
 10 
Referencia a un listado de secuencias 
 
La presente solicitud contiene referencias a secuencias de aminoácidos y/o secuencias de ácidos nucleicos que se 
han presentado concurrentemente a la presente memoria en forma de archivo de texto de listado de secuencias. 
 15 
Campo de la invención 
 
La presente invención se refiere a los campos de la bioingeniería, bioquímica del metabolismo y biología molecular. 
En particular, la invención se refiere a la producción en microorganismos recombinantes de lípidos, tales como 
ésteres de ceras que pueden utilizarse para producir combustibles y productos químicos. 20 
 
Antecedentes 
 
La demanda global de energía en continuo crecimiento ha conducido al agotamiento de los combustibles fósiles, que 
son depósitos geológicos enterrados combustibles de materiales orgánicos que se han convertido en petróleo crudo, 25 
carbón, gas natural o aceites pesados. Debido a que los combustibles fósiles se han formado mediante la exposición 
a calor y presión en la corteza terrestre durante cientos de millones de años, son un recurso finito no renovable. 
Además, el quemado de combustibles fósiles se cree que desempeña un papel clave en el calentamiento global. De 
acuerdo con lo anterior, existe una necesidad de fuentes de energía de combustibles no fósiles. 
 30 
Los hidrocarburos procedentes de fuentes biológicas representan una fuente de energía alternativa sostenible más 
limpia. Además, muchas industrias, incluyendo los fabricantes de plásticos y la industria química, se basan 
fuertemente en la disponibilidad de hidrocarburos para los procedimientos de fabricación. Actualmente, los lípidos y 
ácidos grasos ricos en energía ("el petróleo de la naturaleza") se aíslan a partir de aceites vegetales y animales para 
producir diversos productos, tales como combustibles y productos oleoquímicos. Los esfuerzos recientemente se 35 
han centrado en la producción por microorganismos de ácidos grasos y derivados de ácidos grasos mediante 
bioprocedimientos de buena relación coste-eficacia. Los métodos para producir ácidos grasos y/o derivados de 
ácidos grasos en huéspedes microbianos se describen en, p.ej., las publicaciones de patente PCT nº WO 
2007/136762, WO 2008/119082, nº WO 2009/009391, nº WO 2009/076559, nº WO 2009/111513, nº WO 
2010/006312, WO 2010/044960, nº WO 2010/118410, nº WO 2010/126891, nº WO 2011/008535 y nº WO 40 
2011/019858 y en Schirmer et al., Science 329(5991):559-562, 2010. 
 
Es conocido que los ácidos grasos libres provocan daños en las membranas celulares y, de esta manera resultan 
difíciles de producir en cantidades suficientes para la producción a gran escala. La reducción de los ácidos grasos a 
lípidos más neutros, tales como los ésteres de ceras, podría ayudar a evitar la toxicidad de los ácidos grasos libres. 45 
Los ésteres de ceras poseen una densidad energética elevada respecto a productos de biocombustible de cadena 
más corta, tales como el etanol, y pueden producirse en células en cultivo mediante una serie de procedimientos 
enzimáticos. 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 impresión, solventes y combustibles. 50 
 
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 reacción de condensación 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); 55 
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 mamífero (Cheng and Russell, J. Biol. Chem. 279:37798-37807, 2004); 
Yen et al., J. Lipid Res. 46:2388-2397, 2005). 60 
 
Los ésteres de ácido graso, que son el producto de una reacción de condensación 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 ácido graso puede ser el producto de condensación de metanol, etanol, propanol, butanol, isobutanol, 2-
metilbutanol, 3-metilbutanol o pentanol con una molécula de acil-CoA. En algunos casos, los ésteres de ácido graso, 65 
tales como los metil-ésteres de ácido graso ("FAME", por sus siglas en inglés) o etil-ésteres de ácido graso ("FAEE", 

E12835320
17-07-2018ES 2 678 647 T3

 



 3  
 

por sus siglas en inglés) pueden producirse suministrando el alcohol utilizado en la reacción (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. 
 5 
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 aldehídos grasos se conocen comúnmente 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. 10 
Plant Physiol. 166:787-796, 2009) y Domergue et al., Plant Physiol. 153:1539-1554, 2010)), Artemisia (ver, 
p.ej.,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.ej., 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 mamíferos (ver, p.ej.,Honsho et al., J. Biol. 
Chem. 285:8537-8542, 2010). Determinadas acil-Co reductasas formadoras de alcohol se cree que generan 15 
alcoholes grasos directamente a partir de acil-CoA. La conversión basada en enzimas de acil-CoA en alcohol graso 
también puede producirse en una reacción en dos etapas con dos enzimas; en la primera etapa, se reduce acil-CoA 
a aldehído graso mediante una acil-CoA reductasa formadora de aldehído, y en la segunda etapa, el aldehído graso 
se reduce a un alcohol graso mediante una aldehído graso reductasa. 
 20 
Típicamente, para producir un éster de ácido graso o éster de cera en un microorganismo resulta necesario para la 
célula producir diversos enzimas además 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 endógenamente acil-CoA, puede resultar necesario introducir, 
p.ej., un gen codificante de una acilo graso tioesterasa para convertir acilo-proteína portadora de acilo (acil-ACP, por 25 
sus siglas en inglés) en ácidos grasos libres y un gen codificante de una acil-CoA sintetasa para convertir los ácidos 
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 ácidos grasos 30 
(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 añaden a organismos huésped que producen naturalmente acil-
CoA, con el fin de garantizar niveles adecuados de acil-CoA para la producción de ésteres de cera. Sin embargo, la 
introducción de varios componentes de ruta heterólogos puede conducir a dificultades en el equilibrado apropiado de 
la expresión y actividad enzimáticas para producir el producto final de éster de cera deseado a rendimientos 35 
suficientemente elevados para la producción a gran escala. Además, la acumulación de intermediarios, tal como 
ácidos grasos libres y alcoholes grasos puede resultar tóxica para las células huésped. 
 
De acuerdo con lo anteriormente expuesto, sigue existiendo una necesidad en la técnica de métodos escalables, 
eficientes y económicos para producir ésteres de ácidos grasos y ésteres de cera. 40 
 
Descripción resumida de la invención 
 
La presente invención proporciona métodos independientes de acil-CoA para la producción de ésteres de ácidos 
grasos, tal como, aunque sin limitación, ésteres de cera. La invención se basa en parte en los resultados de los 45 
inventores de que ua ruta independiente de acil-CoA de sólo 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 introducción de los dos genes en una célula huésped recombinante (p.ej. una célula 50 
huésped microbiana) permite la producción independiente de acil-CoA de ésteres de cera. 
 
La ruta de biosíntesis de éster de cera independiente de acil-CoA dada a conocer en la presente memoria puede 
evitar la generación de intermediarios de ruta de acil-CoA, tales como, por ejemplo, ácidos grasos libres, que pueden 
resultar tóxicos para la célula huésped, mejorando de esta manera la viabilidad de la célula huésped. Además, 55 
debido a que la ruta independiente de acil-CoA no requiere la etapa dependiente de ATP de formación de un 
sustrato acil-CoA graso a partir de ácido graso libre; dich aruta puede resultar energéticamente más 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 60 
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.ej. 
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 más larga con acil-ACP para formar un éster de ácido graso. El alcohol condensado con acil-ACP 65 
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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 5 
presente invención. La expresión de una sintasa de éster de cera de M. hydrocarbonoclasticus junto con la 
expresión 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 
producción de éster de cera independiente de acil-CoA. 
 10 
La invención proporciona una célula huésped recombinante manipulada genéticamente para la producción de uno o 
más ésteres de ácido graso, en la que la célula huésped recombinante contiene una secuencia de ácidos 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 
ácido graso en una ruta independiente de acil-CoA al expresarse en la célula huésped. Por ejemplo, la célula 
huésped recombinante puede incluir un gen exógeno codificante de una éster de cera sintasa capaz de utilizar acil-15 
ACP como sustrato. 
 
La célula huésped recombinante que incluye una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una éster de 
cera sintasa puede ser una célula huésped recombinante que no incluye un gen exógeno codificante de una acil-
CoA sintetasa. Adicional o alternativamente, la célula huésped recombinante manipulada para la producción de 20 
ésteres de cera puede ser una célula huésped recombinante que no incluye un gen endógeno codificante de una 
acil-CoA sintetasa o que presenta una expresión atenuada de un gen endógeno 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-25 
CoA. Por ejemplo, la célula huésped recombinante puede ser una célula huésped que no incluye un gen exógeno de 
acil-CoA sintetasa y no presenta un gen endógeno de acil-CoA sintetasa o presenta una expresión atenuada de un 
gen endógeno 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 30 
incluye una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintetasa de cera puede ser una 
célula que no incluye un gen exógeno 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 
expresión atenuada, de acil-ACP tioesterasa, de acil-Co tioesterasa o de ambos. Alternativamente, una célula 
huésped manipulada para la producción de ésteres de ácido graso puede ser una célula huésped que no incluye un 35 
gen exógeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen exógeno codificante de una acil-CoA tioesterasa y 
que además no incluye un gen exógeno codificante de una acil-CoA sintetasa. Adicionalmente, una célula huésped 
manipulada para la producción de ésteres de ácido graso, tal como, aunque sin limitación, ésteres de cera, puede 
ser una célula huésped que no incluye un gen exógeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen exógeno 
codificante de una acil-CoA sintetasa y presenta una expresión atenuada de un gen endógeno codificante d euna 40 
acil-CoA sintetasa. 
 
Alternativamente, una célula huésped manipulada para la producción de ésteres de ácido graso puede ser una 
célula huésped que no presenta en absoluto o que presenta una expresión atenuada de una acil-ACP tioesterasa y 
que no presenta en absoluto o presenta una expresión atenuada de un gen endógeno codificante de una acil-CoA 45 
sintetasa, por ejemplo la célula huésped puede no presentar genes endógenos de una acil-ACP tioesterasa, de una 
acil-CoA tioesterasa, o de ambas, y puede además no presentar un gen endógeno de una acil-CoA sintetasa. La 
célula huésped puede utilizarse para producir ésteres de ácido graso, incluyendo, aunque sin limitación, ésteres de 
cera, en la que la célula huésped puede producir uno o más alcoholes para la incorporación en el producto éster de 
ácido graso. 50 
 
En determinadas realizaciones, un microorganismo transgénico utilizado para la producción de ésteres de cera 
incluye una éster de cera sintasa que puede utilizar acil-ACP como sustrato e incluye además 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 55 
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.ej., la fig. 11). 
 
Debido a que las acil-ACP reductasas formadoras de alcohol son capaces de convertir directamente acil-ACP en 60 
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 expresión y/o actividades enzimáticas para la producción 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 exógeno de acil-ACP, de acil-CoA tioesterasa o ambos y, 65 
adicionalmente, pueden no presentar un gen exógeno de acil-CoA sintetasa. De esta manera, pueden evitarse las 
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etapas de introducción de dichos genes adicionales (o cepas manipuladas para la regulación positiva de tioesterasas 
endógenas o acil-CoA sintetasas) Entre las ventajas adicionales se incluyen la facilitad comparativa de mutagenizar 
o modificar el nivel de expresión de sólo dos genes, en comparación con múltiples genes, para conseguir, p.ej., 
niveles de producción más altos o diferentes especificidades de longitud de cadena. 
 5 
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 más 
sustratos acil-tioéster además de acil-CoA y son capaces de actuar como acil-ACP reductasas formadoras de 
alcohol en los métodos de la presente invención. La secuencia de aminoácidos de la reductasa de M. aquaeolei 10 
("Maqu_2220"), caracterizada anteriormente como aldehído reductasa (ver, p.ej., Wahlen et al., Appl. Environ. 
Microbiol. 75:2758-2764, 2009, y la publicación de patente US nº 2010/0203614), se encuentra disponibles bajo el 
número de acceso de GenBank ABM19299 (SEC ID nº 2). La secuencia de aminoácidos de la reductasa de H. 
chejuensis ("Hch_05075") se encuentra disponible bajo GenBank nº de acceso YP_436183 (SEC ID nº 4). 
 15 
La célula huésped recombinante manipulada para la producción de ésteres de cera que incluye una secuencia de 
ácidos nucleicos no nativos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol y una secuencia de ácidos 
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 exógeno 
codificante de una acil-CoA sintetasa. Además, la célula huésped recombinante manipulada para la producción de 20 
ésteres de cera puede ser una célula huésped recombinante que no incluye un gen endógeno codificante de una 
acil-CoA sintetasa o que presenta una expresión atenuada de un gen endógeno 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 exógeno de acil-CoA sintetasa y que no presenta un gen endógeno de acil-CoA sintetasa o 25 
que presenta una expresión atenuada de un gen endógeno 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 endógeno de acil-CoA sintetasa en el que el gen ha sido mutado de manera que se produce un 
enzima menos activo o inactivo. 
 30 
Adicional o alternativamente a cualquiera de lo anterior, una célula huésped recombinante que incluye una 
secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de cera y una secuencia de ácidos 
nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa puede ser una célula que no incluye un gen exógeno 
codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen exógeno codificante de una acil-CoA tioesterasa. Adicionalmente, 
la célula huésped recombinante puede ser una célula que no expresa, o que presenta una expresión atenuada, de 35 
acil-ACP tioesterasa, de acil-Co tioesterasa o de ambos. Alternativamente, una célula huésped manipulada para la 
producción de ésteres de ácido graso puede ser una célula huésped que no incluye un gen exógeno codificante de 
una acil-ACP tioesterasa o un gen exógeno codificante de una acil-CoA tioesterasa y que además no incluye un gen 
exógeno codificante de una acil-CoA sintetasa. Adicionalmente, una célula huésped manipulada para la producción 
de ésteres de cera puede ser una célula huésped que no incluye un gen exógeon codificante de una acil-ACP 40 
tioesterasa o un gen exógeno codificante de una acil-CoA sintetasa y que presenta una expresión atenuada de un 
gen endógeno codificante de una acil-CoA sintetasa o que expresa una acil-CoA sintetasa mutante con actividad 
reducida. 
 
Alternativamente, una célula huésped manipulada para la producción de ésteres de cera puede ser una célula 45 
huésped que no presenta expresión o que presenta una expresión atenuada de un gen endógeno codificante de una 
acil-ACP tioesterasa y que no presenta o que presenta una expresión atenuada de un gen endógeno codificante de 
una acil-CoA sintetasa. Por ejemplo, la célula huésped puede no presentar genes endógenos de acil-ACP 
tioesterasa, de acil-CoA tioesterasa o de ambos y puede no presentar un gen endógeno para una acil-CoA sintetasa. 
La célula huésped puede utilizarse para producir ésteres de ácido graso o ésteres de cera, en la que la célula 50 
huésped puede producir uno o más alcoholes o proporcionarse a la célula huésped para la incorporación en el 
producto éster de ácido graso. 
 
La sintasa de éster de cera codificada por una secuencia de ácidos 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 
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 aminoácidos SEC ID nº 19 o a SEC 
ID nº 21 o a un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID nº 19 o SEC ID nº 21. Por ejemplo, la sintasa de éster 
de cera codificada por una secuencia de ácidos nucleicos no nativa puede ser o comprender un polipéptido que 60 
presenta una identidad de por lo menos 85% respecto a la SEC ID nº 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 nº 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 nº 19 o a un fragmento funcional de la misma. En un ejemplo 
alternativo, la sintasa de éster de cera codificada por una secuencia de ácidos nucleicos no nativa puede ser o 65 
comprender un polipéptido que presenta una identidad de por lo menos 85% respecto al polipéptido de SEC ID nº 21 
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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 al polipéptido de SEC ID nº 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 nº 21 o a un 
fragmento funcional de la misma. 
 5 
Alternativa o adicionalmente, la secuencia de ácidos 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 nucleótidos de SEC ID nº 18 o 10 
a una parte de la misma que codifica un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID nº 19. Por ejemplo, la 
secuencia de ácidos nucleicos puede comprender una secuencia de nucleótidos que presenta una identidad de por 
lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 18 o a una parte de la 
misma que codifica un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID nº 19. Por ejemplo, la secuencia de ácidos 
nucleicos puede ser o comprender la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 18. En todavía otros ejemplos, la 15 
secuencia de ácidos 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 nucleótidos de SEC ID nº 20 o a una parte de la 20 
misma que codifica un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID nº 21. Por ejemplo, la secuencia de ácidos 
nucleicos puede comprender una secuencia de nucleótidos que presenta una identidad de por lo menos 85% o de 
por lo menos 90% respecto a la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 20 o a una parte de la misma que codifica un 
fragmento funcional del polipéptido de SEC ID nº 21. Por ejemplo, la secuencia de ácidos nucleicos puede ser o 
comprender la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 20. 25 
 
Alternativamente a las realizaciones anteriores, la secuencia de ácidos 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 30 
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 aminoácidos SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 o a una parte de las mismas que 
codifica un fragmento funcional del polipéptido SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Por ejemplo, la 
molécula de ácidos 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 35 
aminoácidos SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 o a una parte de las mismas que codifica un 
fragmento funcional del polipéptido SEC ID nº 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 nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 
o 43. La secuencia de ácidos 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 40 
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 nucleótidos de SEC ID nº 22, 
24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42 o a una parte de las mismas que codifica un fragmento funcional del 
polipéptido SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Por ejemplo, la molécula de ácidos nucleicos no 45 
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 nucleótidos SEC ID nº 22, 24, 26, 28, 30, 
32, 34, 36, 38, 40 o 42 o a una parte de las mismas que codifica un fragmento funcional del polipéptido SEC ID nº 
23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos es o 
comprende la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42. 50 
 
La sintasa de éster de cera codificada por la molécula de ácidos nucleicos no nativa puede ser heteróloga respecto a 
la célula huésped recombinante y, opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster 
de cera puede optimizarse para sus codones para la expresión 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 55 
éster de cera puede optimizarse para sus codones para la expresión en la célula huésped fotosintética. La sintasa 
de éster de cera codificada por la secuencia de ácidos nucleicos no nativa en algunas realizaciones puede 
obtenerse de especies de Marinobacter, Limnobacter, Alcanivorax, Hahella, Oceanobacter, gammaproteobacterium 
o Mycobacterium. 
 60 
Además, en cualquiera de las realizaciones anteriormente indicadas, la secuencia de ácidos 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 
ácidos 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 65 
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realizaciones alternativas puede ser heterólogo respecto al gen de sintasa de éster de cera y puede ser heterólogo o 
homólogo 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 párrafo [0026] puede 
incluir, además de la secuencia de ácidos nucleicos no nativa de la acil-ACP sintasa de éster de cera, una secuencia 5 
de ácidos 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 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 10 
aminoácidos SEC ID nº 2, SEC ID nº 4, SEC ID nº 6, SEC ID nº 8 ó SEC ID nº 10 o respecto a un fragmento 
funcional de cualquiera de dichos polipéptidos. Por ejemplo, una célula huésped recombinante de la invención puede 
incluir una secuencia de ácidos 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 invención puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP 15 
reductasa formadora de alcohol que es o que comprende el polipéptido de SEC ID nº 2. Alternativamente, una célula 
huésped recombinante de la invención puede incluir una secuencia de ácidos 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 nº 4. Por ejemplo, una célula huésped recombinante de 
la invención puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa 20 
formadora de alcohol que es o que comprende el polipéptido de SEC ID nº 4. En alternativas adicionales, una célula 
huésped recombinante de la invención puede incluir una secuencia de ácidos 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 nº 6, SEC ID nº 8 ó SEC ID nº 10. Por ejemplo, una 
célula huésped recombinante de la invención puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica 25 
una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que es o que comprende el polipéptido de SEC ID nº 6, SEC ID nº 8 ó 
SEC ID nº 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 ácidos 30 
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 ácidos 
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 35 
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 nucleótidos SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 5, SEC ID nº 7, SEC ID nº 9 ó SEC ID nº 11. Por 
ejemplo, la secuencia de ácidos 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 ácidos nucleicos que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 85% o de por 40 
lo menos 90% respecto a la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 1 o SEC ID nº 3. La secuencia de ácidos nucleicos 
codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol puede ser, en algunas realizaciones, heteróloga respecto 
a la célula huésped recombinante y opcionalmente puede optimizarse respecto a sus codones para la expresión 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 45 
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 heterólogo 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 50 
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 o ambos pueden 
encontrarse presentes en un episoma de replicación autónoma. 
 
En diversas realizaciones de una célula huésped recombinante tal como se proporciona en la presente memoria, 55 
tanto la acil-ACP reductasa formadora de alcohol como la acil-ACP sintasa de éster de cera codificadas por 
secuencias de ácidos 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 procariótica. 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 60 
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.  
 65 
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En realizaciones todavía adicionales, una célula huésped recombinante de la invención manipulada para la 
producción de ésteres de cera puede incluir, además de secuencias de ácidos nucleicos no nativas codificantes de 
una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, una secuencia de ácidos 
nucleicos no nativa codificante de una reductasa formadora de aldehído graso y/o, en algunas realizaciones, una 
secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una reductasa formadora de aldehído graso. En 5 
realizaciones en las que la célula huésped recombinante incluye una reductasa endógena formadora de aldehído 
graso, la secuencia endógena codificante de reductasa formadora de aldehído graso puede ligarse operablemente a 
un promotor heterólogo 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 exógeno codificante de una acil-ACP reductasa formadora de aldehído graso, obtenida de la misma especie o 10 
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, 15 
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 20 
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, 25 
Dactylococcopsis, Dermocarpella, Fischerella, Fremyella, Geitleria, Geitlerinema, Gloeobacter, Gloeocapsa, 
Gloeothece, Halospirulina, Iyengariella, 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 30 
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 más alternativamente, el microorganismo fotosintético 
recombinante puede ser una especie de Gloeobacter, Lyngbya o Leptolyngba. 
 35 
En realizaciones alternativas, la célula huésped recombinante puede ser una microalga eucariótica, 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, 40 
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, 45 
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. 
 50 
En otro aspecto, la invención proporciona métodos para producir un éster de ácido graso, que comprende las etapas 
de cultivar una célula huésped recombinante que incluye una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de 
una acil-ACP sintasa de éster de cera en un medio de cultivo adecuado y permitir la expresión de la secuencia de 
ácidos nucleicos no nativa que codifica la acil-ACP sintasa de éster de cera para producir el éster de ácido graso. 
Por ejemplo, la célula huésped puede producir un alcohol, que puede ser, por ejemplo, un alcohol de cadena corta 55 
(p.ej. 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 invención proporciona un método 
para producir un éster de cera mediante el cultivo de una célula huésped recombinante que incluye una secuencia 
de ácidos 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 expresión de la secuencia de ácidos 60 
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 invención proporciona además un método para producir un éster de cera mediante el cultivo de una célula 
huésped recombinante que incluye una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa 65 
de éster de cera y una secuencia de ácidos 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 expresión de las secuencias de ácidos 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. 
 5 
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 ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-CoA sintetasa. 
Alternativamente o adicionalmente, las células huésped recombinantes utilizadas en los métodos para producir 
ésteres de ácidos grasos y ésteres de cera pueden ser células recombinantes que no presentan un gen endógeno 10 
codificante de una acil-CoA sintetasa o, alternativamente, las células recombinantes utilizadas en los métodos 
pueden ser células manipuladas para atenuar o eliminar la producción 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 15 
pueden ser células huésped que no incluyen un gen exógeno de acil-ACP o un gen exógeno de acil-CoA tioesterasa 
o ambos. Adicionalmente, una célula huésped utilizada para producir un éster graso o éster de cera puede no 
presentar un gen endógeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen endógeno codificante de una acil-CoA 
tioesterasa, o en determinadas realizaciones, la célula huésped puede presentar una expresión atenuada de un gen 
endógeno de acil-ACP tioesterasa y/o un gen endógeno de acil-CoA tioesterasa, de manera que los enzimas no son 20 
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 exógeno 25 
codificante de una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa y no incluye un gen exógeno 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 endógeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa 
y no incluye un gen exógeno 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 endógeno o exógeno 30 
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 ácido 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 35 
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 aminoácidos de por lo 40 
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 nº 19) y WS2 (SEC ID nº 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 aminoácidos de SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Por ejemplo, los métodos para 
producir un éster de ácido graso, tal como un éster de cera, pueden incluir la utilización de un microorganismo 45 
manipulado que incluye un gen codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera con una identidad de secuencia 
de aminoácidos de por lo menos 85% o 90% respecto a M. hydrocarbonoclasticus WS1 (SEC ID nº 19). 
Alternativamente, los métodos para producir un éster de ácido graso, tal como un éster de cera, pueden incluir la 
utilización de un microorganismo manipulado que incluye un gen codificante de una acil-ACP sintasa de éster de 
cera con una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo menos 85% o 90% respecto a M. 50 
hydrocarbonoclasticus WS2 (SEC ID nº 21). En algunos ejemplos, la invención 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 ácidos 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 ácidos 
nucleicos codificante de WS1 (SEC ID nº 18) o WS2 (SEC ID nº 20). Por ejemplo, los métodos para producir un 55 
éster de ácido graso, tal como un éster de cera pueden incluir la utilización 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 nº 18). Alternativamente, los métodos para producir un éster de ácido graso, tal como un éster de cera 
pueden incluir la utilización 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 nº 22). 60 
 
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 ácidos 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 65 
acil-ACP reductasa formadora de alcohol con una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo 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 nº 2) o Hch_05075 (SEC ID nº 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% o 99% respecto a la secuencia de aminoácidos 
de SEC ID nº 6, nº 8 o nº 10. Por ejemplo, los métodos para producir un éster de cera pueden incluir la utilización de 
un microorganismo manipulado que incluye un gen codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol con 5 
una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo menos 85% o 90% respecto a Maqu_2220 (SEC ID nº 2). 
Alternativamente, los métodos para producir un éster de cera pueden incluir la utilización de un microorganismo 
manipulado que incluye un gen codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol con una identidad de 
secuencia de aminoácidos de por lo menos 85% o 90% respecto a Hch_05075 (SEC ID nº 4). Por ejemplo, los 
métodos para producir un éster de cera pueden incluir la utilización de un microorganismo manipulado que incluye 10 
un gen con una identidad de secuencia de por lo menos 85% o 90% respecto a Maqu_2220 (SEC ID nº 1). 
Alternativamente, los métodos para producir un éster de cera pueden incluir la utilización 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 nº 3). 
 15 
La célula huésped recombinante puede producir un nivel incrementado del éster de ácido 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 ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera no nativa y 
la secuencia de ácidos 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 20 
menos 50% o más de un éster de ácido graso respecto a una célula huésped de control que no presenta la 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de la éster de cera sintasa no nativa. Alternativamente o adicionalmente, 
la célula huésped recombinante puede producir por lo menos 50% o más de un éster de cera respecto a una célula 
huésped de control que no presenta la secuencia de ácidos 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 25 
recombinante puede producir por lo menos 100% o más del éster de cera respecto a una célula huésped de control 
que no presenta la secuencia de ácidos 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 30 
1, 2, 5 o 10 mg/l del éster de cera en un periodo de cultivo de entre aproximadamente uno y aproximadamente 
treinta días, tal como entre aproximadamente tres y aproximadamente quince días, o entre aproximadamente cinco y 
aproximadamente diez días. 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 días, tal como entre aproximadamente tres y 35 
aproximadamente quince días, o entre aproximadamente cinco y aproximadamente diez días. 
 
