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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para producir acidos grasos y alcoholes grasos
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional estadounidense n.° 61/053.955, presentada el 16 de
mayo de 2008.

Antecedentes de la invencion

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

El petréleo es un recurso valioso, pero los productos de petréleo se desarrollan a costes considerables, tanto
financieros como ambientales. En primer lugar, deben encontrarse fuentes de petréleo. La exploracion de petroleo
es una apuesta costosa y arriesgada. El coste de explorar pozos de agua profundos puede superar los 100 millones
de ddélares. Ademas, no existe garantia de que estos pozos contengan petréleo. Se estima que sélo el 40% de los
pozos perforados conduce a pozos productivos que generan hidrocarburos comerciales. Ademas del coste
econdmico, la exploracion de petrdleo conlleva un alto coste ambiental. Por ejemplo, la exploracion mar adentro
altera los medios marinos circundantes.

Después de que se descubra un pozo productivo, el petroleo debe extraerse de la Tierra a un elevado coste.
Durante la recuperacioén primaria, la presion natural subterranea es suficiente para extraer aproximadamente el 20%
del petroleo en el pozo. Segun cae esta presion natural, se emplean métodos de recuperacion secundaria, si fuera
econdémico. Generalmente, la recuperacion secundaria implica aumentar la presién del pozo mediante, por ejemplo,
inyeccion de agua, inyeccion de gas natural o extraccion por inyeccion de gas. Al usar métodos de recuperacion
secundaria, se recupera de un 5% a un 15% adicional de petréleo. Una vez que se agotan los métodos de
recuperacion secundaria, pueden usarse métodos de recuperacion terciaria, si fuera econdémico. Los métodos
terciarios implican reducir la viscosidad del petréleo para que sea mas facil de extraer. Al usar métodos de
recuperacion terciaria, se recupera de un 5% a un 15% adicional de petrdleo. Por tanto, incluso en las mejores
circunstancias, solo puede extraerse el 50% del petréleo en un pozo. La extraccién de petréleo también conlleva un
coste ambiental. Por ejemplo, la extracciéon de petréleo puede dar como resultado grandes filtraciones de petréleo
que aflora a la superficie. Ademas, la perforacion mar adentro implica dragar el fondo marino lo que altera o destruye
el medio marino circundante.

Puesto que los depositos de petrdleo no se encuentran de manera uniforme en toda la Tierra, el petréleo debe
transportarse a lo largo de grandes distancias desde las regiones productoras de petrleo hasta regiones
consumidoras de petrdleo. Ademas de los costes de envio, también existe el riesgo ambiental de vertidos de
petréleo devastadores.

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

Por tanto, el petréleo crudo debe refinarse y purificarse antes de que pueda usarse comercialmente. Debido a su
elevada densidad energética y a su facil transportabilidad, la mayor parte del petréleo se refina dando combustibles,
tales como combustibles para transporte (por ejemplo, gasolina, diésel, combustible para aviacion, etc.), aceite para
calefaccion, gas de petréleo licuado, etc.

El petréleo crudo también es una fuente principal de materiales de partida para producir productos petroquimicos.
Las dos clases principales de materiales de partida derivados de petréleo son olefinas de cadena corta (por ejemplo,
etileno y propileno) y compuestos aromaticos (por ejemplo, isdmeros de benceno y xileno). Estos materiales de
partida se derivan de hidrocarburos de cadena mas larga en petréleo crudo craqueandolo a un coste considerable
usando una variedad de métodos, tales como craqueo catalitico, craqueo a vapor o reformado catalitico. Estos
materiales de partida se usan para elaborar productos petroquimicos, que no pueden refinarse directamente a partir
de petréleo crudo, tal como monémeros, disolventes, detergentes o adhesivos.

Un ejemplo de un material de partida derivado de petréleo crudo es etileno. El etileno se usa para producir productos
petroquimicos tales como, polietileno, etanol, é6xido de etileno, etilenglicol, poliéster, glicol éter, etoxilato, acetato de
vinilo, 1,2-dicloroetano, tricloroetileno, tetracloroetileno, cloruro de vinilo y poli(cloruro de vinilo). Un ejemplo adicional
de un material de partida es propileno, que se usa para producir alcohol isopropilico, acrilonitrilo, polipropileno, éxido
de propileno, propilenglicol, glicol éteres, butileno, isobutileno, 1,3-butadieno, elastomeros sintéticos, poliolefinas,
alfa-olefinas, alcoholes grasos, acido acrilico, polimeros acrilicos, cloruro de alilo, epiclorohidrina y resinas
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epoxidicas.