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 40 
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 45 
aunque opcionalmente, los métodos pueden incluir además 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 aldehído graso, por ejemplo una acil-ACP reductasa 50 
formadora de aldehído graso. La reductasa formadora de aldehído graso puede ser endógeno de la célula huésped 
recombinante o alternativamente puede ser exógeno con respecto a la célula huésped recombinante. 
 
Adicional aunque opcionalmente, la producción de acil-ACP puede regularse positivamente en la célula huésped 
recombinante, por ejemplo mediante la expresión o sobreexpresión de uno o más polipéptidos exógenos o 55 
endógenos, tales como, por ejemplo, una beta-cetoacil sintetasa, una acetil-CoA carboxilasa, una malonil CoA:ACP 
transacilasa, una acil-ACP sintetasa o una proteína portadora de acilos. Por ejemplo, la célula huésped 
recombinante puede expresar o sobreexpresar uno o más polipéptidos exógenos o endógenos que incrementan la 
fijación del carbono o eficiencia fotosintética de captación de luz o estimular la secreción del producto éster de cera, 
tal como, por ejemplo, ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, una ficobiliproteína o un transportador transmembranal. 60 
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante presenta una expresión atenuada de uno o más de entre 
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, acetaldehído-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 unión a ATP (ABC, por sus 65 
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siglas en inglés), una proteína de flujo de salida multifármaco o una bomba de resistencia a división por nodulación 
(RND, por sus siglas en inglés) para facilitar la secreción de éster de cera. 
 
La invención proporciona además 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 inorgánico (p.ej. El 5 
dióxido de carbono o un compuesto carbonato o bicarbonato) como fuente de carbono y, de esta manera, pueden 
proporcionar un método más eficiente y con mejor relación coste-eficacia de producción de éster de cera que las 
células huésped que dependen totalmente de fuentes de carbono reducidas y/o más largas. 
 
La invención proporciona métodos para producir un éster de ácido graso, que comprende las etapas de cultivar una 10 
célula huésped fotosintética que incluye una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP 
sintasa de éster de cera en un medio de cultivo adecuado y permitir la expresión de la secuencia de ácidos nucleicos 
no nativa que codifica la acil-ACP sintasa de éster de cera para producir el éster de ácido graso. La célula huésped 
fotosintética en algunos ejemplos puede producir uno o más 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 15 
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 invención proporciona un método para producir un éster de cera mediante el cultivo de una 
célula huésped fotosintética recombinante que incluye una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de 20 
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 expresión de las secuencias de ácidos 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. 
 25 
La invención proporciona además un método para producir un éster de cera mediante el cultivo de una célula 
huésped fotosintética que incluye una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa 
de éster de cera y una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de 
alcohol graso en un medio de cultivo adecuado y permitir la expresión de las secuencias de ácidos 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 30 
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, azúcar o ácido 
orgánico. Adicionalmente, el método puede incluir exponer el cultivo a la luz durante por lo menos una parte del 
periodo de cultivo. 35 
 
La célula huésped fotosintética puede incluir una secuencia no nativa de ácidos 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 además 
una secuencia no nativa de ácidos 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 invención 40 
se llevan a cabo en un microorganismo fotosintético, p.ej. una cianobacteria o una microalga eucariótica. En 
determinadas realizaciones, el microorganismo fotosintético no produce endógenamente acil-CoA. 
 
Una célula huésped fotosintética recombinante utilizada para la producción de ésteres de cera puede ser una 
microalga eucariótica, por ejemplo de una especie de Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, 45 
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, 50 
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. 
 55 
Los métodos de la invención 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. 
Además, 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 introducción de una molécula de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera 60 
(p.ej. WA1 (SEC ID nº 19) o WS2 (SEC ID nº 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% o 99% respecto a WS1 o WS2, u otras dadas a conocer en la presente memoria, p.ej. cualquiera de 
las SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43) y un único gen de acil-ACP reductasa formador de alcohol 
(p.ej. codificante de una acil-ACP reductasa que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 30%, 40%, 65 
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 nº 2), Hch_05075 (SEC ID nº 4), MDG893_11561 (SEC ID nº 6), HP15_810 (SEC ID nº 8) o 
RED65_09894 (SEC ID nº 10) u otros tal como se da a conocer en la presente memoria) sin necesidad de atenuar o 
eliminar la expresión de genes endógenos que funcionan en una ruta dependiente de acil-CoA, p.ej. una tioesterasa 
o una acil-CoA sintetasa. Además, debido a que las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos que pueden 
utilizar fuentes de carbono inorgánico (no reducido), tales como CO2, en comparación con, p.ej., células 5 
heterotróficas que dependen de fuentes de carbono orgánico, tales como azúcares que deben añadirse 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 biológico simplificado y más energéticamente eficiente para producir 
ésteres de cera. 
 10 
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, Iyengariella, Leptolyngbya, Limnothrix, 15 
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. 20 
Alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser una especie de Cyanobium, Cyanothece 
o Cyanobacterium, o más alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser una especie de 
Gloeobacter, Lyngbya o Leptolyngba. 
 
La invención proporciona además sistemas para producir un éster de ácido graso de una manera independiente de 25 
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 ácidos 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 30 
reducido, en la que el microorganismo fotosintético se expone a la luz durante por lo menos una parte del periodo de 
producción. Adicionalmente, el microorganismo fotosintético puede incluir además una secuencia no nativa de 
ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Opcionalmente, el sistema puede 
incluir además una fuente de carbono inorgánico (p.ej. no reducido), tal como, por ejemplo, CO2, ácido carbónico, 
carbonato o bicarbonato. La fuente de carbono inorgánico en realizaciones preferentes proporciona el carbono para 35 
la síntesis de un producto éster de cera. En algunos ejemplos, el microorganismo fotosintético es una cianobacteria. 
 
La invención proporciona además una molécula aislada de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de 
éster de cera, una molécula aislada de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol y 
una molécula aislada de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP 40 
reductasa formadora de alcohol. En algunas realizaciones, la molécula aislada de ácidos nucleicos comprende 
además una secuencia adicional de ácidos nucleicos de por lo menos 50 nucleótidos procedente de un 
microorganismo fotosintético. Además, la invención proporciona vectores y células huésped recombinante que 
comprende por lo menos una molécula aislada de ácidos nucleicos o un vector codificante de una acil-ACP sintasa 
de éster de cera y que opcionalmente comprende además por lo menos una molécula aislada de ácidos nucleicos o 45 
vector codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, o que comprende por lo menos una molécula 
aislada de ácidos nucleicos codificante de tanto una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa 
formadora de alcohol. 
 
En todavía otro aspecto de la invención, se proporciona una composición que incluye un éster de cera. El éster de 50 
cera se produce mediante los métodos proporcionados en la presente memoria y pueden incluir uno o más ésteres 
de cera que presentan tanto una cadena A como una cadena B con longitudes de cadena de C8-C24. En algunas 
realizaciones, la composición 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 invención pueden comprender, según determinadas realizaciones, una mezcla de 55 
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 invención. Adicional o 
alternativamente, una composición de éster de cera de la invención puede, según determinadas realizaciones, ser 
identificable como productora según un método de la invención mediante la detección de una impureza menor en la 
composición que identifica su fuente de una célula huésped recombinante de la invención. Por ejemplo, una 60 
composición puede contener una o más moléculas de ácidos nucleicos como componente menor que puede 
detectarse, por ejemplo, mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o mediante un método de detección 
alternativo de amplificación de ácidos nucleicos específica de secuencia, en la que la molécula o moléculas de 
ácidos nucleicos pueden presentar una secuencia correspondiente a por lo menos una parte de la SEC ID nº 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 65 
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 ácidos nucleicos 
pueden presentar una secuencia correspondiente a por lo menos una parte de la SEC ID nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID 
nº 5, SEC ID nº 7, SEC ID nº 9 ó SEC ID nº 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. 5 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 

La FIGURA 1 muestra la secuencia de aminoácidos de la acil-ACP reductasa de Marinobacter aquaoelei cepa 
VT8 Maqu_2220 ("Maqu_2220"; SEC ID nº 2). 10 
La FIGURA 2 muestra la secuencia de aminoácidos de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de Hahella 
chejuensis cepa KCTC 2396 ("Hch_05075, SEC ID nº 4). 
La FIGURA 3 muestra la secuencia de aminoácidos de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de 
Marinobacter algicola cepa DG893 ("MDG893_11561"; SEC ID nº 6). 
La FIGURA 4 muestra la secuencia de aminoácidos de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de 15 
Marinobacter algicola cepa HP15 ("HP15_810"; SEC ID nº 8). 
La FIGURA 5 muestra la secuencia de aminoácidos de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de 
Oceanobacter sp. cepa RED65 ("RED65_09894"; SEC ID nº 10). 
La FIGURA 6 muestra la secuencia de aminoácidos de la sintasa de éster de cera de Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus cepa 8798 WS1 ("sintasa de éster de cera WS1"; SEC ID nº 19). 20 
La FIGURA 7 muestra la secuencia de aminoácidos de la sintasa de éster de cera de Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus cepa 8798 WS2 ("sintasa de éster de cera WS2"; SEC ID nº 21). 
La FIGURA 8 muestra la secuencia de aminoácidos de la sintasa de éster de cera de Marinobacter sp. cepa 
ELB17 ("sintasa de éster de cera ELB17"; SEC ID nº 43). 
La FIGURA 9 es una representación esquemática de rutas metabólicas de derivados de ácidos grasos. 25 
La FIGURA 10 es una representación esquemática de una ruta metabólica ejemplar para producir alcoholes 
grasos a partir de acil-ACP. 
La FIGURA 11 es una representación esquemática de una ruta metabólica en dos etapas para producir ésteres 
de cera a partir de alcoholes grasos y acil-ACP. 
La FIGURA 12 muestra un mapa plasmídico (pSGE05075) de un vector de integración construido con el gen de 30 
acil-ACP reductasa Maqu_2220 de codones optimizados. RS1-down y RS1-up se refieren a sitios de integración 
en el cromosoma de Synechocystis sp. PCC 6803. 
La FIGURA 13 A) muestra un cromatograma de cromatografía de fases de Synechocystis sp. PCC 6803 
cultivado fototrópicamente y que expresan una acil-CoA reductasa Maqu_2507 (SEC ID nº 12). B) muestra un 
cromatograma de cromatografía de gases de Synechocystis sp. PCC 6803 cultivado fototrópicamente y que 35 
expresa un gen codificante de la acil-ACP reductasa Maqu_2220 optimizado con codones (SEC ID nº 11). Los 
productos lipídicos están marcados verticalmente para cada pico. 
La FIGURA 14 muestra un gráfico que demuestra las cantidades de alcohol graso (C16 y C18:O-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 comparación con Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa Maqu_2507 (5076), 40 
una acil-CoA reductasa que utiliza acil-CoA como sustrato. No se detectó ningún aldehído graso en ninguna de 
las muestras. 
La FIGURA 15 muestra un gráfico que demuestra los alcoholes grasos totales producidos en Synechocystis sp. 
PCC 6803 que no expresa acil-ACP reductasa heteróloga ("Wt 6803") o que expresa acil-ACP reductasa 
formadora de alcohol graso Hch_05075 ("Hahella FAR"). 45 
La FIGURA 16 muestra un mapa plasmídico (pSGE05175) de un vector de integración construido con el gen de 
acil-ACP reductasa Maqu_2220 y el gen WS1. RS1-down y RS1-up se refieren a sitios de integración en el 
cromosoma de Synechocystis sp. PCC 6803. 
La FIGURA 17 muestra un gráfico que demuestra la producción de éster de cera y alcohol graso en 
Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa WS1 (SEC ID nº 19) y Maqu_2220 (SEC ID nº 2) ("5175 (WS1)"); 50 
Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa WS de petunia (SEC ID nº 45) y Maqu_2220 (SEC ID nº 2) ("5174 
(WS Petunia)") y Synechocystis sp. PCC 6803 que no expresa genes heterólogos ("6803 Ctrl neg"). 

 
Descripción detallada de la invención 
 55 
La invención proporciona métodos independientes de acil-CoA para producir un éster de cera en células huésped 
recombinantes, así como moléculas aisladas de nucleótidos, 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 invención. 
 60 
El experto en la materia apreciará que la exposición de la presente solicitud incluye la exposición de realizaciones 
que comprenden combinaciones de dos o más elementos descritos por conveniencia mediante la referencia a 
realizaciones específicas. Los títulos en la solicitud se proporcionan únicamente para comodidad del lector y no 
limitan en modo alguno el alcance de la invención o sus realizaciones. 
 65 
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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 publicación individual o solicitud de patente se encontrase específica e 
individualmente indicada como incorporada como referencia. 
 
Definiciones 5 
 
A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en la presente memoria 
presentan los mismos significados entendidos comúnmente por el experto ordinario en la materia a la que se refiere 
la presente invención. 
 10 
Durante toda la presente memoria y realizaciones, el término "comprende" o variaciones tales como "que 
comprende", se entenderá que implican la inclusión de una entidad, ítem o grupo de ítems indicados pero sin excluir 
cualquier otra entidad, ítem o grupo de ítems. 
 
Los artículos singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique 15 
claramente lo contrario. Una referencia a una célula, por ejemplo, incluye una pluralidad de células. 
 
El término "y/o" tal como se utiliza en una expresión, tal como "A y/o B" en la presente memoria pretende incluir "A y 
B", "A o B", "A" y "B". 
 20 
La expresión "acil-ACP reductasa formadora de alcohol" se refiere a una proteína que es capaz de convertir acil-
ACP en un alcohol graso. Una "acil-CoA reductasa formadora de alcohol" es una proteína que es capaz de convertir 
acil-CoA en alcohol graso. La expresión "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 acil-ACP como acil-CoA como sustratos para la producción de 25 
alcoholes grasos. 
 
Un "alcohol de cadena corta" es un alcohol que presenta entre 1 y 5 átomos 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. 30 
 
Un "alcohol graso" es un alcohol primario que presenta la fórmula ROH, en la que R es un grupo alifático, 
preferentemente un grupo alquilo. R puede comprender entre aproximadamente 6 y aproximadamente 24 átomos de 
carbono. La cadena alifática puede ser saturada, monoinsaturada o poliinsaturada. La expresión "uno o más 
alcoholes grasos" se refiere a uno o más alcoholes grasos de diferente longitud de cadena y/o patrón de saturación, 35 
por ejemplo un alcohol graso C16:1, un alcohol graso C18:2 y un alcohol graso C14 son alcoholes grasos 
particulare.s 
 
La expresión "acil reductasa formadora de aldehído" o "reductasa formadora de aldehído" se refiere a un enzima que 
produce un aldehído graso a partir de un sustrato acilo, tal como un ácido carboxílico (p.ej. un ácido graso libre), un 40 
acil-ACP o un acil-CoA. Una "acil-ACP reductasa formadora de aldehído" se refiere a una proteína que convierte 
acil-ACP en un aldehído graso. 
 
Un "éster de ácido graso" es un éster de un ácido 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 ácido graso (la fracción ácido 45 
graso puede ser proporcionada por un acil-tioéster) se denomina cadena B. Un éster de ácido 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 o más de 
24 carbonos de longitud. Un éster de ácido 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 más de 24 carbonos de longitud. Las longitudes de las cadenas A y B de 
un éster de ácido graso pueden variar independientemente. Por ejemplo, la condensación de metanol (C1) y una 50 
cadena de acilo (ácido graso o acil-tioéster) de C4 o superior puede resutlar en un metil-éster de ácido graso 
("FAME", por sus siglas en inglés) y la condensación de etanol y una cadena de acilo puede resultar en un etil-éster 
de ácido graso ("FAEE", por sus siglas en inglés). La condensación de un alcohol graso (C8 o superior) con un acil-
tioéter (C8 o superior) produce un éster de cera. 
 55 
Un "éster de cera" es un éster de un ácido graso y un alcohol alifático 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 número de carbonos en las cadenas A y B de un éster de cera puede 
variar independientemente. 
 60 
Una "éster de cera sintasa" o "cera sintasa" es un enzima que cataliza la condensación 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 ácido graso, tal 
como un metil-éster de ácido graso o etil-éster de ácido graso. 
 65 
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La expresión "acil-ACP sintasa de éster de cera" o "acil-ACP sintasa de cera" se refiere a una proteína 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 únicamente 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) además de acil-ACP. 5 
 
Los términos "péptido", "polipéptido" y "proteína" se utilizan intercambiablemente en la presente memoria, aunque 
"péptido", en algunos casos, puede utilizarse para referirse a un polipéptido que no presenta más de 
aproximadamente 100 aminoácidos o no más de aproximadamente 60 aminoácidos. 
 10 
La expresión "fragmento funcional" se refiere a un polipéptido que presenta una deleción aminoterminal y/o 
carboxiterminal, en el que la secuencia de aminoácidos 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%, 15 
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. 20 
 
La presente solicitud da a conocer y se refiere a ácidos 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 números de acceso son identificadores únicos para un registro de 
secuencia disponible públicamente en el sitio de internet (ncbi.nlm.nih.gov) mantenido por el United States National 25 
Institutes of Health. El número de identificación de secuencia "GenInfo Identifier" (GI) es específica de una secuencia 
de nucleótidos o aminoácidos. En el caso de que la secuencia cambie de algún modo, se asigna un nuevo número 
GI. Se encuentra disponible una herramienta de historia de revisiones de la secuencia para realizar un seguimeinto 
de los diversos números GI, números de versión y fechas de actualización de las secuencias que aparecen en un 
registro GenBank específico. La búsqueda y obtención de secuencias de ácidos nucleicos o génicas o de proteínas 30 
basándose en los números de acceso y números GI es bien conocida de las técnicas, p.ej. de la biología celular, 
bioquímica, biología molecular y genética molecular. 
 
El porcentaje de identidad u homología con respecto a las secuencias de aminoácidos o nucleótidos se define en la 
presente memoria como el porcentaje de residuos aminoácidos o nucleótidos en la secuencia candidata que son 35 
idénticos a polipéptidos conocidos, después de la alineación de las secuencias para un porcentaje máximo de 
identidad y la introducción de huecos, en caso necesario, para alcanzar el máximo porcentaje de homología. La 
homología o identidad en el nivel de la secuencia de nucleótidos o aminoácidos puede determinarse utilizando 
métodos conocidos de la técnica, incluyendo, aunque sin limitación, BLAST (por sus siglas en inglés, herramienta 
básica de búsqueda de alineaciones locales) utilizando los algoritmos utilizados por los programas blastp, blastn, 40 
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 búsqueda de similitudes de secuencia. 
 
"Pfam" es una gran colección de dominios de proteínas y familias de proteínas mantenida por el consorcio Pfam y se 
encuentra disponible en varios sitios de Internet patrocinados, entre ellos: pfam.sanger.ac.uk/ (Welcome Trust, 45 
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 
última versión de Pfam es Pfam 26.0 (noviembre de 2011, 13.672 familias) basada en la base de datos de proteínas 
UniProt versión 2020_05. Los dominios y familias de Pfam se identifican utilizando múltiples alineaciones de 
secuencias y modelos de Markov ocultos (HMM, por sus siglas en inglés). Las familias Pfam-A, basadas en 50 
asignaciones de alta calidad, son generadas por una alineación consolidad de la semilla utilizando miembros 
representativos de una familia de proteínas y modelos de Markov ocultos de perfil basados en la alineación de la 
semilla (a menos que se indique lo contrario, las correspondencias de una proteína problema con un Pfam son 
correspondencias de Pfam-A). Todas las secuencias identificadas pertenecientes a la familia se utilizan a 
continuación para generar automáticamente una alineación copmleta para la familia (Sonnhammer et al., Nucleic 55 
Acids Research 26: 320-322, 1998; Bateman et al., Nucleic Acids Research 26: 263-266, 2000; Bateman et al., 
Nucleic Acids Research 32, 2004, versión 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 proteínas frente a los HMM utilizando el software de 60 
búsqueda de homologías HMMER (p.ej. HMMER3 hmmer.janelia.org/). Son correspondencias significativas que 
identifican una proteína interrogada como presente en una familia de pfam (o que presenta un dominio pfam 
particular) aquellas en las que la puntuación de bit es superior o igual al umbral de inclusión en la alineación para el 
dominio Pfam. Los valores esperados (valores e) también pueden utilizarse como criterio para la inclusión de una 
proteína interrogada en un pfam o para determinar si una proteína interrogada presenta un dominio de pfam 65 
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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 más sustituciones conservadoras 
de aminoácidos con respecto al polipéptido de referencia, en el que la actividad (p.ej. el efecto sobre la 5 
transcripción), la afinidad para correguladores o ligandos, o la afinidad de unión al ADN del polipéptido no difieren 
sustancialmente de las del polipéptido de referencia. 
 