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

Los productos quimicos especializados tienen muchos usos comerciales. Se usan acidos grasos comercialmente
como tensioactivos, por ejemplo, en detergentes y jabones. También pueden usarse como aditivos en combustibles,
aceites lubricantes, pinturas, lacas, velas, aceite para ensalada, manteca, cosméticos y emulsionantes. Ademas, se
usan acidos grasos como activadores del acelerador en productos de caucho. Pueden usarse acidos grasos como
materia prima para producir ésteres metilicos, amidas, aminas, cloruros de acido, anhidridos, dimeros de cetena, y
acidos peroxi y ésteres.

Los hidrocarburos tienen muchos usos comerciales. Por ejemplo, se usan alcanos de cadena mas corta como
combustibles. Metano y etano son los constituyentes principales del gas natural. Se usan alcanos de cadena mas
larga (por ejemplo, desde cinco hasta dieciséis carbonos) como combustibles para transporte (por ejemplo, gasolina,
diésel o combustible para aviacién). Los alcanos que tienen mas de dieciséis atomos de carbono son componentes
importantes de aceites combustibles y aceites lubricantes. Incluso alcanos mas largos, que son soélidos a
temperatura ambiente, pueden usarse, por ejemplo, como cera de parafina. Los alcanos que contienen
aproximadamente treinta y cinco carbonos se encuentran en betun, que se usa para revestimiento de carreteras.
Ademas, los alcanos de cadena mas larga pueden craquearse para producir hidrocarburos de cadena mas corta
utiles comercialmente.

Como los alcanos de cadena corta, se usan alquenos de cadena corta en combustibles para transporte. Se usan
alquenos de cadena mas larga en plasticos, lubricantes y lubricantes sintéticos. Ademas, se usan alquenos como
materia prima para producir alcoholes, ésteres, plastificantes, tensioactivos, aminas terciarias, aceites de
recuperacion de aceite potenciada, acidos grasos, tioles, anhidridos alquenilsuccinicos, epoxidos, alcanos clorados,
alquenos clorados, ceras, aditivos de combustible y reductores de flujo de arrastre.

Los alcoholes grasos tienen muchos usos comerciales. Los alcoholes grasos de cadena mas corta se usan en las
industrias cosmética y alimentaria como emulsionantes, emolientes y espesantes. Debido a su naturaleza anfifilica,
los alcoholes grasos se comportan como tensioactivos no iénicos, que son utiles como detergentes. Ademas, se
usan alcoholes grasos en ceras, gomas, resinas, pomadas y lociones farmacéuticas, aditivos de aceites lubricantes,
agentes textiles antiestaticos y de acabado, plastificantes, cosméticos, disolventes industriales y disolventes para
grasas.

Los ésteres tienen muchos usos comerciales. Por ejemplo, el biodiésel, un combustible alternativo, esta
comprendido por ésteres (por ejemplo, éster metilico de acido graso, ésteres etilicos de acido graso, etc.). Algunos
ésteres de bajo peso molecular son volatiles con un olor agradable que los hace utiles como fragancias o agentes
saborizantes. Ademas, se usan ésteres como disolventes para lacas, pinturas y barnices. Ademas, algunas
sustancias que se producen de manera natural, tales como ceras, grasas y aceites estan comprendidas por ésteres.
Los ésteres también se usan como agentes suavizantes en resinas y plasticos, plastificantes, retardantes de llama y
aditivos en gasolina y aceite. Ademas, los ésteres pueden usarse en la fabricacidén de polimeros, peliculas, textiles,
colorantes y productos farmacéuticos.

Se usan aldehidos para producir muchos productos quimicos especializados. Por ejemplo, se usan aldehidos para
producir polimeros, resinas (por ejemplo, baquelita), colorantes, saborizantes, plastificantes, perfumes, productos
farmacéuticos y otros productos quimicos. Algunos se usan como disolventes, conservantes o desinfectantes.
Algunos compuestos naturales y sintéticos, tales como vitaminas y hormonas, son aldehidos. Ademas, muchos
azucares contienen grupos aldehido.

Se usan comercialmente cetonas como disolventes. Por ejemplo, se usa frecuentemente acetona como disolvente,
pero también es un material de partida para elaborar polimeros. También se usan cetonas en lacas, pinturas,
explosivos, perfumes y procesamiento de textiles. Ademas, se usan cetonas para producir alcoholes, alquenos,
alcanos, iminas y enaminas.

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

Obtener estos productos quimicos especializados a partir de petréleo crudo requiere una inversion financiera
significativa asi como una gran cantidad de energia. También es un procedimiento ineficaz porque, con frecuencia,
los hidrocarburos de cadena larga en petréleo crudo se craquean para producir mondémeros mas pequefios. Estos
mondémeros se usan entonces como material de partida para fabricar los productos quimicos especializados mas
complejos.
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Ademas de los problemas con la exploracion, la extraccion, el transporte y el refinamiento de petréleo, el petréleo es
un recurso limitado y cada vez mas escaso. Una estimaciéon del consumo de petréleo mundial es de 30 miles de
millones de barriles al afio. Segun algunas estimaciones, se prevé que a los niveles actuales de produccién, las
reservas mundiales de petrdleo podrian agotarse antes del afio 2050.

Finalmente, la quema de combustibles a base de petréleo libera gases de efecto invernadero (por ejemplo, didxido
de carbono) y otras formas de contaminacion atmosférica (por ejemplo, mondxido de carbono, diéxido de azufre,
etc.). Segun aumenta la demanda mundial de combustibles, la emisién de gases de efecto invernadero y otras
formas de contaminacion atmosférica también aumenta. La acumulacion de gases de efecto invernadero en la
atmdsfera conduce a un aumento del calentamiento global. Por tanto, ademas de dafiar el medio ambiente a nivel
local (por ejemplo, vertidos de petrdleo, dragado de medios marinos, etc.), quemar petréleo también dafia el medio
ambiente a nivel global.

Debido a los desafios inherentes planteados por el petréleo, existe la necesidad de una fuente de petréleo renovable
que no requiere exploracion, extraccion y transporte a lo largo de largas distancias, o sustancialmente refinada como
el petrdleo. También existe la necesidad de una fuente de petréleo renovable que pueda producirse de manera
economica y sin crear el tipo de dafio ambiental producido por la industria del petréleo y la quema de combustibles a
base de petréleo. Por motivos similares, también existe la necesidad de una fuente renovable de productos quimicos
que se derivan normalmente de petrdleo.

La entrada de base de datos UnitProt Q54795 se refiere a SEQ ID NO: 66; la anotacion automatica lo identifica
como una oxidorreductasa no especificada adicionalmente.

La entrada de base de datos EMBL U59236 se refiere a SEQ ID NO: 65; la entrada dejo la secuencia sin anotar.

Los documentos WO 2007/136762 A2 y WO 2008/119082 A2 describen la produccién de alcoholes grasos mediante
expresion recombinante de un gen de tioesterasa y un gen de acil-CoA reductasa en un huésped de produccién de
E. coli.

Sumario de la invencion

La invencion se basa, al menos en parte, en la identificacion de genes cianobacterianos que codifican para
polipéptidos biosintéticos de hidrocarburos. Por consiguiente, la presente invencién proporciona lo siguiente:

1. Una célula huésped no humana para su uso en la producciéon de un aldehido graso o un alcohol graso,
dicha célula se modifica por ingenieria genética para expresar un polinucleétido que comprende una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 70% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 65 6 69,
en la que la secuencia de acido nucleico codifica para un polipéptido que tiene actividad acil-ACP o acil-
CoA reductasa y que es de una cianobacteria.

2. Una célula no humana segun el punto 1, en la que el polinucleétido estd comprendido por un vector
recombinante.

3. Una célula no humana segun el punto 1, en la que el polinucleétido se incorpora de manera estable en el
ADN gendmico de la célula huésped.

4. Una célula no humana segun uno cualquiera de los puntos 1-3, en la que la célula huésped es una célula
microbiana.

5. Una célula no humana segun uno cualquiera de los puntos 1-4, en la que la célula huésped es una célula
bacteriana.

6. Una célula no humana segun uno cualquiera de los puntos 1-5, en la que la célula huésped es una célula

de Escherichia o una célula cianobacteriana.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método de produccién de un aldehido, comprendiendo el
meétodo producir en una célula huésped un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82, o una variante del mismo, y aislar el aldehido de la célula huésped.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el
85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%,
al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al
menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al
menos aproximadamente el 99% de identidad con SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82 con una o mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de
aminoacido. En algunas realizaciones, el polipéptido tiene actividad reductasa. Ademas se da a conocer en el
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presente documento un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74,
76, 78, 80 u 82, con una o mas sustituciones de aminoacido conservadoras. Por ejemplo, el polipéptido comprende
una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacido conservadoras: reemplazo de un aminoacido alifatico, tal
como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro aminoacido alifatico; reemplazo de una serina por una treonina;
reemplazo de una treonina por una serina; reemplazo de un residuo acido, tal como acido aspartico y acido
glutamico, por otro residuo &cido; reemplazo de un residuo que porta un grupo amida, tal como asparagina y
glutamina, por otro residuo que porta un grupo amida; intercambio de un residuo bésico, tal como lisina y arginina,
con otro residuo basico; y reemplazo de un residuo aromatico, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo
aromatico. El polipéptido puede tener aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, o mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacido. En algunas realizaciones, el
polipéptido tiene actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 6 64. En determinadas realizaciones, el polipéptido tiene actividad
reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método de produccion de un aldehido, comprendiendo el
método expresar en una célula huésped un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al
menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91 %, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 65, 67,
69, 71,73, 75, 77, 79 u 81. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73,
75,77, 79 u 81. En algunas realizaciones, el método comprende ademas aislar el aldehido de la célula huésped.