La expresión "sustitución conservadora de aminoácidos" o "mutación conservadora" se refiere a la sustitución de un 
aminoácido por otro aminoácido con una propiedad común. Un modo funcional de definir propiedades comunes 10 
entre aminoácidos individuales es analizar las frecuencias normalizadas de cambios de aminoácidos entre las 
proteínas correspondientes de organismos homólogos (Schulz, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, 
1979). Según dichos análisis, pueden definirse grupos de aminoácidos en los que los aminoácidos dentro de un 
grupo se intercambian preferentemente entre sí y, por lo tanto, son más similares entre sí en su impacto sobre la 
estructura global de la proteína (Schulz, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, 1979). Entre los ejemplos 15 
de grupos de aminoácidos definidos de este modo pueden incluirse un "grupo cargado/polar", incluyendo Glu, Asp, 
Asn, Gln, Lys, Arg y His; un "grupo aromático o cíclico", incluyendo Pro, Phe, Tyr y Trp, y un "grupo alifático", 
incluyendo Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Met, Ser, Thr y Cys. Dentro de cada grupo también pueden identificarse 
subgrupos. Por ejemplo, el grupo de aminoácidos cargados/polares puede subdividirse en subgrupos, incluyendo el 
"subgrupo cargado positivamente", que comprende Lys, Arg e His; el "subgrupo cargado negativamente", que 20 
comprende Glu y Asp, y el "subgrupo polar", que comprende Asn y Gln. En otro ejemplo, el grupo aromático o cíclico 
puede subdividirse en subgrupos, incluyendo el "subgrupo de anillo nitrogenado", que comprende Pro, His y Trp, y el 
"subgrupo fenilo", que comprende Phe y Tyr. En otro ejemplo adicional, el grupo alifático puede subdividirse en 
subgrupos, entre ellos: el "subgrupo no polar alifático grande", que comprende Val, Leu e Ile; el "subgrupo 
ligeramente polar alifático", que comprende Met, Ser, Thr y Cys, y el "subgrupo de residuo pequeño", que 25 
comprende Gly y Ala. Entre los ejemplos de mutaciones conservadoras se incluyen las sustituciones de aminoácidos 
dentre los subgrupos indicados anteriormente, tales como, aunque sin limitación: 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 NH2 libre. 30 
 
El término "gen" se utiliza ampliamente para referirse a cualquier segmento de molécula de ácidos nucleicos 
(típicamente de ADN aunque opcionalmente de ARN) codificante de una proteína 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 además las secuencias reguladoras requeridas para su 35 
expresión. Los genes pueden obtenerse a partir de una diversidad de fuentes, incluyendo la clonación a partir de 
una fuente de interés o mediante síntesis a partir de información de secuencia conocida o predicha y puede incluir 
secuencias diseñadas para que presenten parámetros deseados. 
 
La expresión "ácido nucleico" o "molécula de ácidos nucleicos" se refiere, p.ej., a ADN o ARN (p.ej., ARNm). Las 40 
moléculas de ácidos 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 ácidos nucleicos de la presente invención pueden aislarse o purificarse. Tal como se utiliza en la 
presente memoria, una molécula de ácidos nucleicos o secuencia de nucleótidos "aislada" se refiere a una molécula 45 
de ácidos nucleicos o secuencia de nucleótidos que no se encuentra flanqueada por secuencias de nucleótidos que 
normalmente flanquean la secuencia génica o de nucleótidos (tal como en secuencias genómicas) y, por lo tanto, 
pueden ser una molécula o secuencia de ácidos nucleicos recombinante y/o que ha sido completa o parcialmente 
extraída de su medio nativo (p.ej., una célula o un tejido). Por ejemplo, las moléculas de ácidos nucleicos que han 
sido extraídas o purificadas a partir de células se consideran aisladas. En algunos casos, el material aislado forma 50 
parte de una composición (por ejemplo, un extracto en bruto que contiene otras sustancias), sistema tampón o 
mezcla de reactivos. En algunas realizaciones, las moléculas de ácidos nucleicos pueden purificarse hasta la 
práctica homogeneidad, por ejemplo según se determina mediante PAGE o cromatografía de columna, tal como 
HPLC. Una molécula de ácidos nucleicos o secuencia de nucleótidos aislada puede incluir una molécula de ácidos 
nucleicos o secuencia de nucleótidos que se sintetiza químicamente utilizando tecnología de DNA recombinante o 55 
utilizando cualquier otro método adecuado. Un ácido nucleico contenido en un vector también se incluye en la 
definición 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 invención también se encuentran comprendidos en las secuencias 
de nucleótidos "aisladas". 
 60 
La expresión "de codones optimizados" se refiere a cambios en los codones de una secuencia de nucleótidos 
codificante de una proteína a los utilizados preferentemente en un organismo particular de manera que la proteína 
codificada se exprese eficientemente en el organismo de interés. En algunas realizaciones, una secuencia de 
nucleótidos codificante de una proteína puede presentar codones optimizados para la producción óptima de la 
proteína de un organismo huésped. Tal como se utiliza en el contexto de la invención, un gen o molécula de ácidos 65 
nucleicos "de codones optimizados" de la invención no requiere que se altere todo codón 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 ácidos nucleicos "de codones optimizados" sea modificada al codón más prevalente utilizado por el 
organismo de interés. Por ejemplo, un gen de codones optimizados puede cambios en uno o más codones a 
codones que son utilizados más frecuentemente que el codón o codones originales, se utilicen o no con la máxima 
frecuencia en el organismo para codificar un aminoácido particular. 5 
 
La expresión "vector de expresión" o "constructo de expresión" se refiere a un ácido nucleico que ha sido generado 
mediante intervención humana, incluyendo por medios recombinantes y/o síntesis química directa, con una serie de 
"elementos de control de la expresión" de ácidos nucleicos especificados que permiten la transcripción y/o la 
traducción de un ácido nucleico particular en una célula huésped. El vector de expresión puede ser un plásmido, una 10 
parte de un plásmido, un constructo vírico, un fragmento de ácidos nucleicos o similar, o una combinación de los 
mismos. 
 
Un "casete de expresión" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una secuencia de nucleótidos 
codificante de una proteína o ARN funcional (p.ej. Un ARNt, un ARN de horquilla corta, uno o más microARN, un 15 
ARN ribosómico, etc.) operablemente ligado a elementos de control de la expresión, tales como un promotor, y 
opcionalmente, cualquiera o una combinación de otras secuencias de ácidos nucleicos que afectan a la transcripción 
o traducción del gen, tal como, aunque sin limitación, un terminador transcripcional, un sitio de unión ribosómica, una 
sitio de corte y empalme o una secuencia de reconocimiento de corte y empalme, un intrón, un intensificador, una 
señal de poliadenilación, un sitio interno de entrada ribosómica, etc. La expresión "ligamiento operable" o "ligado 20 
operablemente" se refiere a un ligamiento funcional entre dos secuencias de ácidos nucleicos, tal como una 
secuencia de control (tal como un promotor) y la secuencia ligada (tal como una secuencia que codifica una proteína 
y/o ARN funcional). Un promotor se encuentra en ligamiento operable con una secuencia de ácidos nucleicos en el 
caso de que medie en la transcripción del gen. Una secuencia de ácidos nucleicos derivada del genoma de un 
microorganismo huésped puede ligarse operablemente a una secuencia de ácidos nucleicos exógena respecto al 25 
microorganismo huésped, en el que la secuencia derivada del genoma puede promover la recombinación homóloga, 
resultando en la inserción de la secuencia de ácidos nucleicos exógena en el genoma del microorganismo huésped. 
Por ejemplo, una molécula de ácidos nucleicos de la invención puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos 
exógena al microorganismo huésped que codifica una proteína de interés, en la que la secuencia de ácidos 
nucleicos exógena se encuentra operablemente ligada a secuencias (por ejemplo, flanqueadas por secuencias) 30 
derivadas del microorganismo huésped que permiten la recombinación de la secuencia de ácidos nucleicos exógena 
en el genoma del huésped. 
 
El término "operón", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una unidad de más de un gen bajo el 
control de una única señal reguladora o promotor. El gen puede transcribirse, p.ej., en una única molécula de ARNm. 35 
 
Las "condiciones de astringencia" para la hibridación de secuencias de nucleótidos se refieren a las condiciones de 
incubación y lavado, p.ej. las condiciones de temperatura y la concentración del tampón, que permiten la hibridación 
de un ácido nucleico particular a un segundo ácido nucleico; el primer ácido nucleico puede ser perfectamente 
complementario (es decir, 100% complementario) respecto al segundo, o el primero y el segundo pueden compartir 40 
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 ácidos nucleicos 
alta/perfectamente complementarios de los menos complementarios. 
 
Las "condiciones de alta astringencia", las "condiciones de astringencia moderada" y las "condiciones de baja 45 
astringencia" para las hibridaciones de ácidos nucleicos se explican en Current Protocols in Molecular Biology, John 
Wiley & Sons, 2011. Las condiciones exactas que determinan la astringencia de la hibridación dependen no sólo de 
la fuerza iónica (p.ej., �0,2× SSC o ~0,1× SSC, etc.) de los tampones de lavado, de la temperatura (p.ej., 23°C, 
42°C, 68°C, etc.) y de la concentración de agentes desestabilizadores, tales como formamida o agentes 
desnaturalizantes, tales como SDS, sino también de factores tales como la longitud de la secuencia de ácidos 50 
nucleicos, la composición 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 empíricamente. 
 
Mediante la modificación de las condiciones de hibridación de un nivel de astringencia al que no se produce ninguna 55 
hibridación hasta el nivel al que se observa hibridación, pueden determinarse las condiciones que permiten que una 
secuencia dada se hibride con las secuencias más 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 mínimo de complementariedad de los 60 
híbridos. Generalmente, partiendo de la temperatura más baja a la que sólo se produce hibridación homóloga, cada 
grado (ºC) por el que se reduce la temperatura final de lavado, mientras se mantiene la concentración de SSC 
constante, permite un incremento de aproximadamente 1% del grado máximo de no correspondencia entre las 
secuencias que se hibridan. Generalmente, la duplicación de la concentración de SSC puede resultar en un 
incremento de la Tm. Utilizando dichas directrices, puede determinarse la temperatura de lavado empíricamente 65 
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 hibridación en 50% de 
formamida, NaCl 1 M, SDS al 1% a aproximadamente 37°C y lavado en 0,1× SSC a aproximadamente 60°C. Entre 
las condiciones de astringencia progresivamente más alta se incluyen, tras la hibridación, el lavado con 0,2× SSC y 
SDS al �0,1% a aproximadamente temperatura ambiente (condiciones de baja astringencia); el lavado con 0,2× 
SSC y SDS al 0,1% a aproximadamente 42°C (condiciones de astringencia moderada) y el lavado con 0,1× SSC a 5 
aproximadamente 68°C (condiciones de alta astringencia). El lavado puede llevarse a cabo utilizando únicamente 
una de dichas condiciones, p.ej. bajo condiciones de alta astringencia, o el lavado puede comprender dos o más de 
las condiciones de astringencia con el fin de incrementar la astringencia. Las condiciones óptimas pueden variar 
dependiendo de la reacción de hibridación particular implicada y típicamente pueden determinarse empíricamente. 
 10 
Pueden determinarse condiciones equivalentes mediante la modificación de uno o más de los parámetros 
proporcionados a título de ejemplo tal como es conocido de la técnica, manteniendo simultáneamente un grado 
similar de identidad o similitud entre la molécula de ácidos nucleicos diana y el cebador o sonda utilizado. Las 
secuencias de nucleótidos hibridables resultan útiles como sondas y cebadores para la identificación de organismos 
que comprenden un ácido nucleico de la invención y/o para aislar un ácido nucleico de la invención, por ejemplo. 15 
 
Una molécula de ácidos nucleicos o secuencia de nucleótidos, o una proteína o secuencia polipeptídica, "purificada" 
se encuentra sustancialmente libre de material celular y componentes celulares. La molécula de ácidos nucleicos o 
proteína purificada puede encontrarse libre de compuestos químicos, más allá de tampón o solvente, por ejemplo. 
La expresión "sustancialmente libre" no pretende referirse a que otros componentes más allá de las nuevas 20 
moléculas de ácidos nucleicos son indetectables. 
 
Una molécula de ácidos nucleicos "recombinante" o "manipulada" es una molécula de ácidos nucleicos que ha sido 
alterada mediante la manipulación humana. A modo de ejemplos no limitativos, una molécula de ácidos nucleicos 
recombinante es una molécula de ácidos nucleicos que: 1) ha sido sintetizada o modificada in vitro, por ejemplo 25 
utilizando técnicas químicas o enzimáticas (por ejemplo mediante la utilización de síntesis química de ácidos 
nucleicos o mediante la utilización de enzimas para la replicación, polimerización, digestión (exonucleolítica o 
endonucleolítica), ligación, transcripción inversa, transcripción, modificación de bases (incluyendo, p.ej., la 
metilación) o la recombinación (incluyendo la recombinación homóloga o específica de sitio) de moléculas de ácidos 
nucleicos; 2) incluye secuencias de nucleótidos unidas que no se encuentran unidas en la naturaleza; 3) ha sido 30 
manipulada utilizando técnicas de clonación molecular de manera que no presenta uno o más nucleótidos con 
respecto a la secuencia de la molécula de ácidos nucleicos natural, y/o 4) ha sido manipulada utilizando técnicas de 
clonación molecular de manera que presenta una o más cambios de secuencia o reorganizaciones con respecto a la 
secuencia de ácidos nucleicos natural. A modo de ejemplos no limitativos, un ADNc es una molécula de ADN 
recombinante, del mismo modo que cualquier molécula de ácidos nucleicos que ha sido generada por una o más 35 
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 clonación o vector de expresión. 
 
En su aplicación a organismos, los términos recombinante, manipulado y genéticamente manipulado se refieren a 
organismos que han sido manipulados mediante la introducción de una secuencia de ácidos nucleicos heteróloga o 40 
recombinante en el organismo, e incluye desactivaciones génicas, mutaciones dirigidas y sustitución de genes, 
sustitución, deleción o inserción de promotores, sí como la introducción de transgenes en el organismo. La molécula 
de ácidos nucleicos heteróloga 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. 45 
 
La expresión "proteína recombinante" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una proteína producida 
mediante manipulación genética. 
 
Las expresiones "natural" y "de tipo salvaje" se refieren a una forma que se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, 50 
una molécula de ácidos nucleicos, secuencia de nucleótidos o proteína natural o de tipo salvaje, puede encontrarse 
presente en, aislada a partir de, una fuente natural y no ha sido modificada deliberadamente mediante manipulación 
humana.  
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, "atenuado" se refiere a una reducción de la cantidad, grado, intensidad o 55 
fuerza. La expresión génica atenuada puede referirse a una cantidad y/o tasa de transcripción significativamente 
reducida del gen en cuestión o de la traducción, pliegue o ensamblaje de la proteína codificada. Un gen atenuado 
puede ser un gen interrumpido o delecionado que resulta en una producción indetectable de la proteína codificada. 
 
La expresión "molécula exógena de ácidos nucleicos" o "gen exógeno" se refiere a una molécula de ácidos nucleicos 60 
o gen que ha sido introducido ("transformado") en una célula. Una célula transformada puede denominarse célula 
recombinante, en la que puede introducirse uno o más genes exógenos adicionales. Un descendiente de una célula 
que ha sido transformada con una molécula de ácidos nucleicos también se denomina "transformada" en el caso de 
que haya heredado la molécula exógena de ácidos nucleicos. El gen exógeno puede ser de una especie diferente (y 
por lo tanto es "heterólogo") o ser de la misma especie (y por lo tanto es "homólogo") respecto a la célula que se 65 
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transforma. Una molécula de ácidos nucleicos, gen o proteína "endógeno" es una molécula de ácidos nucleicos, gen 
o proteína nativa ya que se encuentra en, o es naturalmente producida por, el huésped. 
 
El término "heterólogo" se utiliza ampliamente en dicho aspecto para referirse a moléculas de ácidos nucleicos o 
proteínas introducidas en una célula huésped, en las que las moléculas de ácidos nucleicos o proteínas se derivan 5 
de una cepa/organismo diferente. Un gen heterólogo puede presentar un equivalente en el huésped transformado, 
es decir, un gen que normalmente lleva a cabo la misma función o una función similar, o el gen heterólogo exógeno 
puede codificar una proteína que no presenta un homólogo endógeno en la cepa/organismo huésped. En referencia 
a una secuencia reguladora génica o a una secuencia de ácidos nucleicos auxiliar utilizada para el mantenimiento o 
la manipulación de una secuencia génica (p.ej. una región 5’ no traducida, una región 3’ no traducida, una secuencia 10 
de adición de poli-A, una secuencia de intrón, un sitio de corte y empalme, un sitio de unión ribosómica, una 
secuencia interna de entrada ribosómica, una región de homología del genoma, un sitio de recombinación, etc.), 
"heterólogo" 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 ácidos 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 15 
operablemente ligado en su estado natural (es decir, en el genoma de un organismo no manipulado genéticamente) 
en la presente memoria se denomina "promotor heterólogo", 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 ácidos nucleicos o secuencias de 20 
aminoácidos tal como se encuentran naturalmente en el huésped. La expresión "no nativo" se utiliza en la presente 
memoria para referirse a secuencias de ácidos nucleicos o secuencias de aminoácidos que no se encuentran 
naturalmente en el huésped. Una secuencia de ácidos nucleicos o secuencia de aminoácidos que ha sido extraída 
de una célula huésped, sometida a manipulación 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 25 
nativos". Entre los genes no nativos se incluyen además genes endógenos al microorganismo huésped 
operablemente ligados a una o más secuencias reguladoras heterólogas que han sido recombinadas en el genoma 
del huésped. 
 
La expresión "composición de éster de cera" se refiere a una composición que comprende por lo menos una 30 
molécula de éster de cera. Entre los ésteres de cera se incluyen, p.ej., composiciones que comprenden únicamente 
moléculas de éster de cera (es decir, una composición uqe no contiene un derivado ácido 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 ácido graso seleccionado de entre, p.ej., alcoholes, aldehídos, alquenos, alquinos y alcanos. Los ésteres de cera 
pueden comprender únicamente un tipo de molécula de éster de cera o más de un tipo de molécula de éster de 35 
cera. 
 
La expresión "composición de alcohol graso" se refiere a una composición que comprende por lo menos una 
molécula de alcohol graso. Entre las composiciones de alcohol graso se incluyen, p.ej., composiciones que 
comprenden únicamente moléculas de alcohol graso (es decir, una composición que no contiene un derivado de 40 
ácido graso diferente de las moléculas de alcohol graso) y composiciones que comprenden alcoholes grasos y por lo 
menos otro tipo de derivado de ácido graso seleccionado de entre, p.ej., aldehídos, ésteres, alquenos, alquinos y 
alcanos. Las composiciones de alcohol graso pueden comprender únicamente un tipo de molécula de alcohol graso 
o más de un tipo de molécula de alcohol graso. 
 45 
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 difusión pasiva, la difusión en gradiente, la difusión facilitada, el transporte activo y las combinaciones de los 
mismos. 50 
 
Los términos "recombinante", "manipulado" o "genéticamente manipulado" aplicados a las células huésped, se 
refieren a células que han sido manipulados mediante la introducción de una secuencia de ácidos nucleicos no 
nativa (p.ej., heteróloga o recombinante) en la célula huésped, o la deleción de una secuencia nativa de ácidos 
nucleicos de la célula huésped y entre ellos se incluyen, p.ej., desactivaciones génicas, mutaciones dirigidas y 55 
sustituciones génicas, sustituciones, deleciones o inserciones de promotor, así como la introducción de transgenes 
en la célula huésped. En algunas realizaciones, se integra una molécula introducida de ácidos nucleicos no nativa en 
el genoma del huésped recombinante/manipulado genéticamente. En otras realizaciones, se integra una molécula 
introducida de ácidos nucleicos no nativa en el genoma del huésped recombinante/manipulado genéticamente. 
 60 
Los términos "transformación", " transfección", "conjugación" y "transducción", tal como se utilizan en el presente 
contexto, pretenden comprender una multiplicidad de métodos conocidos por el experto en la materia para la 
introducción de ácidos nucleicos foráneos (por ejemplo ADN exógeno) en una célula huésped, incluyendo la 
coprecipitación con fosfato de calcio y/o cloruro de calcio, la transfección mediada por DEAE-dextrano, la lipofección, 
la competencia natural, la transferencia mediada químicamente, la electroporación o el bombardeo con partículas, o 65 
similar, o combinaciones de los mismos. La transfección puede ser transitoria o estable (p.ej., integración genómica). 
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Pueden encontrarse ejemplos de métodos adecuados para la transformación y/o transfección de células huésped, 
p.ej., 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 tamaño celular, contenido 
celular y/o actividad celular, tal como la producción de moléculas biológicas) y/o propagación (p.ej. Incrementos del 5 
número celular mediante mitosis) de una o más células mediante la utilización de condiciones seleccionadas y/o 
controladas. La combinación de tanto crecimiento como propagación puede denominarse proliferación. Entre los 
ejemplos no limitativos de condiciones seleccionadas y/o controladas pueden incluirse la utilización de un medio 
definido (con características conocidas, tales como el pH, la fuerza iónica y/o la fuente de carbonos), una 
temperatura especificada, la tensión de oxígeno, los niveles de dióxido de carbono, el crecimiento en un biorreactor 10 
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 suspensión y, al suspenderlas, preferentemente en un líquido acuoso. El 
biorreactor puede utilizarse para cultivar células a través de las diversas etapas de su ciclo fisiológico. 15 
 
Rutas metabólicas 
 
La ruta de biosíntesis de ácidos grasos está altamente conservada en los procariotas y en los cloroplastos de las 
algas eucarióticas y plantas superiores. La fig. 9 ilustra la ruta de biosíntesis de ácidos grasos en bacterias, 20 
partiendo del metabolito central acetil-CoA. La biosíntesis de los ácidos grasos se inicia mediante la conversión del 
acetil-CoA en malonil-CoA, catalizada por la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa). A continuación, 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 enzimático ácido graso sintasa (FAS, por sus siglas en inglés). El 
complejo ácido graso sintasa inicia el ciclo de elongación condensando en primer lugar malonil-ACP con acetil-ACP 25 
catalizado por una beta-cetoacil-ACP sintasa III (p.ej., FabH). El β-cetoacil-ACP (3-cetoacil-ACP) formado por las 
reacciones de FabH es reducido a β-hidroxiacil-ACP (3-hidroxiacil-ACP) por la 3-cetoacil-ACP reductasa (p.ej. 
FabG). A continuación, sobre β-hidroxiacil-ACP actúa una β-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 condensación 30 
catalizada por beta-cetoacil-ACP sintasa I o II (p.ej., FabB o FabF) de malonil-ACP con un acil-ACP. Los ciclos de 
condensación, reducción, deshidratación y reducción se repiten, añadiendo 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 
ácido graso libre o la transferencia a otra molécula (p.ej., glicerol-3-fosfato) por una transacilasa. 
 35 
Al contrario que los cloroplastos vegetales, las cianobacterias no producen ácidos grasos libres y, al contrario que E. 
coli y otras bacterias heterotróficas, las cianobacterias no producen acil-CoA. Tras la elongación de ácido graso con 
la cadena acilo unida covalentemente a la proteína portadora de acilos, las acil transferasas pueden transferir la 
cadena acilo a un esqueleto glicerol para producir lípidos membranales. 
 40 
Para producir derivados de ácidos grasos, tales como ésteres de cera en cianobacterias, típicamente se considera 
necesario introducir varios genes exógenos codificantes de enzimas para producir acil-CoA y la conversión del acil-
CoA en el producto final deseado (p.ej., un alcohol, aldehído, alcano, alqueno, éster de ácido 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 ácido graso libre. Puede introducirse un 45 
gen de acil-CoA sintetasa (p.ej., 6.2.1.3) para convertir los ácidos grasos libres en acil-CoA. 
 
En el caso de que el producto final deseado sean aldehídos grasos y/o alcanos, puede introducirse un gen 
codificante de una aldehído graso reductasa formador de aldehído (p.ej., la acil-CoA reductasa formadora de 
aldehído 1.2.1.42 o 1.2.1.50; ver también la patente US nº 6.143.538) para reducir el acil-CoA a aldehídos grasos; 50 
adicional o alternativamente, puede introducirse un gen de ácido carboxílico reductasa (ver, p.ej., los documentos nº 
WO 20107135624 y nº WO 2010/042664) para reducir los ácidos grasos libres a aldehídos grasos. Además, puede 
introducirse uno o más 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 aldehídos grasos. Los aldehídos grasos 
pueden procesarse adicionalmente en alcanos con la introducción de un gen codificante de una aldehído graso 55 
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). Además, puede introducirse un gen de aldehído graso reductasa para reducir los aldehídos grasos 60 
en alcoholes grasos. Los alcoholes grasos pueden procesarse adicionalmente en alquenos con la introducción de un 
gen codificante de una alcohol graso deshidratasa y/o con la deshidratación catalítica. Pueden formarse ésteres de 
cera mediante la introducción de un gen codificante de una éster de cera sintasa para catalizar la condensación de 
un alcohol graso con un acil-tioéster graso (fig. 9). 
 65 
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Tal como se demuestra en la presente memoria, determinados enzimas son capaces de convertir acil-ACP 
directamente en un derivado ácido graso. Por ejemplo, tal como se da a conocer en la solicitud de patente US 
comúnmente concedida nº 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 y la acil-ACP reductasa Hch_05075 pueden convertir acil-ACP directamente en alcoholes grasos.  Dichos 5 
enzimas se denominan en la presente memoria "acil-ACP reductasas formadoras de alcohol". Además, tal como 
muestra la presente invención, 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 invención proporciona un nuevo método de producción de 
ésteres de cera en una ruta libre de acil-CoA que requiere únicamente dos enzimas exógenos: una acil-ACP 10 
reductasa formadora de alcohol y una acil-ACP sintasa de éster de cera. 
 
En algunas realizaciones, la conversión de acil-ACP en alcohol graso puede producirse mediante la síntesis de un 
aldehído graso, en el que la reductasa formadora de aldehído graso (p.ej., una acil-ACP reductasas formadora de 
aldehído) expresada en la célula huésped en primer lugar reduce acil-ACP en un aldehído graso. Por ejemplo, en 15 
determinadas realizaciones, la célula huésped puede manipularse para sobreexpresar una acil-ACP reductasa 
formadora de aldehído graso endógena (p.ej. mediante la inserción 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 aldehído graso exógena. 
 20 
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-25 
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 ácido graso, tal como un éster de cera utilizando aci-ACP como donante de acilos 30 
mediante la catálisis de una reacción 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 35 
Pfam "acil-CoA aciltransferasa de tipo éster de  cera sintasa" PF03007, en el que la puntuación de bit de una 
correspondencia con el dominio es superior al corte de inclusión de 20,6 y opcionalmente también puede presentar 
la "proteína de función desconocida DUF1298" dominio Pfam PF06974, en el que la puntuación de alineación (‘bit 
score’) de una correspondencia es de por lo menos 20,7 (el umbral de inclusión en la alineación para PF06974). Las 
éster de cera sintasas que utilizan acil-ACP también pueden identificarse basándose en una identidad de secuencia 40 
de aminoácidos 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 nº 19) o WS2 
(SEC ID nº 21) de Marinobacter hydrocarbonoclasticus. Por ejemplo, una célula huésped, tal como, por ejemplo, un 
microorganismo transgénico, puede incluir una secuencia de ácidos 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 nº 19). En 45 
algunos ejemplos, una célula huésped puede incluir una secuencia de ácidos 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 nº 19). Por ejemlo, una célula huésped puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa 
codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID nº 19. Alternativamente, una célula huésped, tal como 
un microorganismo transgénico, puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-50 
ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de por lo menos 85% respecto a WS2 (SEC ID nº  21). Por 
ejemplo, una célula huésped puede incluir una secuencia de ácidos 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 nº 21). Por ejemplo, una célula huésped puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa 
codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID nº 21. 55 
 
Las secuencias de aminoácidos que presentan menores grados de identidad pero actividad biológica comparable 
(es decir, comparable a la actividad biológica de las proteínas acil-ACP sintasa de éster de cera indicadas en la 
presente memoria) se consideran equivalentes. Los métodos de demostración y medición del a actividad de una acil-
ACP sintasa de éster de cera pueden utilizar ensayos conocidos (p.ej., las patentes US nº 6.492.509,  US nº 60 
7.118.896 y US nº 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 están provistas de un sustrato acil-CoA (p.ej., la medición de 
tasas/niveles de producción de éster de cera utilizando, p.ej., cromatografía de gases-espectrometría de masas, 
cromatografía líquida-espectrometría de masas, cromatografía de capa fina, etc.). 65 
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Una secuencia de ácidos 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 nº 18 o respecto a una parte de la SEC ID nº 18 que codifica un fragmento funcional de una éster de cera 
sintasa. Por ejemplo, una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de 5 
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 nº 18. 
Alternativamente, una secuencia de ácidos 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% 10 
respecto a la SEC ID nº 20 o respecto a una parte de la SEC ID nº 20 que codifica un fragmento funcional de una 
éster de cera sintasa. Por ejemplo, una secuencia de ácidos 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 nº 20. 15 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos no nativa codifica una secuencia de ácidos 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. 20 
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). 25 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos no nativa codifica una ACIL-ACP sintasa de éster de 
cera que presenta una identidad de secuencia de aminoácidos 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:  30 
 

Tabla 1. Genes microbianos de éster de cera sintasa 
Especie de origen GenBank nº de acceso SEC ID nº 
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 aminoácidos de por lo menos 85%, de por lo menos 90% o de por lo menos 95% respecto a la SEC ID 35 
nº 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 ácidos nucleicos no nativa codificante de SEC ID nº 23, 
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. 
 
En algunas realizaciones, una proteína con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera adicionalmente puede 40 
presentar otra actividad de éster de cera sintasa, p.ej. actividad de acil-CoA sintasa de éster de cera. Entre las 
proteínas 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 45 
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 mamífero, etc. 
 
Acil-ACP reductasas 50 
 
Las acil-ACP reductasas pueden utilizar acil-ACP directamente como sustrato para producir alcoholes grasos (ver la 
solicitud de patente US de titularidad compartida nº 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 útil en los métodos de la invención se identifica basándose 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 nº 2), Hch_05075 (SEC ID nº 4), 
MDG893_11561 (SEC ID nº 6), HP15_810 (SEC ID nº 8) o RED65_09894 (SEC ID nº 10). Por ejemplo, una célula 5 
huésped recombinante puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP 
reductasa que presenta una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo menos 85% o de por lo menos 90% 
respecto a Maqu_2220 (SEC ID nº 2), por ejemplo una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo menos 95% 
respecto a Maqu_2220 (SEC ID nº 2). Por ejemplo, una célula huésped recombinante puede incluir una secuencia 
de ácidos nucleicos no nativa que codifica Maqu_2220 (SEC ID nº 2). Alternativamente, una célula huésped 10 
recombinante puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa que 
presenta una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a 
Hch_05075 (SEC ID nº 4), por ejemplo una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo menos 95% respecto a 
Hch_05075 (SEC ID nº 4). Por ejemplo, una célula huésped recombinante puede incluir una secuencia de ácidos 
nucleicos no nativa que codifica Hch_05075 (SEC ID nº 4). En alternativas adicionales, una célula huésped 15 
recombinante puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa que 
presenta una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo menos 85% o de por lo menos 90% respecto a 
MDG893_11561 (SEC ID nº 6), HP15_810 (SEC ID nº 8) o RED65_09894 (SEC ID nº 10), por ejemplo una identidad 
de secuencia de aminoácidos de por lo menos 95% respecto a MDG893_11561 (SEC ID nº 6), HP15_810 (SEC ID 
nº 8) o RED65_09894 (SEC ID nº 10). Por ejemplo, una célula huésped recombinante puede incluir una secuencia 20 
de ácidos nucleicos no nativa que codifica MDG893_11561 (SEC ID nº 6), HP15_810 (SEC ID nº 8) o RED65_09894 
(SEC ID nº 10). 
 
Las secuencias de aminoácidos con menos grados de identidad pero comparable actividad biológica (es decir, 
comparable con la actividad biológica de las proteínas acil-ACP reductasas formadoras de alcohol indicadas en la 25 
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 nº 5.403.918, nº 5.723.747 
y nº 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., medición de las 30 
tasas/niveles de producción de alcohol graso utilizando, p.ej. cromatografía de gases-espectrometría de masas, 
cromatografía líquida-espectrometría de masas, cromatografía iónica-espectrometría de masas, detección 
amperométrica pulsada, espectroscopía de UV/VIS, etc.; ensayos espectrofotométricos para monitorizar las tasas de 
reducción de sustrato, etc.). 
 35 
En algunas realizaciones, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentra codificada por una molécula de 
ácidos 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 ácidos nucleicos 
codificante de reductasa formadora de alcohol de Marinobacter aquaeolei (p.ej., SEC ID nº 2), Hahella chejuensis 40 
(p.ej., SEC ID nº 4), Marinobacter algicola (p.ej., SEC ID nº 6), Marinobacter adhaerens (p.ej., SEC ID nº 8), o una 
especie de Oceanobacter (p.ej., SEC ID nº 10). 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos 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%, 45 
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. 50 
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 55 
Oceanobacter sp. cepa RED65, Oceanobacter kriegii o Oceanobacter sp. cepa WH099. 
 
En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos 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% 60 
respecto a una acil-ACP reductasa formadora de alcohol correspondiente de un organismo, tal como Vitis vinifera 
(GenBank nº de acceso CAO22305.1 o CAO67776.1), Desulfatibacillum alkenivorans (GenBank nº de acceso 
NZ_ABII01000018.1), Stigmatella aurantiaca (NZ_AAMD01000005.1), Phytophthora ramorum (GenBank nº de 
acceso AAQXOlOOl 105.1), Simmondsia chinensis (jojoba), Acinetobacter calcoaceticus, etc. 
 65 
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En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos 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 FARJVIac (de la cepa de actinobacteria marina PHSC20C1), FARJVC (JCVI_ORF_1096697648832, 
GenBank nº de acceso EDD40059.1; de un metagenoma marino), FAR_Fer (JCVI_SCAF_1101670217388; de una 5 
bacteria marina observada a una profundidad de 12 m en una corriente ascendente en la zona de la isla Fernandina, 
Islas Galápagos, 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 Galápagos, Ecuador). 
 10 
En algunas realizaciones, una proteína que es conocido o que se sospecha que presenta actividad de FAR, p.ej., 
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 proteínas que es conocido o que se sospecha que 
presentan actividad de FAR se incluyen, aunque sin limtiación, Maqu_2220 (SEC ID nº 2), Hch_05075 (SEC ID nº 4), 
MDG893_11561 (SEC ID nº 6), HP15_810 (SEC ID nº 8) o RED65_09894 (SEC ID nº 10), y entre ellas pueden 15 
incluirse además, por ejemplo, bfar de Bombyx mmori, jjfar de Simmondsia chinensis, una acil-CoA reductasa de 
Titicum aestivum, mfarl de Mus musculus, mfar2 de Mus musculus, hfar de H. sapiens, FARXIII de Ostrinia 
scapulalis, MS2 de Z. mays, o MS2, FAR43 FAR6, CER4 de Arabidopsis thaliana, etc. 
 
Las sintasas de éster de cera anteriormente indicadas y acil-ACP reductasas formadoras de alcohol, y los ácidos 20 
nucleicos codificantes de las mismas, pueden utilizarse en cualquiera de los métodos de producción de éster de cera 
indicados en la presente memoria. 
 
Métodos de producción de un éster de cera 
 25 
La invención proporciona métodos independientes de acil-CoA para producir un éster de ácido 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 ácidos 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 expresión en la célula huésped (p.ej., una acil-ACP 30 
sintasa de éster de cera).  Adicionalmente, una célula huésped recombinante puede comprender una secuencia de 
ácidos 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 ácidos 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 ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de 35 
cera en un medio de cultivo adecuado, y permitir la expresión de la secuencia de ácidos nucleicos no nativa, en la 
que la expresión resulta en la producción de un éster de ácidos grasos o un éster de cera. 
 
En Dichos métodos, el método de cultivo puede incluir opcionalmente un alcohol, tal como uno o más alcoholes de 
cadena corta que presentan uno a cinco carbonos, tales como, por ejemplo, uno o más de entre metanol, etanol, 40 
propanol, butanol, isobutanol, 2-metilbutanol o 3-metilbutanol, o uno o más alcoholes grasos, por ejemplo, uno o más 
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 45 
condensación 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 ácidos 50 
nucleicos no nativa que produce una acil-ACP sintasa de éster de cera con la expresión en la célula huésped y una 
secuencia de ácidos nucleicos no nativa que produce una acil-ACP reductasa formadora de alcohol con la expresión 
en la célula huésped, y permitir la expresión de las secuencias de ácidos nucleicos, en la que la expresión resulta en 
la producción de un éster de cera. 
 55 
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 acil-ACP reductasa formadora de alcohol y la acil-ACP sintasa de éster de cera producidas por un 60 
microorganismo recombinante en los métodos para producir ésteres de cera son capaces de utilizar acil-ACP como 
sustrato en lugar de, o además de, acil-CoA. La célula huésped recombinante utilizada en los métodos puede ser 
una célula huésped que no incluye un gen exógeno codificante de una acil-CoA sintetasa. Adicionalmente, la célula 
huésped recombinante utilizada en los métodos puede presentar una expresión atenuada de un gen endógeno de 
acil-CoA. 65 
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Por ejemplo, la producción de un gen de acil-CoA sintetasa puede atenuarse o eliminarse mediante uno o cualquier 
combinación de: disrupción génica mediante recombinación homóloga utilizando constructos con genes 
desactivados con diana génica, constructos antisentido, constructos de ARNi, ARNhp o la expresión de microARN. 
En algunas realizaciones, la célula huésped puede presentar un gen de acil-CoA sintetasa atenuado o mutado, de 
manera que el enzima está inactivo o menos activo, no es producido sustancialmente o no es producido en absoluto. 5 
 
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 endógenamente acil-CoA pero que es manipulada para eliminar la producción de 
acil-CoA, por ejemplo mediante desplazamiento o disrupción génica utilizando la recombinación homóloga. 10 
Alternativamente, las células huésped recombinantes pueden no presentar un gen de acil-CoA sintetasa endógeno. 
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. 
 15 
Además de cualquiera de los ejemplos anteriormente proporcionados, la célula huésped recombinante puede ser 
una célula que no incluye un gen exógeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen exógeno codificante de 
una acil-CoA tioesterasa. Por ejemplo, la célula huésped recombinante puede no presentar tanto un gen exógeno de 
acil-ACP tioesterasa como un gen exógeno de acil-CoA tioesterasa. Adicionalmente, la célula huésped puede ser 
una célula que no incluye un gen endógeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o un gen endógeno codificante 20 
de una acil-CoA tioesterasa y, en realizaciones particulares, el microorganismo huésped puede no presentar tanto 
un gen endógeno de acil-ACP tioesterasa como un gen endógeno 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 25 
absoluto. 
 
La célula huésped recombinante en algunos ejemplos puede ser una célula huésped recombinante que no expresa, 
p.ej., 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 ácidos nucleicos exógeno codificante de una acil-ACP 30 
tioesterasa, una secuencia de ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-CoA tioesterasa y una secuencia de 
ácidos nucleicos exógeno codificante de una acil-CoA sintetasa. Adicionalmente, la célula huésped recombinante 
puede ser un microorganismo huésped que no incluye un gen endógeno 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 35 
una acil-CoA sintetasa. 
 
Las células huésped recombinantes utilizadas en los métodos de la invención puede comprender cualquiera de las 
secuencias de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y cualquiera de las secuencias 
de ácidos nucleicos codificantes de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, tal como se indica en la presente 40 
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 aminoácidos 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%, 45 
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de SEC ID nº 19 o 21, o a un fragmento 
funcional del polipéptido. En algunos ejemplos, las células huésped recombinantes utilizadas en los métodos de la 
invención pueden comprender una secuencia de ácidos 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 nº 19. 
Alternativamente, las células huésped recombinantes utilizadas en los métodos de la invención pueden comprender 50 
una secuencia de ácidos 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 nº 21. Por ejemplo, un microorganismo 
recombinante utilizado en los métodos puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de la 
SEC ID nº 18 o SEC ID nº 20. Alternativa o adicionalmente, un microorganismo recombinante utilizado en los 
métodos puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de 55 
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 nº  18 o SEC ID nº 20 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos que codifica un 
fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Por ejemplo, el microorganismo recombinante 
puede incluir una secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que 60 
presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 85% o 90% respecto a la SEC ID nº 18. Por 
ejemplo, el microorganismo recombinante puede incluir una secuencia de ácidos 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 nº 20. En determinadas realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos comprende 
la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 18 o SEC ID nº 20. 65 
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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 nº 23, SEC ID nº 37), Marinobacter 
adhaerens (p.ej., SEC ID nº 25, SEC ID nº 39), Marinobacter algicola (p.ej., SEC ID nº 41), Marinobacter sp. ELB17 
(p.ej., SEC ID nº 43), Alcanivorax borkumensis (p.ej., SEC ID nº 27), gammaproteobacteria UPF0089 (p.ej., SEC ID 
nº 29), Hahella chejuensis (p.ej., SEC ID nº 31), Alcanivorax sp. DG881 (p.ej., SEC ID nº 33) o Limnobacter sp. 5 
MED105 (p.ej., SEC ID nº 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 10 
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 aminoácidos que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 15 
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 nº 2, 4, 6, 8, 10 o 12, o 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 aminoácidos que presenta una identidad 
de secuencia de por lo menos aproximadamente 85% o de aproximadamente 90% respecto al polipéptido de SEC 20 
ID nº 2. Alternativamente, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol expresada por la célula huésped puede 
comprender o consistir esencialmente en una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de secuencia 
de por lo menos aproximadamente 85% o de aproximadamente 90% respecto al polipéptido de SEC ID nº 4. Por 
ejemplo, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 2, 4, 6, 
8, 10 o 12. La acil-ACP reductasa formadora de alcohol puede encontrarse codificada por una molécula de ácidos 25 
nucleicos aislada que comprende una secuencia de ácidos 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 nucleótidos de 
SEC ID nº 1, 3, 5, 7, 9 o 11 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos que codifica un fragmento funcional de 
la acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Por ejemplo, la secuencia de ácidos nucleicos puede comprender la 30 
secuencia de nucleótidos SEC ID nº 1, 3, 5, 7, 9 o 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 ácidos 
nucleicos pueden integrarse en un cromosoma de la célula huésped recombinante y opcionalmente pueden ligarse 35 
operablemente a un promotor y/o intensificador (p.ej. un promotor endógeno y/o intensificador o un promotor y/o 
intensificador heterólogo), que en algunas realizaciones puede ser regulable. Alternativa o adicionalmente, una o 
ambas secuencias de ácidos 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 
heterólogo), que en algunas realizaciones puede ser regulable. En determinadas realizaciones, el promotor y/o 40 
intensificador son inducibles y el método puede comprender además la etapa de inducir la expresión de la acil-ACP 
sintasa de éster de cera y/o la acil-ACP reductasa formadora de alcohol. La secuencia de ácidos nucleicos 
codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP 
reductasa formadora de alcohol pueden encontrarse en el mismo vector o en vectores separados. La secuencia de 
ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia de ácidos nucleicos codificante 45 
de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden opcionalmente ligarse operablemente al mismo promotor. 
Alternativamente, la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia 
de ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden ligarse operablemente a 
promotor separados. 
 50 
La secuencia de ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden ser heterólogos respecto a la célula 
huésped recombinante. La secuencia de ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden opcionalmente 
optimizarse para sus codones para la expresión en la célula huésped recombinante (p.ej. cualquiera de las especies 55 
anteriores de cianobacterias o microalgas eucarióticas). 
 
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 60 
fotoautróficamente para la producción 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 limitación, las especies Agmenellum, Anabaena, Anabaenopsis, Anacystis, Aphanizomenon, Arthrospira, 
Asterocapsa, Borzia, Calothrix, Chamaesiphon, Chlorogloeopsis, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Crinalium, 
Cyanobium, Cyanocystis, Cyanospira, Cyanothece, Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Dactylococcopsis, 65 
Dermocarpella, Fischerella, Fremyella, Geitleria, Geitlerinema, Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, Halospirulina, 
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Iyengariella, 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, 5 
Synechocystis o Thermosynechococcus. Alternativamente, el microorganismo fotosintético recombinante puede ser 
una especie de Cyanobium, Cyanothece o Cyanobacterium, o más alternativamente, el microorganismo fotosintético 
recombinante puede ser una especie de Gloeobacter, Lyngbya o Leptolyngba. 
 
En otros ejemplos, la célula huésped recombinante es una microalga eucariótica. En realizaciones particulares, la 10 
microalga eucariótica se selecciona de entre una lista que incluye, aunque sin limitación, 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, 15 
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 20 
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 25 
producido al medio de cultivo.  En determinadas realizaciones, la proporción 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 o 1:1. En realizaciones particulares, la proporción 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 exógeno (p.ej. un casete de unión a ATp o transportador ABC o 30 
una bomba RND) para facilitar la secreción 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 limitación, los 
genes de Arabidopsis CER5, WBC11, AtMRPS, AmiS2 y AtPGPl o los genes de transportador de ácidos grasos 
(FATP, por sus siglas en inglés) de Saccharomyces, Drosophila, especies de micobacterias o especies de mamífero. 
En algunas realizaciones, la expresión de una proteína transportadora incrementa la cantidad de un éster de cera 35 
liberada a partir de la célula huésped recombinante. En determinadas realizaciones, la expresión de una proteína 
transportadora incrementa la producción de un éster de cera por la célula huésped recombinante. En algunas 
realizaciones, la secreción del éster de cera es regulable. En determinadas realizaciones, la secreción del éster de 
cera es inducible. 
 40 
Las acil-ACP sintasas de éster de cera y las acil-ACP reductasas formadoras de alcohol de la presente invención 
son capaces de utilizar acil-ACP como sustrato en lugar de, o además de, acil-CoA. En algunas realizaciones, la 
célula huésped recombinante no produce endógenamente acil-CoA. En otras realizaciones, la célula huésped 
recombinante produce endógenamente acil-CoA pero es manipulada para atenuar o eliminar la producción de acil-
CoA o la célula huésped recombinante produce una acil-CoA sintetasa mutante que presenta una actividad reducida 45 
en comparación 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 aldehído (p.ej., una acil-CoA 
reductasa formadora de aldehído, una acil-ACP reductasa formadora de aldehído o una ácido carboxílico reductasa). 
En realizaciones particulares, la célula huésped recombinante no expresa una reductasa formadora de aldehído no 50 
nativa, p.ej. exógena. 
 
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinatne expresa una reductasa formadora de aldehído graso 
exógena que puede ser, p.ej., una acil-ACP reductasa formadora de aldehído. En algunas realizaciones, la célula 
huésped recombinante expresa una reductasa formadora de aldehído graso endógena que puede ser, p.ej., una acil-55 
ACP reductasa formadora de aldehído. En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante es 
manipulada para sobreexpresar una reductasa formadora de aldehído endógena, p.ej. mediante la manipulación de 
la célula huésped recombinante para que comprenda un promotor heterólogo operablemente ligado a la secuencia 
de ácidos nucleicos endógena codificante de la reductasa formadora de aldehído. En determinadas realizaciones, el 
promotor es regulable. En realizaciones particulares, el promotor es inducible y el método comprende además la 60 
etapa de inducir la expresión de la reductasa formadora de aldehído endógena. 
 
Debido a que las acil-ACP sintasas de éster de cera y las acil-ACP reductasas formadoras de alcohol de la presente 
invención utilizan acil-ACP como sustrato, el incremento de la concentración de acil-ACP en la célula huésped 
recombinante puede resultar en una producción incrementada de éster de cera. En algunas realizaciones, la 65 
producción de acil-ACP se encuentra regulada positivamente en la célula huésped recombinante.  En algunas 
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realizaciones, la fijación 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 ficobiliproteínas (p.ej., ficocianina), 
una proteína transportadora de acilos y un transportador transmembranal. El polipéptido puede ser exógeno o 5 
endógeno respecto al microorganismo huésped; en caso de ser endógeno, la célula huésped recombinante puede 
manipularse para sobreexpresar o sobreproducir el polipéptido endógeno. En determinadas realizaciones, la célula 
huésped recombinante expresa un gen no nativo codificante de una acil-ACP sintetasa endógena o exógena y se 
cultiva en presencia de ácidos grasos libres exógenos que se proporcionan al medio de cultivo. 
 10 
La utilización de acil-ACP como sustrato permite la omisión de determinadas etapas requeridas para la conversión 
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 endógenamente dichos enzimas. Las 
células huésped recombinantes que expresan endógenamente dichos enzimas pueden manipularse para atenuar o 
eliminar su expresión. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante no se transforma con un gen 15 
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 endógenamente, la célula huésped recombinante puede 
manipularse para atenuar o eliminar la expresión. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante se 
manipula para atenuar o eliminar la expresión de uno o más enzimas de la ruta de beta-oxidación. En determinadas 
realizaciones, la célula huésped recombinante se manipula para atenuar o eliminar la expresión de por lo menos uno 20 
de entre glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, acetaldehído-CoA deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y acetato 
quinasa. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante se manipula para atenuar o eliminar la expresión 
de una acil-ACP sintetasa. 
 
Las mutaciones para atenuar o eliminar la expresión de genes conocidos pueden introducirse mediante métodos 25 
recombinantes o no recombinantes. Los genes pueden ser la diana específicamente mediante disrupción, deleción, 
sustitución o generación de secuencias antisentido, p.ej. mediante la utilización de microARN o constructos de 
ARNhp, la generación de ribozimas y/o otros enfoques recombinantes conocidos por el profesional. La inactivación 
de los genes puede, adicional o alternativamente, llevarse a cabo mediante técnicas de mutación aleatoria, tales 
como la exposición a UV y/o mutágenos químicos seguido del cribado de las células para los mutantes deseados. 30 
Adicional o alternativamente, las proteínas codificadas por los genes pueden inhibirse mediante la generación 
intracelular de anticuerpos apropiados, la generación intracelular de inhibidores peptídicos, o similar, o alguna 
combinación de los mismos. 
 
En algunas realizaciones, el método puede comprender además la etapa de aislar el éster de ácido graso o éster de 35 
cera producido. Los ácidos grasos o derivados de ácido graso, tales como ésteres de cera, pueden recuperarse del 
medio de cultivo por medios de recuperación conocidos por el experto ordinario en la materia, tal como mediante 
extracción del cultivo completo, p.ej. utilizando solventes orgánicos. Adicional o alternativamente, pueden utilizarse 
adsorbentes particulados. Entre ellos pueden incluirse, p.ej., particulados lipofílicos y/o resinas de intercambio iónico, 
dependiendo del diseño del método de recuperación. Los adsorbentes particulados pueden circular en el medio 40 
separado y después ser recogidos, y/o el medio puede pasarse por una columna de lecho fijo, por ejemplo una 
columna cromatográfica, que contiene los particulados. Los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos 
seguidamente pueden eluirse respecto de los adsorbentes particulares, p.ej. mediante la utilización de un solvente 
apropiado. En determinadas realizaciones, el solvente puede seguidamente evaporarse, seguido del procesamiento 
adicional de los ácidos grasos aislados, derivados de ácidos grasos y lípidos, rindiendo compuestos químicos y/o 45 
combustibles que pueden utilizarse para una diversidad de propósitos. El aislamiento del éster de cera puede 
producirse simultáneamente con la producción de éster de cera. En algunas realizaciones, el aislamiento del éster 
de cera es continuo. 
 
En algunas realizaciones, la recuperación de ácidos grasos o derivados de ácidos grasos (p.ej., ésteres de cera) 50 
puede potenciarse mediante homogeneización de las células huésped (mediante, p.ej., calor, tratamiento con un 
ácido o base, tratamiento con enzimas, choque osmótico, disrupción mecánica, sonicación, congelación, 
descongelación, etc.). En algunas realizaciones, el material que contiene células o fracciones celulares puede 
tratarse con proteasas para degradar las proteínas contaminantes. Tras la digestión, los hidrocarburos pueden 
purificarse respecto de las proteínas residuales, fragmentos peptídicos y aminoácidos, p.ej., mediante extracción con 55 
solvente, centrifugación y/o filtración. El método de recuperación puede adaptarse para recuperar eficientemente 
únicamente los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos liberados, únicamente los ácidos grasos y/o derivados 
de ácidos grasos producidos y almacenados dentro de las células, o los ácidos grasos y/o derivados de ácidos 
grasos tanto almacenados como liberados. 
 60 
En algunas realizaciones, los métodos de la invención 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 más ésteres de cera durante 
un periodo de cultivo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o 14 días. En determinadas realizaciones, la célula 
huésped recombinante produce por lo menos 1, 2, 5 o 10 mg/l de éster de cera. En una realización particular, los 
métodos de la invención producen por lo menos 1 mg/l de éster de cera durante un periodo de cultivo de siete días. 65 
Por ejemplo, los métodos pueden incluir el cultivo de un microorganismo fotosintético que incluye una secuencia de 
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ácidos nucleicos no nativa codificante de una sintasa de éster de cera y una secuencia de ácidos nucleicos no nativa 
codificante de una acil-ACP reductasa y que permite la expresión de las secuencias de ácidos 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 días, 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 días o una media de por lo menos aproximadamente 0,1 mg/l, 5 
0,2 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l o 2 mg/l de ésteres de cera al día durante un periodo de cultivo de entre aproximadamente 
un dia y aproximadamente treinta días, o de entre aproximadamente 0,5 miligramos por litro y aproximadamente 500 
miligramos por litro, o 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 10 
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 día durante un periodo 
de cultivo de entre aproximadamente un día y aproximadamente treinta días. 15 
 
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante que comprende una secuencia de ácidos 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 ácidos 20 
nucleicos. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante que comprende una secuencia de ácidos 
nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y una secuencia de ácidos 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 25 
presenta las secuencias de ácidos 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 invención 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 30 
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.ej., 
C6, C8, C10, C12, C14, C16, C18, C20, C22 o C24, en cualquier combinación. En algunas realizaciones, por lo 
menos aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90%, por lo 35 
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 40 
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 realización particular, tanto las 45 
cadenas A como B de un éster de cera producido mediante los métodos de la invención presentan longitudes de 
cadena de C8-C24. En otra realización particular, tanto las cadenas A como B de un éster de cera producido 
mediante los métodos de la invención presentan longitudes de cadena de C12-C18. 
 
Las cadenas A y B de los ésteres de cera producidos mediante los métodos de la invención pueden comprender 50 
cadenas lineales, cadenas ramificadas y/o cadenas cíclicas, y pueden comprender cadenas saturadas, 
monoinsaturadas y/o poliinsaturadas. Se entiende que una referencia a un "ácido graso Cx" incluye ácidos grasos 
tanto saturados como insaturados con "x" átomos de carbono y que una referencia a un "alcohol graso Cx" incluye 
alcoholes grasos tanto saturados como insaturados con "x" átomos de carbono. 
 55 
La invención proporciona además una composición que comprende n éster de cera aislado según los métodos de la 
invención. En determinadas realizaciones, los ésteres de cera indicados en la presente memoria pueden utilizarse 
para producir composiciones de combustible. 
 
Los métodos de la invención tal como se indican en la presente memoria pueden llevarse a cabo utilizando una 60 
diversidad de moléculas de ácidos nucleicos, vectores, polipéptidos, células huésped y/o sistemas. Las secciones, a 
continuación, proporcionan datos adicionales sobre dichos componentes y otros que pueden resultar útiles en la 
práctica de los métodos de la invención. 
 
  65 
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Moléculas de ácidos nucleicos 
 
Las moléculas de ácidos nucleicos y polipéptidos indicados en la presente memoria pueden utilizarse en cualquiera 
de los métodos de la invención y pueden incluirse en cualquiera de los vectores o células huésped de la invención. 
Las moléculas de ácidos nucleicos que codifican acil-ACP sintasas de éster de cera y polipéptidos que comprenden 5 
o consisten esencialmente en una acil-ACP sintasa de éster de cera o un fragmento funcional del mismo, así como 
moléculas de ácidos 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 utilización en células huésped y métodos para producir ésteres de ácidos grasos, 
incluyendo ésteres de cera. Una molécula de ácidos nucleicos o un polipéptido tal como se dan a conocer en la 10 
presente memoria pueden aislarse y/o purificarse. 
 
En algunas realizaciones, la expresión en una célula huésped de una molécula o secuencia de ácidos 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 más elevado de producción de un éster de ácido graso (p.ej. un éster de cera) por la 15 
célula huésped que el nivel de producción 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 ácidos nucleicos aislada o recombinante en todos los respectos, con la excepción de que la célula 
huésped de control no expresa la molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante. En algunas de dichas 
realizaciones, la célula huésped es un microorganismo y puede ser, en realizaciones particulares, un 20 
microorganismo fotosintético. 
 
En algunas realizaciones, la expresión de una molécula o secuencia de ácidos 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 exógeno codificante de una acil-CoA sintetasa y/o un gen 25 
exógeno codificante de acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa resulta en un nivel de producción más 
elevado de un éster de ácido graso por el microorganismo recombinante que el nivel de producción 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 ácidos nucleicos 
aislada o recombinante en todos los respectos, con la excepción de que el microorganismo de control no expresa la 30 
molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante. En realizaciones particulares, la célula huésped es un 
microorganismo fotosintético. 
 
En realizaciones adicionales, la expresión en una célula huésped de una o más moléculas o secuencias de ácidos 
nucleicos aisladas o recombinantes codificantes de una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa 35 
formadora de alcohol tal como se indica en la presente memoria resulta en un nivel de producción más elevado de 
un éster de cera por la célula huésped que el nivel de producción 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 ácidos nucleicos aisladas o recombinantes en todos los respectos, con la 
excepción de que la célula huésped de control no expresa las moléculas o secuencias de ácidos nucleicos aisladas 40 
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 expresión de una o más moléculas o secuencias de ácidos nucleicos aisladas o 
recombinantes codificantes de una acil-ACP sintasa de éster de cera y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol 45 
tal como se indica en la presente memoria en un microorganismo recombinante que no incluye un gen exógeno 
codificante de una acil-CoA sintetasa y/o un gen exógeno codificante de acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA 
tioesterasa resulta en un nivel de producción más elevado de un éster de cera por el microorganismo recombinante 
que el nivel de producción 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 50 
moléculas o secuencias de ácidos nucleicos aisladas o recombinantes en todos los respectos, con la excepción de 
que el microorganismo de control no expresa la molécula o moléculas o secuencias de ácidos 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 ácidos 55 
nucleicos aislada codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos 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 
aminoácidos SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 que presenta actividad de acil-ACP sintasa 
de éster de cera o a un fragmento funcional de las secuencias de aminoácidos que presentan actividad de acil-ACP 60 
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 ácidos nucleicos aislada que codifica 
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 65 
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o 10 con actividad de acil-ACP reductasa formadora de alcohol o a un fragmento funcional de la secuencia de 
aminoácidos con actividad de acil-ACP reductasa formadora de alcohol. 
 
Una molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante codificante de una acil-ACP sintasa puede comprender 
una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster 5 
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 aminoácidos SEC ID nº 19 o a un fragmento funcional del polipéptido. Por ejemplo, una 
secuencia de ácidos 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 10 
de aminoácidos SEC ID nº  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 aminoácidos SEC ID nº 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 aminoácidos SEC ID nº 19 o a un fragmento funcional de la 
misma. Por ejemplo, la molécula de ácidos nucleicos aislada puede comprender una secuencia de nucleótidos que 15 
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 19. En algunas realizaciones, la 
invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la secuencia de ácidos 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 20 
nucleótidos SEC ID nº 18 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 18 que codifica un fragmento 
funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID nº 19. En algunas realizaciones, la invención 
proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante que codifica una acil-ACP sintasa de éster de 
cera, en la que la secuencia de ácidos 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 25 
a la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 18 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 18 que 
codifica un fragmento funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID nº 19. En algunas realizaciones, 
la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende la secuencia de ácidos nucleicos 
SEC ID nº 18. En determinadas realizaciones, cualquiera de las moléculas de ácidos nucleicos proporcionadas 
puede comprender además una secuencia adicional de ácidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60, 30 
70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucleótidos de un 
organismo fotosintético. 
 
Una molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante codificante de una acil-ACP sintasa puede comprender 
una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster 35 
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 aminoácidos SEC ID nº 21 o a un fragmento funcional del polipéptido. Por ejemplo, una 
secuencia de ácidos 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 40 
de aminoácidos SEC ID nº 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 aminoácidos SEC ID nº 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 aminoácidos SEC ID nº 21 o a un fragmento funcional de la 
misma. Por ejemplo, la molécula de ácidos nucleicos aislada puede comprender una secuencia de nucleótidos que 45 
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 21. En algunas realizaciones, la 
invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la secuencia de ácidos 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 50 
nucleótidos SEC ID nº 20 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 20 que codifica un fragmento 
funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID nº 21. En algunas realizaciones, la invención 
proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante que codifica una acil-ACP sintasa de éster de 
cera, en la que la secuencia de ácidos 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 55 
a la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 20 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 20 que 
codifica un fragmento funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID nº 21. En algunas realizaciones, 
la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende la secuencia de ácidos nucleicos 
SEC ID nº 20. En determinadas realizaciones, cualquiera de las moléculas de ácidos nucleicos proporcionadas 
puede comprender además una secuencia adicional de ácidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60, 60 
70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucleótidos de un 
organismo fotosintético. 
 
En algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante que 
comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido que presenta una acil-ACP sintasa de 65 
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% o 99% respecto a la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 o a un 
fragmento funcional del polipéptido de SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Por ejemplo, una 
secuencia de ácidos 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 5 
aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC 
ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43, o un fragmento funcional de la misma. En algunas realizaciones, una 
molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifica 
un polipéptido que presenta actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que el polipéptido comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. En algunas realizaciones 10 
adicionales, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la secuencia de ácidos 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 nucleótidos SEC ID nº 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42 o a un fragmento de la secuencia 15 
de nucleótidos de SEC ID nº 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42 que codifica un fragmento funcional de SEC 
ID nº 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 invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la secuencia de ácidos nucleicos presenta 
una identidad de por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90% o por lo menos 20 
aproximadamente 95% respecto a la secuencia SEC ID nº 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42, en la que la 
secuencia de ácidos nucleicos codifica un polipéptido con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera. En algunas 
realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende la secuencia de 
nucleótidos SEC ID nº 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42, en la que la secuencia de ácidos nucleicos codifica 
un polipéptido con actividad de acil-ACP sintasa de éster de cera. En determinadas realizaciones, cualquiera de las 25 
moléculas de ácidos nucleicos proporcionadas puede comprender además una secuencia adicional de ácidos 
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 nucleótidos de un organismo fotosintético. 
 
En algunas realizaciones, la invención comprende moléculas de ácidos nucleicos codificantes de mutantes por 30 
deleción de una acil-ACP sintasa de éster de cera en la que uno o más aminoácidos han sido delecionados de la 
proteína. En una realización, el polipéptido codificado presenta 454, 453, 452, 451, 450, 449, 448, 447, 446 o 445 
residuos o menos y presenta una secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos correspondiente de SEC ID nº 19. En otra 35 
realización, el polipéptido codificado presenta 472, 471, 470, 469, 468, 467, 466, 465, 464 o 463 residuos o menos y 
presenta una secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos correspondiente de SEC ID nº 21. En otras realizaciones, el 
polipéptido codificado presenta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoácidos del extremo N- y/o C-terminal y presenta una 40 
secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos correspondiente de SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. 
 
La invención proporciona además una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de 45 
ácidos nucleicos codificante de una secuencia de aminoácidos 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 
o 500 residuos aminoácidos de SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. Dichos fragmentos y 50 
variantes de fragmentos pueden resultar útiles, p.ej., como sondas y cebadores. En determinadas realizaciones, 
dichas sondas y cebadores pueden hibridarse selectivamente con moléculas de ácidos nucleicos codificantes 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 proteína de longitud completa al expresarse en una célula huésped 55 
recombinante. En realizaciones particulares, los fragmentos son fragmentos funcionales. 
 
Además, la invención proporciona moléculas de ácidos nucleicos codificantes de variantes de la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43, o fragmentos de las mismas. Las 
variantes pueden ser naturales o no naturales, tales como las inducidas por diversos mutágenos y procedimientos 60 
mutagénicos. En algunas realizaciones, una molécula de ácidos nucleicos codifica una variante de una sintasa de 
éster de cera en la que por lo menos un residuo aminoácido ha sido insertado en posición N- o C-terminal respecto 
a, y/o dentro de, la secuencia de referencia. En algunas realizaciones, por lo menos un residuo aminoácido 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 ácidos nucleicos pueden codificar variantes que pueden ser secuencias que 65 
contienen mutaciones predeterminadas generadas mediante, p.ej., recombinación homóloga o mutagénesis dirigida 

E12835320
17-07-2018ES 2 678 647 T3

 



 33  
 

a sitio o por PCR; las proteínas correspondientes de otras especies; alelos u otras variantes naturales, y/o derivados 
en los que la proteína ha sido modificada covalentemente por medios químicos, enzimáticos u otros medios 
apropiados con una fracción diferente de un aminoácido natural. 
 
Una sustitución, inserción o deleción puede afectar adversamente a la proteína en el caso de que la secuencia 5 
alterada inhiba sustancialmente una función biológica asociada a la proteína. En determinadas realizaciones, una 
variante de una acil-ACP sintasa de éster de cera puede presentar actividad que se encuentra reducida en no más 
de aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% o 80%, 
en comparación 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 nº 19), WS2 (SEC ID nº 21) u otros polipéptidos de sintasa de éster de cera de SEC ID nº 23, 25, 27, 10 
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 nº 19), WS2 (SEC ID nº 21) u otros polipéptidos de sintasa de éster de cera de SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 15 
31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43). 
 
La invención proporciona además 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 20 
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 nº 19) o WS2 (SEC ID nº 21) u otros polipéptidos de sintasa de 
éster de cera de SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 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 25 
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 nº 19), WS2 (SEC 
ID nº 21) u otros polipéptidos de sintasa de éster de cera de SEC ID nº 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. 
 30 
Una molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante codificante de una acil-ACP reductasa formadora de 
alcohol puede comprender una secuencia de ácidos 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% o 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10 o a un 35 
fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10. 
 
Por ejemplo, una secuencia de ácidos 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 aminoácidos de SEC ID nº 2 o un fragmento funcional de la misma o puede 40 
presentar una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 90% respecto a la secuencia de 
aminoácidos SEC ID nº 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 aminoácidos SEC ID nº 2 o a un 
fragmento funcional de la misma. Por ejemplo, la molécula de ácidos nucleicos aislada puede comprender una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 2. En 45 
algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de 
ácidos 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 nucleótidos SEC ID nº 1 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 50 
1 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID nº 2. En algunas 
realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante que codifica una 
acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de ácidos 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 nucleótidos SEC ID nº 1 o a un fragmento de la secuencia de 55 
nucleótidos SEC ID nº 1 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC 
ID nº 2. En algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que 
comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol en la que 
la molécula de ácidos nucleicos aislada comprende la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 1. En determinadas 
realizaciones, cualquiera de las moléculas de ácidos nucleicos aisladas proporcionadas puede comprender además 60 
una secuencia adicional de ácidos 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 nucleótidos de un organismo fotosintético. 
 
En otro ejemplo, una secuencia de ácidos 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 65 
85% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 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 
aminoácidos SEC ID nº 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 aminoácidos SEC ID nº 4 o a un 
fragmento funcional de la misma. Por ejemplo, la molécula de ácidos nucleicos aislada puede comprender una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 4. En 5 
algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de 
ácidos 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 nucleótidos SEC ID nº 3 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 10 
3 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID nº 4. En algunas 
realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada o recombinante que codifica una 
acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de ácidos 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 nucleótidos SEC ID nº 3 o a un fragmento de la secuencia de 15 
nucleótidos SEC ID nº 3 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC 
ID nº 4. En algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que 
comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol en la que 
la molécula de ácidos nucleicos aislada comprende la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 3. En determinadas 
realizaciones, cualquiera de las moléculas de ácidos nucleicos aisladas proporcionadas puede comprender además 20 
una secuencia adicional de ácidos 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 nucleótidos de un organismo fotosintético. 
 
Por ejemplo, una secuencia de ácidos 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 25 
85% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 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 
aminoácidos SEC ID nº 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 aminoácidos SEC ID nº 
6, 8 o 10 o un fragmento funcional de la misma.  Por ejemplo, la molécula de ácidos nucleicos aislada puede 30 
comprender una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos 
SEC ID nº 6, nº 8 o nº 10. En algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos 
aislada que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa formadora de alcohol, 
en la que la secuencia de ácidos 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%, 35 
95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 5, 7 o 9 o a un fragmento de la 
secuencia de nucleótidos SEC ID nº 5, 7 o 9 que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP reductasa formadora 
de alcohol de SEC ID nº 6, 8 o 10. En algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos 
nucleicos aislada o recombinante que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que la secuencia 
de ácidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 85%, de por lo menos 40 
aproximadamente 90% o de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 
5, 7 o 9 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 5, 7 o 9 que codifica un fragmento funcional de 
la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID nº 6, 8 o 10. En algunas realizaciones, la invención 
proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que 
codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol en la que la molécula de ácidos nucleicos aislada comprende 45 
la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 5, 7 o 9. En determinadas realizaciones, cualquiera de las moléculas de 
ácidos nucleicos aisladas proporcionadas puede comprender además una secuencia adicional de ácidos 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 nucleótidos de un organismo fotosintético. 
 50 
En algunas realizaciones, la invención comprende mutantes por deleción de una acil-ACP reductasa formadora de 
alcohol en la que una molécula de ácidos nucleicos codifica una proteína reductasa en la que uno o más 
aminoácidos han sido delecionados de la proteína. En una realización, el polipéptido presenta 512, 511, 510, 509, 
508, 507, 506, 505, 504 o 503 residuos o menos y presenta una secuencia de aminoácidos idéntica por lo menos 
aproximadamente al 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 55 
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a la secuencia de aminoácidos correspondiente de 
SEC ID nº 2. En otra realización, el polipéptido presenta 504, 503, 502, 501, 500, 499, 498, 497, 496 o 495 residuos 
o menos y presenta una secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos correspondiente de SEC ID nº 4. En una realización adicional, 60 
el polipéptido presenta 511, 510, 509, 508, 507, 506, 505, 504, 503 o 502 residuos o menos y presenta una 
secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos correspondiente de SEC ID nº 6. En todavía otra realización, el polipéptido presenta 511, 
510, 509, 508, 507, 506, 505, 504, 503 o 502 residuos o menos y presenta una secuencia de aminoácidos idéntica 65 
por lo menos aproximadamente al 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 
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90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto a la secuencia de aminoácidos 
correspondiente de SEC ID nº 8. En otra realización, el polipéptido presenta 513, 512, 511, 510, 509, 508, 507, 506, 
505 o 504 residuos o menos y presenta una secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos correspondiente de SEC ID nº 10. En otras 5 
realizaciones, el polipéptido codificado no presenta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoácidos del extremo N- y/o C-
terminal y presenta una secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos correspondiente de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10. 
 10 
La invención proporciona además una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos codificante de una secuencia de aminoácidos 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 15 
o 500 residuos aminoácidos de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10. Dichos fragmentos y variantes de fragmentos pueden 
resultar útiles como sondas y cebadores. En determinadas realizaciones, dichas sondas y cebadores pueden 
hibridarse selectivamente con la molécula de ácidos 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 20 
cera de la proteína de longitud completa al expresarse en una célula huésped recombinante. En realizaciones 
particulares, los fragmentos son fragmentos funcionales. 
 
Además, la invención proporciona variantes de la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10 o 
fragmentos de la misma. Las variantes pueden ser naturales y/o no naturales, tales como las inducidas por diversos 25 
mutágenos y procedimientos mutagénicos. En algunas realizaciones, por lo menos un residuo aminoácido 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 aminoácido 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 aminoácido ha 
sido sustituido dentro de la secuencia de referencia. En algunas realizaciones, las variantes pueden ser secuencias 30 
que contienen mutaciones predeterminadas generadas mediante, p.ej., recombinación homóloga o mutagénesis 
dirigida a sitio o por PCR; las proteínas correspondientes de otras especies; alelos u otras variantes naturales, y/o 
derivados en los que la proteína ha sido modificada covalentemente por medios químicos, enzimáticos u otros 
medios apropiados con una fracción diferente de un aminoácido natural. 
 35 
Una sustitución, inserción o deleción puede afectar adversamente a la proteína en el caso de que la secuencia 
alterada inhiba sustancialmente una función biológica asociada a la proteína. En determinadas realizaciones, una 
variante de una acil-ACP sintasa formadora de alcohol puede presentar actividad que se encuentra reducida en no 
más 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., 40 
Maqu_2220 (SEC ID nº 2), Hch_05075 (SEC ID nº 4), MDG893_11561 (SEC ID nº 6), HP15_810 (SEC ID nº 8) o 
RED65_09894 (SEC ID nº 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 45 
deriva la variante (p.ej., Maqu_2220 (SEC ID nº 2), Hch_05075 (SEC ID nº 4), MDG893_11561 (SEC ID nº 6), 
HP15_810 (SEC ID nº 8) o RED65_09894 (SEC ID nº 10). 
 
La invención proporciona además 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 50 
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 nº 2), Hch_05075 (SEC ID nº 4), MDG893_11561 (SEC ID nº 6), 
HP15_810 (SEC ID nº 8) o RED65_09894 (SEC ID nº 10). En determinadas realizaciones, la cantidad de alcoholes 55 
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 nº 2), 
Hch_05075 (SEC ID nº 4), MDG893_11561 (SEC ID nº 6), HP15_810 (SEC ID nº 8) o RED65_09894 (SEC ID nº 60 
10). 
 
En algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende, 
además de una secuencia de ácidos 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%, 65 
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de 
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SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 o a un fragmento funcional de cualquiera de entre SEC 
ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 con actividad de sintasa de éster de cera, una secuencia de 
ácidos 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 aminoácidos de 5 
SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10, o a un fragmento funcional de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10 que presenta actividad de acil-ACP 
reductasa formadora de alcohol. En algunas realizaciones, la invención proporciona una molécula de ácidos 
nucleicos aislada que comprende, además de una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa 
de éster de cera, en la que la secuencia de ácidos 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%, 10 
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 18, 20, 22, 24, 26, 
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 18, 20, 22, 24, 26, 28, 
30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42  que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID nº 
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43, una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP 
reductasa formadora de alcohol, en la que la secuencia de ácidos nucleicos presenta una identidad de secuencia de 15 
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 nucleótidos de SEC ID nº 1, 3, 
5, 7, 9 o 11 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 1, 3 5, 7 o 11 que codifica un fragmento 
funcional de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10. En algunas realizaciones, la 
invención proporciona una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de ácidos nucleicos 20 
que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la que 
la molécula de ácidos nucleicos aislada comprende la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 
32, 34, 36, 38, 40 o 42 y la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 1, 3, 5, 7, 9 o 11, en cualquier combinación. En 
determinadas realizaciones, cualquiera de las moléculas de ácidos nucleicos proporcionadas puede comprender 
además una secuencia adicional de ácidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 25 
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1.000 o 1.500 nucleótidos de un organismo 
fotosintético. 
 
La invención proporciona además moléculas de ácidos nucleicos que se hibridan bajo condiciones de hibridación de 
alta astringencia, tal como condiciones de hibridación selectiva a las secuencias de nucleótidos indicadas en la 30 
presente memoria. Entre las sondas de hibridación se incluyen oligonucleótidos sintéticos que se unen de una 
manera específica de base a una cadena complementaria de ácidos nucleicos. Entre las sondas adecuadas se 
incluyen los ácidos nucleicos, tal como se describen en Nielsen, Science 254:1497-1500, 1991. En algunas 
realizaciones, las moléculas de ácidos nucleicos de la invención pueden detectarse y/o aislarse mediante 
condiciones de hibridación específica, p.ej., bajo condiciones de alta astringencia. 35 
 
En realizaciones particulares, cualquiera de las moléculas de ácidos nucleicos indicadas anteriormente o 
posteriormente pueden comprender además una secuencia adicional de ácidos 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 nucleótidos de un organismo fotosintético. 40 
 
Otras modificaciones 
 
La invención proporciona además variantes adicionales de las secuencias de nucleótidos de la invención. En 
algunas realizaciones, las variantes de secuencia de nucleótidos codifican fragmentos o variantes de los polipéptidos 45 
tal como se indican en la presente memoria. En algunas realizaciones, las variantes de secuencia de nucleótidos 
son naturales. En otras realizaciones, las variantes de secuencia de nucleótidos son no naturales, tales como las 
inducidas por diversos mutágenos y procedimientos mutagénicos. En determinadas realizaciones, las variantes de 
secuencia de nucleótidos son una combinación de naturales y no naturales. Una secuencia de ácidos nucleicos 
dada también puede modificarse, por ejemplo mediante métodos de mutagénesis estándar, evolución artificial o 50 
intercambio de dominios a fin de producir secuencias modificadas. Se describen métodos de evolución acelerada en, 
por ejemplo, Stemmer, Nature 370:389-391, 1994, y en Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751, 1994. 
La alteración química o enzimática de los ácidos nucleicos y polipéptidos expresados puede llevarse a cabo 
mediante métodos estándares. Por ejemplo, una secuencia puede modificarse mediante la adición de grupos 
fosfato, grupos metilo, lípidos, azúcares, péptidos, compuestos orgánicos o inorgánicos, mediante la inclusión de 55 
nucleótidos o aminoácidos modificados, o similares. 
 
Para la expresión óptima de una proteína recombinante, en determinados casos puede resultar beneficioso utilizar 
secuencias codificantes que producen ARNm con codones utilizados preferentemente por la célula huésped que 
debe transformarse ("optimización de codones"). De esta manera, para una expresión incrementada de los 60 
transgenes, el uso de los codones del transgén puede corresponderse con el sesgo de codones específico del 
organismo en el que se desea que se exprese el transgén. Los métodos de recodificación de genes para la 
expresión en microalgas se describen en, p.ej., la patente US nº 7.135.290. Los mecanismos exactos que subyacen 
a este efecto se cree que son múltiples pero podrían incluir el equilibrio correcto de los pools de ARNt aminoacilados 
disponibles con las proteínas que se sintetizan en la célula, acoplados con una traducción más eficiente del ARN 65 
mensajero (ARNm) transgénico al satisfacerse dicha necesidad. En algunas realizaciones, sólo 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 más codones por codones que no son necesariamente el codón más preferente del 
microorganismo huésped codificante de un aminoácido particular. Se encuentra disponible información adicional 
para la optimización 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 producción óptima de un producto deseado en el 5 
organismo huésped seleccionado para la expresión. En determinadas realizaciones, se optimizan los codones de la 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y/o de la secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol para la expresión en un microorganismo 
fotosintético, p.ej. una cianobacteria o una microalga eucariótica. 
 10 
En algunas realizaciones, las moléculas de ácidos nucleicos de la invención codifican proteínas de fusión que 
comprenden una acil-ACP sintasa de éster de cera o una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Las moléculas 
de ácidos nucleicos de la invención pueden, alternativa o adicionalmente, codifican proteínas de fusión que 
comprenden una acil-ACP reductasa. Por ejemplo, los ácidos nucleicos de la invención pueden comprender 
secuencias polinucleótidas que codifican glutatión-S-transferasa (GST) o una parte de la misma, tiorredoxina o una 15 
parte de la misma, proteína de unión a maltosa o una parte de la misma, polihistidina (p.ej. His6), 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 ácidos nucleicos de la invención comprenden secuencias no codificantes 20 
adicionales, tales como secuencias 3’ y 5’ no codificantes (incluyendo, p.ej., secuencias reguladoras). 
 
Constructos de ácidos nucleicos 
 
En algunas realizaciones, la molécula de ácidos nucleicos aislada de la invención puede comprender tanto una 25 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera como una secuencia e ácidos 
nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Las secuencias de ácidos 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 ácidos nucleicos indicadas en la presente memoria. 
 30 
En determinadas realizaciones, las secuencias de ácidos nucleicos que codifican una acil-ACP sintasa de éster de 
cera y la secuencia de ácidos 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 operón, en el que, por ejemplo, a una secuencia de promotor sigue, en la dirección 5’ a 3’, una 35 
secuencia codificante de acil-ACP reductasa formadora de alcohol y después una secuencia codificante de acil-ACP 
sintasa de éster de cera. En una configuración alternativa del operón, a una secuencia de promotor sigue, en la 
dirección 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 ácidos 
nucleicos puede incluir dos o más genes dispuestos en tándem, en el que la molécula de ácidos nucleicos aislada no 40 
incluye una secuencia de promotor que opera en el microorganismo huésped deseado cadena arriba de los genes. 
En dichas realizaciones, el operón sin promotor puede diseñarse para la integración (p.ej. la recombinación 
homóloga) en un sitio del genoma huésped que puede incluir una secuencia de promotor, de manera que el operón 
sintético puede encontrarse regulada transcripcionalmente por un promotor en el genoma del microorganismo 
huésped. Además, el operón puede diseñarse para la integración (p.ej., la recombinación homóloga) en un sitio del 45 
genoma huésped que puede incluir una secuencia de intensificador, de manera que el operón 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 más secuencias reguladoras adicionales pueden incluirse en la 
molécula de ácidos nucleicos aislada, or ejemplo una secuencia para intensificar la traducción puede incluirse 50 
cadena arriba de las secuencias codificantes de gen y puede incluirse opcionalmente un terminador transcripcional 
en el extremo 3’ o en proximidad al mismo del operón sintético. 
 
Además 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 más genes adicionales en un operón sintético tal como se proporciona en la presente 55 
memoria, en el que uno o más genes adicionales pueden incluir, por ejemplo, uno o más genes codificantes de 
enzimas o proteínas de la ruta de síntesis de éster de cera y/o uno o más genes codificantes de enzimas o proteínas 
que pueden intensificar la síntesis de éster de cera, uno o más genes que pueden potenciar la fotosíntesis o la 
fijación de carbonos y/o uno o más genes informadores o marcadores seleccionables. 
 60 
En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera y la 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol pueden ligarse 
operablemente a diferentes promotores y/o intensificadores de la transcripción. Los promotores e intensificadores 
pueden ser, p.ej., cualquiera de los promotores e intensificadores transcripcionales indicados en la presente 
memoria. 65 
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La invención comprende además constructos que comprenden una molécula aislada de ácidos nucleicos que 
codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, una molécula aislada de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP 
reductasa formadora de alcohol y una molécula aislada de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de 
éster de cera y una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. Un constructo de ácidos nucleicos de la invención 
puede comprender cualquiera de las secuencias de ácidos nucleicos codificantes de una acil-ACP sintasa de éster 5 
de cera y/o cualquiera de las secuencias de ácidos nucleicos codificantes de una acil-ACP reductasa formadora de 
alcohol, tal como se indica en la presente memoria, y puede incluir además secuencias que regulan o median en la 
transcripción, traducción o integración de secuencias de nucleótidos en el genoma del huésped. En algunas 
realizaciones, la invención proporciona constructos de expresión que comprenden una o más secuencias que 
promueven la expresión de una acil-ACP sintasa de éster de cera y/o una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. 10 
Por ejemplo, una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y/o una 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, puede ligarse 
operablemente a un promotor en un constructo de expresión o "casete de expresión". En algunas realizaciones, el 
promotor es regulable, p.ej., inducible. 
 15 
En realizaciones en las que el constructo de ácidos nucleicos no contiene un promotor en ligamiento operable con la 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol, una o ambas secuencias de ácidos nucleicos 
codificantes de enzima puede transformarse en las células huésped de manera que se encuentren operablemente 
ligadas a un promotor endógeno de la célula huésped mediante, p.ej., recombinación homóloga, integración 20 
específica de sitio y/o integración del vector. En algunas realizaciones, entre las secuencias genómicas del huésped 
incluidas en un constructo de ácidos nucleicos para mediar en la recombinación homóloga en el genoma del 
huésped se incluyen secuencias reguladoras génicas, por ejemplo una secuencia de promotor que puede regular la 
expresión 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 ácidos nucleicos. En dichas realizaciones, el transgén o transgenes del constructo se ligan 25 
operablemente, de esta manera, con un promotor que es endógeno al microorganismo huésped. En algunas 
realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia de 
ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran operablemente ligados al 
mismo promotor que es endógeno al microorganismo huésped. En otras realizaciones, la secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de la acil-ACP sintasa de éster de cera y la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la 30 
acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran operablemente ligadas a diferentes promotores endógenos 
del huésped. En algunas realizaciones, el promotor o promotores endógenos son constitutivos, o el promotor o 
promotores endógenos pueden ser regulables, p.ej., inducibles. 
 
Un promotor operablemente ligado a una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster 35 
de cera de la invención y/o una secuencia de ácidos nucleicos codificante de un acil-ACP reductasa formadora de 
alcohol de la invención puede ser un promotor que es heterólogo 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 transcripción de un gen ligado operablemente en respuesta a un estímulo particular. Dichos 
promotores pueden resultar ventajosos, p.ej. para minimizar cualesquiera efectos deletéreos sobre el crecimiento de 40 
la célula huésped y/o para maximizar la producción de la composición 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 específicos. El promotor inducible puede ser, por ejemplo, un promotor ara, un promotor lac, 
un promotor tet (p.ej., patente US nº 5.851.796), un promotor trp o un promotor híbrido que incluye una o más partes 
de un promotor ara, tet, trp y/o lac. La secuencia de promotor puede proceder de cualquier organismo, con la 45 
condición de que sea funcional en el organismo huésped. En determinadas realizaciones, los promotores inducibles 
se forman mediante la fusión de una o más 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. 
 50 
En algunas realizaciones, una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera 
de la invención y/o una acil-ACP reductasa formadora de alcohol de la invención se encuentran operablemente 
ligadas a un promotor que funciona en procariotas, tal como cianobacterias, incluyendo, aunque sin limitación, los 
promotores lac, tac y trc, así como derivados, tal como, aunque sin limitación, los promotores trcE y trcY que son 
inducibles mediante la adición de isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), promotores que están asociados 55 
naturalmente a genes de resistencia a antibiótico 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 
heterólogos, promotores de virus y fagos, promotores sintéticos y combinaciones de los mismos. En determinadas 
realizaciones, los promotores son promotores cianobacterianos, p.ej. secA (secreción; controlado por el estado 60 
redox de la célula), rbc (operón Rubisco) y psaAB (PSI, proteínas de centro de reacción; reguladas por la luz), 
promotor NtcA o glnA y psbA (proteína 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 ácidos nucleicos codificante de la acilreductasa, la 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de cera, o ambas, se ligan operablemente a un promotor 65 
cianobacterianos en el genoma del huésped. En algunas realizaciones, los promotores están regulados por 
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compuestos de nitrógeno, tales como, por ejemplo, los promotores nar, ntc, nir o nrt. En algunas realizaciones, los 
promotores están regulados por fosfato (p.ej., los promotores pho o pst) o por el níquel (p.ej., el promotor nrs). Los 
promotores para la utilización en cianobacterias pueden modificarse respecto a los promotores naturales y pueden 
incluir combinaciones de promotores naturales, incluyendo, aunque sin limitación, los dados a conocer en la 
presente memoria. En algunas realizaciones, el promotor o promotores se seleccionan de entre promotores 5 
procarióticos 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 metalotioneína, un promotor ftf, un 
promotor gln, un promotor de choque térmico, un promotor inducible por frío o un promotor vírico. Los promotores 
anteriormente proporcionados son ejemplares y no limitativos. 10 
 
Puede utilizarse una amplia diversidad de terminadores transcripcionales en cualquiera de los vectores de la 
invención. Entre los ejemplos de posibles terminadores pueden incluirse, aunque sin limitarse a ellos, psbA, psaAB, 
rbc, secA, la proteína de cubierta de T7, rrnB y similares, y combinaciones de los mismos. 
 15 
En determinadas realizaciones, el vector que comprende una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-
ACP sintasa de éster de cera y/o una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa 
formadora de alcohol está diseñada para la transformación en cianobacterias. En una realización particular, el vector 
permite la recombinación homóloga 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. 20 
 
Una molécula de ácidos nucleicos aislada de la presente invención puede incluir las secuencias dadas a conocer en 
la presente memoria que codifican una o más de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol o una acil-sintasa de 
éster de cera en un vector, tal como, aunque sin limitación, un vector de expresión. Un vector puede incluir, por 
ejemplo, uno o más de entre: 1) un origen de replicación para la propagación de las secuencias de ácidos nucleicos 25 
en uno o más huéspedes (que pueden o no incluir el huésped de producción), 2) uno o más marcadores 
seleccionables, 3) uno o más genes informadores, 4) una o más secuencias de control de la expresión, tales como, 
aunque sin limitación, secuencias de promotor, secuencias de intensificador, secuencias de terminador, secuencias 
para intensificar la traducción, etc. y/o 5) una o más secuencias para promover la integración de las secuencias de 
ácidos nucleicos en un genoma huésped, por ejemplo una o más secuencias con homología respecto a una o más 30 
secuencias de nucleótidos del microorganismo huésped. 
 
En algunas realizaciones, los vectores de transformación pueden incluir un marcador seleccionable, tal como, 
aunque sin limitación, un gen de resistencia a fármaco, un gen de resistencia a herbicida, un enzima y/o factor 
metabólico requerido para la supervivencia del huésped (por ejemplo, un marcador auxotrófico) o similar, o una 35 
combinación de los mismos. Las células transformadas pueden seleccionarse opcionalmente basándose en la 
capacidad de crecer en presencia del antibiótico y/o otro marcador seleccionable bajo condiciones en las que las 
células que no poseen el casete de resistencia o marcador auxotrófico 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 proteína fluorescente o un enzima que genera un producto de reacción 40 
detectable. 
 
En algunas realizaciones, el vector es un vector de integración que incluye una o más secuencias que promueven la 
integración de un gen de interés o casete de expresión génica en el genoma de la célula huésped. Por ejemplo, un 
vector de integración utilizado para transformar una célula huésped puede incluir por lo menos una secuencia de por 45 
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 nucleótidos con homología respecto a una 
secuencia en el genoma de la célula huésped para permitir la integración del gen o casete de expresión génica en el 
genoma de la célula huésped mediante recombinación homóloga. En algunos ejemplos, el gen o casete de 50 
expresión génica se encuentra flanqueado por secuencias homólogas a una región del cromosoma del huésped 
promoviendo la integración del gen de interés en el cromosoma del huésped. Alternativa o adicionalmente, un vector 
de integración puede incluir una o más secuencias que estimulan la recombinación específica de sitio o la 
integración aleatoria, tal como, aunque sin limitación, secuencias reconocidas por recombinasas, integrasas o 
transposasas. En algunas realizaciones, el vector de integración puede incluir además un gen codificante de una 55 
recombinasa, integrasa o transposasa. En determinadas realizaciones, el vector de integración está diseñado para 
promover la integración 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 integración en el sitio RS1 
o en el sitio RS2 en cianobacterias (p.ej. en Synechocystis sp. PCC6803). 
 60 
Pueden introducirse vectores en células huésped (p.ej., cualquiera de las células huésped indicadas en la presente 
memoria) mediante técnicas convencionales de transformación y/o transfección. Las cianobacterias, por ejemplo, 
pueden transformarse mediante cualesquiera métodos adecuados, incluyendo, p.ej., incorporación natural de ADN 
(Zang, J. Microbiol. 45:241-245, 2007), conjugación (Wolk et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1561-1565, 1984), 
transducción, transformación de perlas de vidrio (Feng, Mol. Biol. Rep. 36:1433-9, 2009), la transformación con 65 
fibras de carburo de silicio (Dunahay, Methods Mol. Biol. 62:503-9, 1997), labiolística (Kroth, Methods Mol. Biol. 
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390:257-267, 2007), electroporación (Ludwig, Appl. Microbiol. Biotechnol. 78:729-35, 2008), transformación mediada 
por láser (documento nº WO2009/140701), incubación con ADN en presencia de o después del tratamiento con 
cualquier dendrímero de poli(amidoamina) (Pasupathy, Biotechnol. J. 3:1078-82, 2008), polietilenglicol (Ohnuma, 
Plant Cell Physiol. 49:117-120, 2008), lípidos catiónicos (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 5 
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 transformación 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). 
 10 
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 
 15 
La invención proporciona además una célula huésped recombinante que comprende una secuencia de ácidos 
nucleicos que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera. En algunas realizaciones, la célula huésped 
recombinante comprende además una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa 
formadora de alcohol. En algunas realizaciones, la secuencia o secuencias de ácidos nucleicos comprende además 
secuencias adicionales de ácidos nucleicos de por lo menos 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 20 
450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 o 1.500 nucleótidos de un organismo fotosintético. La célula huésped 
recombinante puede comprender, p.ej., cualquiera de las moléculas de ácidos nucleicos aisladas anteriormente 
indicadas codificantes de una sintasa de éster de cera (p.ej., 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., 25 
cualquiera de los vectores indicados en la presente memoria. En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera es no nativa de la célula huésped recombinante. En algunas 
realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la reductasa formadora de alcohol es no nativa de la 
célula huésped recombinante. 
 30 
En determinadas realizaciones, la invención proporciona una célula huésped recombinante manipulada para la 
producción de ésteres de ácidos grasos, en la que la célula huésped recombinante comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos no nativa que codifica una sintasa de éster de cera capaz de producir un éster de ácido graso en 
una ruta independiente de acil-CoA con la expresión 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 35 
comprende además una secuencia de ácidos 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 expresión de la secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de la sintasa de éster de cera y 
la secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de la reductasa formadora de alcohol, en caso de hallarse 40 
presente, en la célula huésped. 
 
En determinadas realizaciones, la invención proporciona una célula huésped recombinante manipulada 
genéticamente para la producción 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 ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP 45 
reductasa formadora de alcohol y una secuencia de ácidos 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 expresión en la célula huésped. En algunas realizaciones, la acil-ACP 
reductasa formadora de alcohol de la invención es una acil-ACP reductasa microbiana y/o la acil-ACP sintasa de 
éster de cera de la invención es una sintasa de éster de cera microbiana. En algunas realizaciones, tanto la acil-ACP 50 
reductasa formadora de alcohol de la invención como la acil-ACP sintasa de éster de cera de la invención son de 
origen procariótico. En algunas realizaciones, la acil-ACP reductasa formadora de alcohol de la invención es una 
acil-ACP reductasa de una especie de Marinobacter y/o la acil-ACP sintasa de éster de cera de la invención es una 
sintasa de éster de cera de una especie de Marinobacter. 
 55 
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es una célula de mamífero, una célula vegetal, una célula 
de insecto, una célula de levadura (p.ej., Y. lipolytica o S. cerevisiae), una célula fúngica, una célula fúngica 
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, 60 
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 procariótico, incluyendo, aunque sin 
limitación, una eubacteria, una arqueobacteria, una bacteria verde no del azufre, una bacteria púrpura no del azufre 65 
o una cianobacteria. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es una célula huésped fotosintética, 

E12835320
17-07-2018ES 2 678 647 T3

 



 41  
 

p.ej., un microorganismo fotosintético. En determinadas realizaciones, el microorganismo fotosintético es una 
cianobacteria. Las cianobacterias no es conocido que produzcan acil-CoA y basándose en el análisis 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 biología molecular, incluyendo las 5 
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, 10 
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 15 
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 más 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. 20 
 
En determinadas realizaciones, el microorganismo fotosintético es una microalga eucariótica 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, 25 
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, 30 
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. 
 35 
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende una secuencia de ácidos 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 nucleótidos de SEC ID nº 18, 20, 22, 24, 26, 28, 
30, 32, 34, 36, 38, 40 o 42, o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos que codifica un fragmento funcional de 40 
la acil-ACP sintasa de éster de cera. En determinadas realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos codificante de 
la acil-ACP sintasa de éster de cera comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 
32, 34, 36, 38, 40 o 42. En determinadas realizaciones, la secuencia de ácidos 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 45 
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% o 99% respecto a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos de 
SEC ID nº 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 50 
polipéptido de SEC ID nº 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 ácidos 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. 55 
 
En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende además una secuencia de ácidos 
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% o 99% respecto a la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 60 
1, 3, 5, 7, 9 o 11 o a un fragmento de la secuencia de nucleótidos que codifica un fragmento funcional de la acil-ACP 
reductasa formadora de alcohol. En determinadas realizaciones, la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la 
acil-ACP reductasa formadora de alcohol comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 1, 3, 5, 7, 9 o 11. En 
determinadas realizaciones, la secuencia de ácidos 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 65 
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 aminoácidos de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10, o 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 nº 2, 4, 6, 8 o 10. En algunas realizaciones, la 
célula huésped recombinante comprende un vector que comprende la secuencia de ácidos nucleicos codificante de 5 
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 ácidos 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 ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP 
reductasa formadora de alcohol puede ser el mismo promotor operablemente ligado a la secuencia de ácidos 10 
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 ácidos nucleicos codificantes 15 
de más de una sintasa de éster de cera. En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende 
secuencias de ácidos nucleicos codificantes de más de una acil-ACP sintasa de éster de cera. En determinadas 
realizaciones, la célula huésped recombinante comprende una secuencia de ácidos 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%, 20 
97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 19  o un fragmento funcional de la misma; 
una secuencia de ácidos 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 aminoácidos 
de SEC ID nº 21  o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos nucleicos que presenta una 25 
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 
nucleótidos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera de SEC ID nº 23  o un fragmento funcional de la 
misma; una secuencia de ácidos 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%, 30 
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID nº 25  o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos 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 aminoácidos de SEC ID nº 27  o un fragmento 35 
funcional de la misma; una secuencia de ácidos 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 aminoácidos de SEC ID nº 29  o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera que presenta una identidad de secuencia de por lo 40 
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 aminoácidos de SEC ID nº 31  o un 
fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos 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 45 
la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 33  o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos 
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 aminoácidos de SEC ID nº 35  o un 
fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP sintasa de éster de 50 
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 aminoácidos de SEC ID nº 37  o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos 
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%, 55 
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 39  o un 
fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos 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 aminoácidos de SEC ID nº 41  o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos 60 
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 aminoácidos de SEC ID nº 43 o a un 
fragmento funcional de la misma, en cualquier combinación. 
 65 
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En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende secuencias de ácidos nucleicos codificantes 
de más de una reductasa formadora de alcohol. En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante 
comprende secuencias de ácidos nucleicos codificantes de más de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. 
En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol que presenta una identidad de secuencia de por lo 5 
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 aminoácidos de SEC ID nº 2  o un 
fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos 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 10 
99% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 4  o un fragmento funcional de la misma; una secuencia 
de ácidos 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 aminoácidos de 
SEC ID nº 6  o un fragmento funcional de la misma; una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP 15 
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 aminoácidos de SEC ID nº 8  o un fragmento funcional de la misma, y/o 
una secuencia de ácidos 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%, 20 
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID nº 10 o a un fragmento funcional de la misma, en cualquier combinación. 
 
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es una célula huésped fotosintética y las secuencias de 
ácidos nucleicos codificantes de la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o la acil-ACP reductasa formadora de alcohol 25 
han sido optimizadas para sus codones para la expresión en la célula huésped fotosintética. 
 
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante expresa una acil-ACP reductasa formadora de alcohol 
microbiana (p.ej., procariótica) y una acil-ACP sintasa de éster de cera microbiana (p.ej., procariótica). 
 30 
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 35 
produce una mayor cantidad de un éster de ácido 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 ácido 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%, 40 
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 45 
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%, 50 
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. 
 55 
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 
exógeno adicional o sobreexpresan un gen endógeno adicional que funciona en la ruta de biosíntesis de éster de 
cera. El gen adicional puede encontrarse codificado por una molécula de ácidos nucleicos que es igual a la molécula 
de ácidos nucleicos que codifica la acil-ACP sintasa de éster de cera y/o que la molécula de ácidos nucleicos que 60 
codifica la acil-ACP reductasa formadora de alcohol o el gen adicional puede encontrarse codificado por moléculas 
de ácidos nucleicos separadas o por la misma molécula de ácidos nucleicos. En el caso de que dos o más genes se 
encuentran codificados por la misma molécula de ácidos nucleicos (p.ej., en el mismo vector de expresión), la 
expresión 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 65 
nivel de producción de éster de cera. Adicional y/o alternativamente, el gen adicional puede, p.ej., incrementar la 
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concentración de precursores de éster de cera, tales como acil-ACP y alcohol graso, reducir el nivel de conversión 
de acil-ACP, alcohol graso o éster de cera en otros productos (tales como, por ejemplo, otros derivados de ácidos 
graso o productos de degradación 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 más enzimas del complejo de ácido graso sintasa (p.ej., una beta-cetoacil-ACP sintasa, una 3-5 
cetoacil-ACP reductasa, una β-hidroxiacil-ACP deshidratasa, una enoil-ACP reductasa, etc.), una acetil-CoA 
carboxilasa, una malonil-CoA:ACP transacilasa, una proteína 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 ficobiliproteína (p.ej., ficocianina). 
 10 
En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no es manipulada para expresar acil-CoA exógena, 
p.ej., no incluye un gen exógeno codificante de una acil-CoA sintetasa. En determinadas realizaciones, la célula 
huésped recombinante no produce endógenamente acil-CoA. En otras realizaciones, la célula huésped 
recombinante produce endógenamente acil-CoA pero es manipulada para atenuar o eliminar la producción de acil-
CoA. Por ejemplo, en el caso de que la célula huésped recombinante sea E. coli u otra bacteria, la célula huésped 15 
puede manipularse para atenuar o eliminar la expresión de los genes fadD y/o fadK de acil-CoA sintetasa u 
ortólogos de los mismos. Además, 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 reducción o 
eliminación de la expresión o actividad de acil-CoA puede mejorar los rendimientos de éster de cera mediante la 20 
regulación negativa de las rutas de degradación de los ácidos grasos, que utilizan acil-CoA. En todavía otras 
realizaciones, la célula huésped recombinante produce endógenamente 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 exógeno de una acil-ACP 25 
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 endógenos de una acil-ACP tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa o de ambas. La célula huésped 
puede presentar una expresión atenuada de un gen endógeno codificante de una acil-ACP tioesterasa o de una acil-
CoA tioesterasa o de ambas. 30 
 
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 endógeno de una acil-ACP 
tioesterasa o una acil-CoA tioesterasa y/o el huésped puede presentar una expresión atenuada de un gen de una 
acil-ACP tioesterasa o de una acil-CoA tioesterasa. Adicionalmente, la célula huésped puede no presentar un gen 35 
endógeno de una acil-CoA sintetasa o puede presentar una expresión atenuada de un gen endógeno codificante de 
una acil-CoA sintetasa. Por ejemplo, la célula huésped puede ser un microorganismo, tal como una especie 
cianobacteriana, que no presenta genes endógenos de acil-CoA tioesterasa, de una acil-CoA tioesterasa y de una 
acil-CoA sintetasa. 
 40 
En determinadas realizaciones, la célula huésped recombinante no expresa una reductasa formadora de aldehído 
(p.ej., acil-CoA reductasa, acil-ACP reductasa formadora de aldehído o ácido carboxílico reductasa). En 
realizaciones particulares, la célula huésped recombinante no expresa una reductasa formadora de aldehído no 
nativa, p.ej. exógena. 
 45 
En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante puede manipularse para expresar un transportar 
transmembranal exógeno para facilitar la secreción de éster de cera. Por ejemplo, la célula huésped recombinante 
puede incluir un gen no nativo codificante de un transportador de casete de unión 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 proteína transportadora codificada por los genes de Arabidopsis CER5, WBC11, AtMRPS, AmiS2 y 50 
AtPGP1, o de transportador de ácidos grasos (FATP, por sus siglas en inglés) de Saccharomyces, Drosophila, 
especies micobacterianas o especies de mamífero. 
 
Las células huésped recombinantes anteriormente indicadas pueden utilizarse en cualquiera de los métodos de 
producción de un éster de cera indicado en la presente memoria. 55 
 
Sistemas 
 
La invención proporciona además un sistema independiente de acil-CoA para la producción de un éster de ácido 
graso. En algunas realizaciones, el sistema comprende una célula huésped recombinante que comprende una 60 
secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP sintasa de éster de cera y una secuencia de 
ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol. En determinadas 
realizaciones, la célula huésped recombinante no incluye un gen exógeno 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 65 
comprender cualquiera de las moléculas de ácidos 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 
producción. 
 5 
El microorganismo fotosintético recombinante puede cultivarse mixotróficamente, utilizando tanto luz como una 
fuente de carbono reducido, o puede cultivarse fototróficamente. En el cultivo fototrópico, el microorganismo 
fotosintético puede utilizar ventajosamente la luz como fuente de energía. Una fuente de carbono "inorgánica" o no 
reducida puede utilizarse para la síntesis de biomoléculas por el microorganismo fotosintético. Típicamente, una 
"fuente de carbono no reducido" puede encontrarse en forma de CO2 (dióxido de carbono), ácido carbónico, sales de 10 
bicarbonato, sales de carbonato, sales de hidrogenocarbonato o similares, o como una combinación de los mismos, 
los cuales no pueden oxidarse adicionalmente para obtener energía sostenible ni ser utilizadas como fuente de 
poder reductor por parte de las células huésped. En realizaciones particulares, el carbono inorgánico es 
sustancialmente la única 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 orgánico (reducido) en el medio de cultivo de una 15 
célula huésped cultivada fototróficamente, generalmente no puede ser incorporado y/o metabolizado por la célula 
para energía o como fuente de carbono para la síntesis de biomoléculas y/o no se encuentra presente en una 
cantidad suficiente para proporcionar energía sostenible para el crecimiento del cultivo celular o la producción de 
moléculas orgánicas. 
 20 
Los microorganismos que pueden resultar útiles como células huésped de acuerdo con los métodos de la presente 
invención pueden encontrarse en diversas localizaciones y entornos en todo el mundo. Sin restringirse a ninguna 
teoría 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 óptimo y la generación de lípidos y/o 
constituyentes hidrocarburo puede variar. En algunos casos, determinadas cepas de microorganismos podrían ser 25 
incapaces de crecer en un medio de cultivo particular debido a la presencia de algún componente inhibidor o la 
ausencia de algún requisito nutricional esencial requerido por la cepa particular de microorganismo. 
 
Se encuentran generalmente disponibles medios de cultivo sólidos y líquidos de una amplia diversidad de fuentes, al 
igual que instrucciones para la preparación de medios particulares adecuados para una amplia diversidad de tipos 30 
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 inducción de la expresión de un gen particular indicado en la 35 
presente memoria para la producción de ésteres de ácidos 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 metabólicas en el microorganismo. La inducción de la expresión puede incluir la adición de un nutriente o 
compuesto al medio de cultivo, la eliminación de uno o más componentes del medio de cultivo, el incremento o 
reducción de la luz y/o temperatura, y/o otras manipulaciones que pueden estimular la expresión del gen de interés. 40 
Dichas manipulaciones pueden depender en gran medida de la naturaleza del promotor operablemente ligado al gen 
de interés. 
 
En algunas realizaciones de la presente invención, las células huésped recombinantes pueden cultivarse en un 
biorreactor. Los biorreactores pueden ofrecer muchas ventajas para la utilización en los métodos de crecimiento y 45 
propagación heterotrófica. Con el fin de producir biomasa para la utilización en alimentos, preferentemente se 
fermentan microorganismos en grandes cantidades en líquido, tal como, p.ej., en cultivos en suspensión. Los 
biorreactores, tales como los fermentadores de acero, pueden contener volúmenes de cultivo muy grandes (pueden 
utilizarse biorreactores de más de 40.000 litros de capacidad en diversas realizaciones de la invención). Los 
biorreactores también pueden permitir típicamente el control de una o más condiciones de cultivo, tales como la 50 
temperatura, el pH, la tensión de oxígeno, los niveles de dióxido de carbono y similares, así como combinaciones de 
los mismos. Los biorreactores típicamente pueden ser configurables, por ejemplo utilizando puertos unidos a tubos, 
para permitir que componentes gaseosos tales como CO2, aire enriquecido en CO2, oxígeno y/o nitrógeno, entren en 
contacto con (p.ej. mediante burbujeo) un cultivo líquido. Otros parámetros de cultivo, tales como el pH del medio de 
cultivo, la identidad y/o la concentración de elementos traza y/o nutrientes, la identidad y/o concentración de otros 55 
constituyentes del medio, o similares, o combinaciones de los mismos, típicamente pueden ser más fácilmente 
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 más paredes que 60 
son suficientemente transparentes a la luz, incluyendo la luz solar, para permitir, facilitar y/o mantener un crecimiento 
aceptable de los microorganismos. Para la producción de ésteres de cera, las células huésped recombinantes 
pueden adicional o alternativamente cultivarse en matraces de agitación, probetas, viales, placas de microtitulación, 
placas Petri o similares, o combinaciones de los mismos. 
 65 
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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 estándares, puede suministrarse al cultivo una fuente de carbono inorgánico, incluyendo, aunque sin 
limitación, aire, aire enriquecido en CO2, gas de escape, etc., o combinaciones de los mismos. Al suministrar gas de 
escape y/o otras fuentes inorgánicas que pueden contener CO además de CO2, puede resultar necesario pretratar 5 
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 limitación, CO2, bicarbonato, sales de carbonato y 
similares. En algunas realizaciones, la fuente de carbono no proporciona una fuente de energía en la producción de 
un éster de ácido graso o éster de cera. 10 
 
En algunas realizaciones, el éster de ácido graso o éster de cera producido por un sistema de la invención es 
secretado al medio de cultivo por la célula huésped recombinante. Adicional o alternativamente, el éster de ácido 
graso o éster de cera puede extraerse de la célula huésped recombinante. En algunas realizaciones, el éster de 
ácido graso o éster de cera se aísla utilizando un método indicado en la presente memoria. 15 
 
En algunas realizaciones, los sistemas de la invención resultan en la producción 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 
ácido graso o éster de cera durante un periodo de cultivo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o 14 días mediante 
el cultivo de las células huésped recombinantes indicadas en la presente memoria. 20 
 
Un éster de ácido 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 25 
y 18 carbonos. 
 
Los sistemas de la invención tales como los indicados en la presente memoria pueden utilizar una diversidad de 
moléculas de ácidos nucleicos, vectores, polipéptidos y/o células huésped. En algunas realizaciones, los sistemas 
utilizan una o más moléculas de ácidos nucleicos, vectores, polipéptidos y/o células huésped indicados en la 30 
presente memoria. Además, 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 exposición de la presente invención se extiende a métodos, productos y sistemas según los 
diversos aspectos de la invención que comprende combinaciones de una o más características comentadas en la 35 
presente memoria haciendo referencia a determinadas realizaciones de la invención, comentando en la presente 
memoria una o más características adicionales haciendo referencia a otras realizaciones determinadas de la 
invención. 
 
Adicional o alternativamente, la presente invención puede incluir una o más de las realizaciones siguientes. 40 
 
Realizaciones 
 
Realización 1: una célula huésped recombinante manipulada genéticamente para la producción de ésteres de ácidos 
grasos, en la que la célula huésped recombinante comprende una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que 45 
codifica una sintasa de éster de cera capaz de producir un éster de ácido 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 
ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-ACP tioesterasa, una molécula de ácidos nucleicos exógena 
codificante de una acil-CoA tioesterasa y/o una molécula de ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-CoA 
sintetasa, y opcionalmente no incluye ninguna de las moléculas de ácidos nucleicos exógenas indicadas 50 
anteriormente. 
 
Realización 2: la célula huésped recombinante según la realización 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%, 55 
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de 
SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 o a un fragmento funcional del polipéptido de SEC ID nº 
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. 
 
Realización 3: una célula huésped recombinante manipulada genéticamente para la producción de ésteres de cera, 60 
en la que la célula huésped recombinante comprende:  
 
Una secuencia de ácidos 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%, 65 
98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43, o a un 
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fragmento funcional del polipéptido codificado por cualquiera de las SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 
39, 41 o 43 y 
una secuencia de ácidos 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%, 5 
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% respecto al polipéptido de SEC ID nº 2, 4, 6, 8 
o 10, o a un fragmento funcional del polipéptido codificado por cualquiera de las SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10, 
en la que la célula huésped recombinante no incluye una molécula de ácidos nucleicos exógena 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 ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-ACP 10 
tioesterasa, una molécula de ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-CoA tioesterasa y una molécula de 
ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-CoA sintetasa. 
 
Realización 4: la célula huésped recombinante según cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que se 
satisface cualquiera de las condiciones siguientes: 15 
  

(a) la célula huésped no presenta una secuencia de ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-ACP 
tioesterasa; la célula huésped no presenta una secuencia de ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-
CoA tioesterasa y la célula huésped no presenta una secuencia de ácidos nucleicos exógena codificante de una 
acil-CoA sintetasa, 20 
(b) la célula huésped presenta una expresión atenuada o presenta una mutación que confiere actividad reducida 
al enzima codificado en una o más de entre una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una 
acil-ACP tioesterasa, una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA tioesterasa y 
una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA sintetasa, 
(c) la célula huésped no expresa uno o más de entre una acil-ACP tioesterasa, un acil-CoA tioesterasa y una 25 
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 ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-ACP 
tioesterasa, una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA tioesterasa o una 30 
secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA sintetasa, 
(f) la célula huésped no comprende una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-ACP 
tioesterasa, una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA tioesterasa y una 
secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA sintetasa, Opcionalmente, las condiciones 
(a) y (b) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a) y (c) resultan satisfechas. Opcionalmente, las 35 
condiciones (a) y (d) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a) y (e) 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 40 
(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 45 
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) 50 
resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (b), (c) 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. 55 
Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (c) y (d) resultan satisfechas. Opcionalmente, las condiciones (a), (b), (c) y 
(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. 60 
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. 65 
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. 
 
Realización 5: la célula huésped recombinante según cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que se 5 
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 heterólogas respecto a la célula huésped recombinante, opcionalmente en las que la secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la acil-10 
ACP reductasa formadora de alcohol, en caso de hallarse presente, han sido optimizadas para sus codones 
para la expresión en la célula huésped. 
(b) la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se integran en el genoma de la célula 
huésped recombinante. 15 
(c) la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de ácidos 
nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran presentes en uno o más 
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. 20 

 
Realización 6: la célula huésped recombinante según cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de ácidos 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 heterólogos 25 
respecto a la célula huésped y en la que el promotor y/o intensificador pueden opcionalmente ser regulables y 
opcionalmente inducibles. 
 
Realización 7: la célula huésped recombinante según 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 procariótica, 30 
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. 
 
Realización 8: la célula huésped recombinante según cualquiera de las realizaciones 3 a 7, en la que tanto la 
secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una sintasa de éster de cera como la secuencia de ácidos 35 
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. 
 
Realización 9: la célula huésped recombinante según cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la célula 40 
huésped recombinante comprende una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa 
exógena formadora de aldehído graso y/o una secuencia de ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa 
endógena formadora de aldehído graso, en las que la secuencia o secuencias de ácidos nucleicos pueden ligarse 
operablemente a un promotor, en el que el promotor y/o intensificador puede ser heterólogo respecto a la célula 
huésped y en las que el promotor y/o intensificador (u opcionalmente, ambos) pueden opcionalmente ser regulables 45 
y opcionalmente inducibles. 
 
Realización 10: la célula huésped recombinante según cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la 
producción de acil-ACP se encuentra regulada positivamente en la célula huésped recombinante. 
 50 
Realización 11: la célula huésped según cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la célula huésped 
recombinante expresa o produce por lo menos un polipéptido exógeno, o sobreexpresa o sobreproduce por lo 
menos un polipéptido endógeno, 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 ficobiliproteína, una 
proteína portadora de acilos y un transportador transmembranal. 55 
 
Realización 12: la célula huésped recombinante según cualquiera de las realizaciones anteriores, en la que la célula 
huésped recombinante presenta una expresión atenuada de una acil-ACP sintasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, 
acetaldehído-CoA deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa o acetato quinasa. 
 60 
Realización 13: la célula huésped recombinante según 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. 
 
Realización 14: la célula huésped recombinante según la realización 13, en la que la célula huésped recombinante 65 
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. 
 
Realización 15: la célula huésped recombinante según 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 5 
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, Iyengariella, Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya, 10 
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 eucariótica, o (e) una especie de 
Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas, Boekelovia, Borodinella, Botryococcus, 15 
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, 20 
Parachlorella, Pascheria, Phaeodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas, Pleurochrysis,, Pleurococcus, 
Prototheca, Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pyramimonas, Pyrobotrys, Scenedesmus, Skeletonema, Spyrogyra, 
Stichococcus, Tetraselmis, Thalassiosira, Viridiella o Volvox. 
 
Realización 16: un método para producir un éster de ácido graso, que comprende las etapas de cultivar una célula 25 
huésped recombinante según cualquiera de las realizaciones anteriores en un medio de cultivo adecuado y permitir 
la expresión de la secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una sintasa de éster de cera y, en caso de 
hallarse presente, la secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora de 
alcohol, en la que los resultados de expresión en la producción del éster graso. 
 30 
Realización 17: el método según la realización 16, en el que el medio adecuado comprende por lo menos un alcohol 
de cadena corta o por lo menos un alcohol graso. 
 
Realización 18: el método según la realización 16, en el que la célula huésped recombinante comprende una 
secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una sintasa de cera y una secuencia de ácidos nucleicos no 35 
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. 
 
Realización 19: el método según la realización 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 C8-40 
C24, opcionalmente que presenta longitudes de cadena de C12-C18. 
 
Realización 20: el método según 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, además en el que la célula 45 
huésped fotosintética recombinante se expone a la luz durante por lo menos una parte del periodo de cultivo. 
 
Realización 21: el microorganismo o método según cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que la célula 
huésped recombinante produce un nivel incrementado de un éster de ácido graso respecto a una célula huésped de 
control que no presenta la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera o produce un 50 
nivel incrementado del éster de cera respecto a una célula huésped de control que no presenta la secuencia de 
ácidos 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% más 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 o 10 mg/l de un éster de cera. 55 
 
Realización 22: el método según cualquiera de las realizaciones 16 a 21, en el que por lo menos una parte del éster 
de ácido graso o éster de cera producido es secretado por la célula huésped. 
 
Realización 23: el método según cualquiera de las realizaciones 16 a 22, que comprende además la etapa de aislar 60 
el éster de ácido graso o éster de cera producido. 
 
Realización 24: una composición que comprende un éster de cera aislado según el método según la realización 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. 65 
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Realización 25: un sistema que lleva a cabo el método según cualquiera de las realizaciones 16 a 24. 
 
Con el fin de que la presente invención se entienda mejor, se proporcionan los ejemplos siguientes. Los presentes 
ejemplos se proporcionan únicamente con fines ilustrativos y no deben interpretarse en modo alguno como 
limitativas del alcance de la invención. 5 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1: Constructos para la expresión de acil-ACP reductasas formadoras de alcohol en Synechocystis sp. PCC 
6803 10 
 
Las moléculas de ácidos nucleicos con una secuencia de Maqu_2220 de codones optimizados (SEC ID nº 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 nº 12) o la secuencia del gen Hch_05075 de tipo salvaje (SEC ID nº 3) fueron 
sintetizadas químicamente mediante DNA 2.0 (Menlo Park, CA). El gen Maqu_2220 (de tipo salvaje (SEC ID nº 1) y 15 
las versiones de codones optimizados (SEC ID nº 11), el gen de reductasa Maqu_2507 (SEC ID nº 12) y el gen 
Hch_05075 (SEC ID nº 3) se clonaron individualmente en el vector de integración pSGE05141 "RS1" (fig. 12). Los 
genes se clonaron sin la adición de un promotor entre "RS1-up" (SEC ID nº 14) y "RS1-down" (SEC ID nº 15) 
secuencias de ADN genómico de Synechocystis. La región de ‘aterrizaje’ RS1 del genoma de Synechocystis, que 
comprende las secuencias 2298515 a 2300500 (secuencia genómica número de acceso AP012205.1; 20 
GI:339272262) y utilizada para la recombinación homóloga incluye el gen slr0338 de la familia de oxidorreductasas 
(de unión a NAD pliegue Rossman; número de acceso de proteína de NCBI BAA10046; gi:1001423) y es próxima a 
slr0168 (marco de lectura abierto hipotético; número de acceso de proteína de NCBI BAA10047; gi:1001424). La 
secuencia "RS1-up" incluye aproximadamente 830 nucleótidos de secuencia cadena arriba del gen slr0338, así 
como aproximadamente 158 nucleótidos del extremo 5’ del gen slr0338. La clonación de un gen cadena abajo de 25 
dicha secuencia (tal como se ilustra en la fig. 12) puede permitir que secuencias de expresión génica de la 
secuencia genómica "RS1-up" medien en la transcripción 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 30 
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 resuspendió el pellet celular en 1 ml de 
medio BG-11 fresco. Se transformó una alícuota de 300 µl de células con aproximadamente 100 ng de vector de 
integración. Las células se incubaron bajo luz (80 µE) durante aproximadamente 6 horas y después se extendieron 
sobre filtros Minipore y se aplicaron en placas de agar BG-11 que no contenían antibióticos. Las placas se incubaron 35 
a aproximadamente 30ºC bajo aproximadamente 80 µE de luz durante aproximadamente 24 horas. A continuación, 
se transfirieron los filtros a placas de agar al 1,5% BG-11 fresco con 20 µg/ml de canamicina y se cultivaron durante 
7 días. 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 40 
NaNO3 1,5 g 
K2HPO4 0,04 g 
MgSO4 *7H2O 0,075 g 
CaCl2 *2H2O 0,036 g 
Ácido cítrico 6,0 mg 
Citrato de amonio férrico 6,0 mg 
EDTA 1,0 mg 
Na2CO3 0,02 g 
Mezcla de metales traza A5# 1,0 ml 
Agar (en caso necesario) (hasta) 10,0 g 
Agua destilada 1,0 l 
  
Mezcla de metales traza A5 H3BO3 2,86 g 
  MnCl2 * 4H2O 1,81 g 
  ZnSO4 * 7H2O 0,22 g 
  Na2MoO4 * 2H2O 0,39 g 
  CuSO4 * 5H2O 0,080 g 
  Co(NO3)2 * 6H2O 49,4mg 
  Agua destilada hasta 1,0 l 
 
Ejemplo 2: producción 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 45 
Maqu_2220 de codones optimizados o el gen Maqu_2507 se cultivaron para someter a ensayo la producción 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 contenían 10 ml de medio líquido BG-11 con 50 µg/ml de canamicina. El medio BG-11, que no incluye una 
cantidad sustancial de una fuente de carbono reducido, permite el crecimiento fotoautrotrófico de Synechocystis. Se 
taparon los cultivos con cinta de material filtrante. Los viales de centelleo se incubaron a aproximadamente 30ºC con 
CO2 ambiente aproximadamente 5% y se agitó continuamente a aproximadamente 200 rpm bajo aproximadamente 5 
70 µE de luz durante 7 días. A continuación, 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/ácido sulfúrico 
para extraer lípidos neutros. 
 
Ejemplo 3: cromatografía de gases de Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa una acil-ACP reductasa formadora 10 
de alcohol 
 
Las cepas de Synechocystis sp. PCC 6803 cultivadas tal como anteriormente se analizaron mediante cromatografía 
de gases para la producción de alcohol graso. 
 15 
Un dispensador de inóculo y un tubo de centrífuga de 2,0 ml se utilizaron para añadir 0,5 ml de perlas de vidrio 
lavadas con ácido de 212 a 300 µm a las muestras. A continuación, se añadieron 50 µl de H2SO4 al 50% y 100 µl 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 añadieron 2 ml de 
hexanos, se taparon los viales y se rompieron las perlas repetidamente durante 5 min a 1.000 rpm. A continuación, 20 
las muestras se agitaron con vórtex en un agitador vórtex multitubo durante 30 min a 1.000 rpm y después durante 
30 s a 2.500 rpm. A continuación, 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 añadieron 50 µl de estándar interno (1 mg/ml de 1-
pentadecanol en CH2Cl2) hasta una concentración final de estándares internos de 100 µg/ml. A continuación, los 
viales se agitaron con vórtex y se analizaron mediante CG/EM-SCAN/SIM. Las condiciones de la tanda de CG 25 
fueron las siguientes: H2 1,4 ml/min con una temperatura de horno de 100ºC durante 0,5 min, después se 
incrementó a razón de 20ºC/min hasta 270ºC y se mantuvo durante 1 min. El tiempo de espera del solvente se fijó 
en 4,3 min. Se llevó a cabo una inyección de 1 µl en una entrada a 280ºC utilizando una división 3:1 y que contenía 
un único 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 µm. El rango de barrido del espectrómetro de masas se fijó para m/z 35 a 275, los iones SIM 30 
monitorizados fueron 55,0 y 41,0 y se utilizó un tiempo de toma de muestras de 10 ms. Se cuantificaron los analitos 
mediante una curva de calibración de 5 puntos entre 2 y 200 µg/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 nº 11), que muestra picos para los alcoholes grasos C16 y C18. 35 
 
La fig. 14 muestra que la expresión del ADN de Maqu_2220 de tanto tipo salvaje (aislados 5074) como de codones 
optimizados (aislados 5075) en Synechocystis, que no presenta acil-CoA, resultó en la producción de alcoholes C16 
y C18. En contraste, la expresión de ADN de Maqu_2507 (aislados 5076) no resultó en ninguna producción 
detectable de alcohol, demostrando que la reductasa Maqu_2507 de control (SEC ID nº 13) no producía niveles 40 
detectables de alcoholes grasos en un cultivo de 7 días de Synechocystis, una especie que no produce acil-CoA. 
 
Ejemplo 4: producción de alcohol graso en cepas de Synechocystis sp. PCC 6803 que expresan acil-ACP reductasa 
formadora de alcohol 
 45 
Se cultivaron células de Synechocystis sp. PCC 6803 que comprendía el gen Hch_05075 en 25 ml de medio BG-11 
en matraces de vidrio de 125 ml, agitando bajo aproximadamente 80 µE de luz en presencia de 1% de CO2, durante 
diez días. Se peletizó el cultivo entero y se resuspendió en 0,4 ml de agua y después se extrajo con un sistema de 
solventes hexano/ácido sulfúrico para extraer los lípidos neutros. A modo de control, se cultivó la cepa 
Synechocystis sp. PCC 6803 que no presentaba un constructo de gen de reductasa y se extrajo mediante el mismo 50 
método. 
 
La fig. 15 demuestra la producción de alcohol graso por Synechocystis sp. PCC 6803 que expresa el gen de 
reductasa Hch_05075 ("Hahella FAR", SEC ID nº 3) sin producción de alcohol graso detectado en la cepa huésped 
no transformada ("Wt 6803"). 55 
 
Ejemplo 5: producción 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 producción de éster de cera independiente de acil-CoA en una célula huésped fotosintética 60 
que expresaba una acil-ACP reductasa formadora de alcohol graso y una acil-ACP sintasa de éster de cera, se 
transformó Synechocystis sp. PCC 6803 con un vector que presentaba secuencias para: (1) Maqu_2220 y WS1 (la 
secuencia de ácidos nucleicos del constructo de dos genes se proporciona como SEC ID nº 46) y (2) Maqu_2220 y 
aciltransferasa de Petunia x hybrida ("Petunia WS", GenBank nº de acceso AAZ9058051.1; la secuencia de ácidos 
nucleicos del constructo de dos genes se proporciona como SEC ID nº 47). Se ha demostrado que Petunia WS 65 
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 además de la Petunia WS, tal como se muestra en la solicitud 
provisional de patente estadounidense de titularidad compartida nº 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 situó un sitio de unión ribosómica desde el promotor 
trcE (SEC ID nº 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 5 
cada uno de los constructos (etiquetados como ‘rbs’ en la fig. 16). Tal como en el Ejemplo 1, se clonó el operón de 
dos genes en el vector sin un promotor; la secuencia genómica en la que se inserta el operón probablemente incluye 
un promotor responsable de la expresión del operón. La región de aterrizaje utilizada para la recombinación 
homóloga era la región "RS1" del genoma de Synechocystis que incluía los genes slr0338 de la familia de 
oxidorreductasa (pliegue de Rossman de unión a NAD) y slr0168 (marco de lectura abierta hipotético). 10 
 
El ADNg de Maqu_2220 se amplificó 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 químicamente 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 15 
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 resuspendió en aproximadamente 1 ml de medio BG-11 fresco. A continuación, se transformó una 
alícuota de 300 µl de las células con aproximadamente 100 ng de vector de integración. 
 20 
Las células transformadas se incubaron bajo luz (∼80 µE) durante aproximadamente seis horas. A continuación, se 
extendieron las células sobre filtros Minipore y se aplicaron sobre placas de agar BG11 que no contenía antibióticos. 
Las placas se incubaron a aproximadamente 30ºC bajo aproximadamente 80 µE de luz durante aproximadamente 
24 horas. Seguidamente los filtros se transfirieron a placas de agar BG11 frescas con aproximadamente 10 µg/ml de 
canamicina y se cultivaron durante aproximadamente 7 días. 25 
 
Se recolectaron colonias de Synechocystis sp. PCC 6803 (cultivadas sobre placas de agar al 1,5% BG-11 que 
contenían aproximadamente 10 µg/ml de canamicina) y se inocularon en viales de centelleo de vidrio de 4 ml que 
contenían aproximadamente 1,5 ml de medio líquido BG-11 con aproximadamente 10 µg/ml de canamicina, 
respectivamente. A modo de control se utilizaron Synechocystis sp. PCC 6803 ("6803 wt") no transformadas. Los 30 
cultivos se taparon con cinta de material filtrante para permitir la respiración. Los viales de centelleo se cultivaron 
con aproximadamente 5% de CO2 a aproximadamente 30ºC y se agitaron continuamente a aproximadamente 200 
rpm bajo aproximadamente 80 µE de luz durante 7 días. Durante el curso del periodo de cultivo, se redujo el 
volumen de los cultivos a aproximadamente 1 ml mediante evaporación. 
 35 
Al final del periodo de cultivo, los cultivos se peletizaron a aproximadamente 2.000 rpm, se decantó el medio de 
cultivo y se añadieron nuevamente 0,4 ml de agua al tubo. A continuación, se agitó con vórtex el tubo y la mezcla se 
añadió a un vial de vidrio de 4 ml utilizando una pipeta de vidrio. A dicho vial se añadieron 0,5 ml de perlas de vidrio 
lavadas con ácido de 212 a 300 µm, 50 µl de H2SO4 al 50% y 100 µl de NaCl 5 M. Se taparon los viales y las células 
se lisaron utilizando un molinillo de perlas (modelo 2010 de SPEX GenoGrinder). Se añadieron 2 ml adicionales de 40 
hexanos y se repitió la molienda de perlas, seguido de la agitación con vórtex de las muestras en un agitador de 
vórtex multitubo durante 30 min a 1.000 rpm y después durante 30 s a 2.500 rpm. A continuación, 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 añadieron 50 µl de estándar interno (1 mg/ml de 6-cetocolestanol en tolueno) hasta una concentración 
final de estándar interno de 100 µg/ml. A continuación, los viales se agitaron con vórtex y se analizaron mediante 45 
HPLC-ELSD (por sus siglas en inglés, cromatografía líquida de alto rendimiento-detector evaporativo de dispersión 
de la luz). Se utilizó 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 µm de poro con el sistema de solventes siguiente: eluyente A: 
hexanos; eluyente B: hexanos/isopropanol/acetato de etilo/ácido fórmico al 10% en isopropanol en una proporción 
80:10:10:1. Se utilizó una inyección de 20 µl; se fijó el caudal en 2 ml/min; el compartimiento de la columna se fijó en 50 
40ºC y se inició 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 fijó el ELSD a 30ºC, 3,5 bar de N2 y se utilizó 
una ganancia de 5. Se cuantificaron los analitos mediante una curva de calibración de 8 puntos entre 1,5 y 100 
µg/ml. 
 55 
Tal como se muestra en la fig. 17, la expresión de WS1 con Maqu_2220 resultó en la producción de alcohol graso y 
ésteres de cera ("5175 (WS1)"). en contraste, la expresión de Petunia WS con Maqu_2220 resultó en la producción 
de alcohol graso pero no de ésteres de cera ("5174 (Petunia WS)"). La cepa huésped no transformada no mostró 
producción 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 60 
hydrocarbonoclasticus, pero no sintasa de éster de cera de Petunia, utiliza acil-ACP como sustrato de acil-tioéster en 
la reacción de condensación con alcohol graso para formar ésteres de cera. 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> ExxonMobil Research and Engineering Company 

<120> ACIL-ACP SINTASAS DE ÉSTER DE CERA 

<130> 2012EM040 / 16244-000013/US 

<160> 48 5 

<170> PatentIn versión 3.5 

<210> 1 
<211> 1542 
<212> ADN 
<213> Marinobacter aquaeolei 10 

<400> 1  
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<210> 2 
<211> 513 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter aquaeolei 

<400> 2  
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<210> 3 
<211> 1518 
<212> ADN 
<213> Hahella chejuensis 5 

<400> 3  
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<210> 4 
<211> 505 
<212> PRT 5 
<213> Hahella chejuensis 

<400> 4  
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<210> 5 
<211> 1539 
<212> ADN 
<213> Marinobacter algicola 5 

<400> 5  
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<210> 6 
<211> 512 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter algicola 

<400> 6  
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<210> 7 
<211> 1536 
<212> ADN 
<213> Marinobacter adhaerens 5 

<400> 7  
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<210> 8 
<211> 511 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter adhaerens 

<400> 8  
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<210> 9 
<211> 1545 
<212> ADN 
<213> Oceanobacter sp. RED65 5 

<400> 9  
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<210> 10 
<211> 514 
<212> PRT 5 
<213> Oceanobacter sp. RED65 

<400> 10  
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<210> 11 
<211> 1542 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 

<220> 
<223> Reductasa Maqu_2220, codones optimizados 

<400> 11  
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<210> 12 
<211> 1986 
<212> ADN 5 
<213> Marinobacter aquaeolei 

<400> 12  
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<210> 13 
<211> 661 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter aquaeolei 
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<400> 13  
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<210> 14 
<211> 989 
<212> ADN 
<213> Synechocystis PCC6803 5 

<400> 14  
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<210> 15 
<211> 989 
<212> ADN 5 
<213> Synechocystis PCC6803 

<400> 15  

 

<210> 16 
<211> 1032 10 
<212> ADN 
<213> Synechocystis PCC6803 
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<400> 16  

 

<210> 17 
<211> 824 
<212> ADN 5 
<213> Synechocystis PCC6803 

<400> 17  
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<210> 18 
<211> 1368 
<212> ADN 
<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus 

<400> 18  5 

 
 

 

<210> 19 
<211> 455 10 
<212> PRT 
<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus 

ES 2 678 647 T3

 



 77  
 

<400> 19  
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<210> 20 
<211> 1425 
<212> ADN 5 
<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus 
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<400> 20  

 

<210> 21 
<211> 473 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus 

<400> 21  
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<210> 22 
<211> 1368 
<212> ADN 
<213> Marinobacter aquaeolei 5 

<400> 22  
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<210> 23 
<211> 455 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter aquaeolei 

<400> 23  
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<210> 24 
<211> 1368 
<212> ADN 
<213> Marinobacter adhaerens 5 

<400> 24  
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<210> 25 
<211> 455 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter adhaerens 

<400> 25  
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<210> 26 
<211> 1374 
<212> ADN 
<213> Alcanivorax borkumensis 5 

<400> 26  
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<210> 27 
<211> 457 
<212> PRT 5 
<213> Alcanivorax borkumensis 

<400> 27  
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<210> 28 
<211> 1425 
<212> ADN 
<213> HpNl de gammaproteobacteria  5 

<400> 28  
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<210> 29 
<211> 474 
<212> PRT 
<213> HpNl de gammaproteobacteria 

<400> 29  5 
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<210> 30 
<211> 1377 
<212> ADN 
<213> Hahella chejuensis 

<400> 30  5 

 

<210> 31 
<211> 458 
<212> PRT 
<213> Hahella chejuensis 10 
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<400> 31  
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<210> 32 
<211> 1314 

ES 2 678 647 T3

 



 96  
 

<212> ADN  

 

<210> 33 
<211> 437 
<212> PRT 5 
<213> Alcanivorax sp. DG881 

<400> 33  
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<210> 34 
<211> 1413 
<212> ADN 
<213> Limnobacter sp. MED105 5 

<400> 34  
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<210> 35 
<211> 470 
<212> PRT 5 
<213> Limnobacter sp. MED105 

<400> 35  
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<210> 36 
<211> 1422 
<212> ADN 
<213> Marinobacter aquaeolei 5 

<400> 36  

 

ES 2 678 647 T3

 



 102  
 

 

 

<210> 37 
<211> 473 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter aquaeolei 

<400> 37  
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<210> 38 
<211> 1470 
<212> ADN 
<213> Marinobacter adhaerens 5 

<400> 38  
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<210> 39 
<211> 489 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter adhaerens 

<400> 39  
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<210> 40 
<211> 1458 
<212> ADN 
<213> Marinobacter algicola 5 

<400> 40  
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<210> 41 
<211> 485 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter algicola 

<400> 41  
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<210> 42 
<211> 1470 
<212> ADN 
<213> Marinobacter sp. ELB17 5 

<400> 42  
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<210> 43 
<211> 489 
<212> PRT 5 
<213> Marinobacter sp. ELB17 

<400> 43  
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<210> 44 
<211> 1566 
<212> ADN 
<213> Petunia x hybrida 5 

<400> 44  
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<210> 45 
<211> 521 
<212> PRT 5 
<213> Petunia x hybrida 

<400> 45  
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<210> 46 
<211> 3148 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 

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

<400> 46  

 
 10 
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<210> 47 
<211> 2950 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 

<220> 
<223> operón pSGE05175: Rbs; reductasa (Maqu2220wt); sintasa de éster de cera (8798wtWS1) 

<400> 47  

 
 10 
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<210> 48 
<211> 14 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 5 
<223> rbs de promotor trcE 

<400> 48 
aggaggaata aacc   14 
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REIVINDICACIONES 
 
1.  Célula huésped fotosintética recombinante manipulada genéticamente para la producción de ésteres de 

ácido graso a partir de acil-ACP, en la que la célula huésped recombinante comprende:  
una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera y 5 
una secuencia 
de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, 
en la que la célula huésped fotosintética recombinante no expresa uno o más de:  
 

a) una acil-ACP tioesterasa exógena, 10 
b) una acil-CoA tioesterasa exógena y 
c) una acil-CoA sintetasa exógena. 

   
2.  Célula huésped fotosintética recombinante según la reivindicación 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%, 15 
80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% 
respecto al polipéptido de SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43 o a un fragmento 
funcional del polipéptido de SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43. 

   
3.  Célula huésped fotosintética recombinante manipulada genéticamente para la producción de ésteres de 20 

cera, en la que la célula huésped fotosintética recombinante comprende:  
 

una secuencia 
 
de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP sintasa de éster de cera, en la que la acil-ACP 25 
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 nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 43, o a un fragmento 
funcional del polipéptido codificado por cualquiera de las SEC ID nº 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 
39, 41 o 43, y una secuencia de ácidos nucleicos no nativa que codifica una acil-ACP reductasa formadora 30 
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 SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 
10, o a un fragmento funcional del polipéptido codificado por cualquiera de las SEC ID nº 2, 4, 6, 8 o 10, 
en el que la célula huésped fotosintética recombinante no incluye una molécula de ácidos nucleicos 35 
exógena codificante de cualquiera de: 
  

a) una acil-ACP tioesterasa exógena, 
b) una acil-CoA tioesterasa exógena y 
c) una acil-CoA sintetasa exógena. 40 

   
4.  Célula huésped fotosintética recombinante según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que se 

satisface cualquiera de las condiciones siguientes: 
  

(a) la célula huésped no presenta una secuencia de ácidos nucleicos exógena codificante de una acil-45 
ACP tioesterasa; la célula huésped no presenta una secuencia de ácidos nucleicos exógena codificante 
de una acil-CoA tioesterasa y la célula huésped no presenta una secuencia de ácidos nucleicos 
exógena codificante de una acil-CoA sintetasa, 
(b) la célula huésped presenta una expresión atenuada o presenta una mutación que confiere actividad 
reducida al enzima codificado en una o más de entre una secuencia de ácidos nucleicos endógena 50 
codificante de una acil-ACP tioesterasa, una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de 
una acil-CoA tioesterasa y una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA 
sintetasa, 
(c) la célula huésped no expresa uno o más de entre una acil-ACP tioesterasa, un acil-CoA tioesterasa y 
una acil-CoA sintetasa, 55 
(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 ácidos nucleicos endógena codificante de una 
acil-ACP tioesterasa, una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA 
tioesterasa o una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA sintetasa, y 60 
(f) la célula huésped no comprende una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una 
acil-ACP tioesterasa, una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA 
tioesterasa y una secuencia de ácidos nucleicos endógena codificante de una acil-CoA sintetasa, 

   
  65 
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5.  Célula huésped fotosintética recombinante según 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 heterólogos respecto 
a la célula huésped fotosintética recombinante, 5 
(b) la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de 
ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se optimizan para sus 
codones para la expresión en la célula huésped, 
(c) la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de 
ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se integran en el genoma de 10 
la célula huésped fotosintética recombinante, y 
(d) la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de 
ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran presentes en 
uno o más vectores en la célula huésped fotosintética recombinante. 

   15 
6.  Célula huésped fotosintética recombinante según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que se 

satisface cualquiera de las condiciones siguientes:  
 

(a) la secuencia de ácidos nucleicos codificante de la sintasa de éster de cera y/o la secuencia de 
ácidos nucleicos codificante de la acil-ACP reductasa formadora de alcohol se encuentran 20 
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 procariótica, 
(c) tanto la secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una sintasa de éster de cera como la 
secuencia de ácidos nucleicos no nativa codificante de una acil-ACP reductasa formadora de alcohol se 25 
encuentran presentes en la célula huésped y ambas se derivan del mismo género, 
(d) la célula huésped fotosintética recombinante comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
codificante de una acil-ACP reductasa exógena formadora de aldehído graso y/o una secuencia de 
ácidos nucleicos codificante de una acil-ACP reductasa endógena formadora de aldehído graso, 
(e) la producción de acil-ACP se encuentra regulada positivamente en la célula huésped fotosintética 30 
recombinante, 
(f) la célula huésped fotosintética recombinante expresa o produce por lo menos un polipéptido 
exógeno, o sobreexpresa o sobreproduce por lo menos un polipéptido endógeno, seleccionado de entre 
una β-cetoacil sintetasa, una acetil-CoA carboxilasa, una malonil-CoA:ACP transacilasa, una acil-ACP 
sintetasa, ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, una ficobiliproteína, proteína portadora de acilos y un 35 
transportador transmembranal y 
(g) la célula huésped fotosintética recombinante presenta expresión atenuada de una acil-ACP sintasa, 
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, acetaldehído-CoA deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa o 
acetato quinasa. 

   40 
7.  Célula huésped fotosintética recombinante según 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, 45 
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, 50 
Tychonema o Xenococcus, o 
una microalga eucariótica 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, 55 
Franceia, Fragilaria, Gloeothamnion, Haemato coccus, Halocafeteria, Hymenomonas, Isochrysis, 
Lepocinclis, Micractinium, Monoraphidium, Nannochloris, Nannochloropsis, Navicula, Neochloris, 
Nephwchloris, Nephwselmis, Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium, Oocystis, Ostreococcus, Pavlova, 
Parachlorella, Pascheria, Phaeodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas, Pleurochrysis,, Pleurococcus, 
Prototheca, Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pyramimonas, Pyrobotrys, Scenedesmus, Skeletonema, 60 
Spyrogyra, Stichococcus, Tetraselmis, Thalassiosira, Viridiella o Volvox. 

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

fotosintética recombinante según cualquiera de las reivindicaciones anteriores en un medio de cultivo 
adecuado y permitir la expresión de la secuencia de ácidos nucleicos que codifica una sintasa de éster de 65 
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cera y la secuencia de ácidos nucleicos que codifica una acil-ACP reductasa formadora de alcohol, en la 
que la expresión resulta en la producción del éster graso. 

   
9.  Método según la reivindicación 8, en el que se satisface cualquiera de las condiciones siguientes:  
 5 

(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 ácido graso o éster de cera producido es secretado por la célula 
huésped. 10 

   
10.  Método según la reivindicación 8 o 9, que comprende además la etapa de aislar el éster de ácido graso o 

éster de cera producido. 
   
11.  Método según cualquiera de las reivindicaciones 8, 9 o 10, en el que el éster de cera comprende tanto una 15 

cadena A derivada de un alcohol graso como una cadena B derivada de acil-ACP que presentan longitudes 
de cadena de C8-C24, preferentemente C12-C16. 

   
 
  20 
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