Ademas se da a conocer en el presente documento una secuencia de nucleétidos que se hibrida con un
complemento de SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81, o con un fragmento del mismo, por ejemplo, en
condiciones de baja rigurosidad, media rigurosidad, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad.

Ademas se da a conocer en el presente documento una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido
que comprende: (i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82; o (ii) la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82 con una o mas sustituciones,
adiciones, inserciones o deleciones de aminoacido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82 con una o mas sustituciones de aminoacido
conservadoras. En algunas realizaciones, el polipéptido tiene actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido
que tiene la misma actividad biolégica que un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82. En algunas realizaciones, la secuencia de nucledtidos es SEQ ID NO: 65,
67,69, 71,73, 75,77, 79 u 81 o un fragmento de la misma. Ademas se da a conocer en el presente documento una
secuencia de nucleétidos que se hibrida con un complemento de SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81 o
con un fragmento del mismo, por ejemplo, en condiciones de baja rigurosidad, media rigurosidad, alta rigurosidad o
muy alta rigurosidad. En algunas realizaciones, la actividad bioldgica es actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método que comprende transformar una célula huésped con
un vector recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos aproximadamente el 70%,
al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al
menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos
aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos
aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81. En algunas
realizaciones, el vector recombinante comprende ademas un promotor unido operativamente a la secuencia de
nucleotidos. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor regulado por desarrollo, especifico de organulos,
especifico de tejidos, inducible, constitutivo o especifico de células. En realizaciones particulares, el vector
recombinante comprende al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en (a) una secuencia
reguladora acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos; (b) un marcador de seleccién acoplado
operativamente a la secuencia de nucleétidos; (c) una secuencia de marcador acoplada operativamente a la
secuencia de nucleétidos; (d) un resto de purificacion acoplado operativamente a la secuencia de nucleétidos; (e)
una secuencia de secrecion acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos; y (f) una secuencia de
direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos. En determinadas realizaciones, la
secuencia de nucledtidos se incorpora de manera estable en el ADN gendmico de la célula huésped, y la expresion
de la secuencia de nucleétidos esta bajo el control de una regién de promotor regulada.

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, la célula huésped puede seleccionarse del grupo
que consiste en una célula de mamifero, célula vegetal, célula de insecto, célula de levadura, célula de hongo, célula
de hongos filamentosos y célula bacteriana.
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En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula bacteriana Gram positiva. En otras realizaciones, la célula
huésped es una célula bacteriana Gram negativa.

En algunas realizaciones, la célula huésped se selecciona del género Escherichia, Bacillus, Lactobacillus,
Rhodococcus, Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium, Humicola, Rhizomucor,
Kluyveromyces, Pichia, Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes, Chrysosporium,
Saccharomyces, Stenotrophamonas, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces.

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

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

En aun ofras realizaciones, la célula huésped es una célula de Streptomyces lividans o una célula de Streptomyces
murinus. En otras realizaciones, la célula huésped es una célula de Actinomycetes.

En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula CHO, una célula COS, una célula VERO, una célula BHK,
una célula HelLa, una célula Cv1, una célula MDCK, una célula 293, una célula 3T3 o una célula PC12.

En realizaciones particulares, la célula huésped es una célula E. coli, tal como una cepa B, una cepa C, una cepa K
o una cepa W de una célula de E. coli.

En otras realizaciones, la célula huésped es una célula huésped cianobacteriana. En realizaciones particulares, la
célula huésped cianobacteriana es una célula enumerada en la tabla 1.

En algunas realizaciones, el aldehido se secreta por la célula huésped.

En determinadas realizaciones, la célula huésped sobreexpresa un sustrato descrito en el presente documento. El
método puede incluir ademas transformar la célula huésped con un acido nucleico que codifica para una enzima
descrita en el presente documento, y la célula huésped sobreexpresa un sustrato descrito en el presente documento.
El método puede incluir ademas cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato descrito en el
presente documento. El sustrato puede ser un derivado de acido graso, una acil-ACP, un acido graso, una acil-CoA,
un aldehido graso, un alcohol graso o un éster graso.

El sustrato de derivado de acido graso es un sustrato de derivado de acido graso insaturado, un sustrato de derivado
de acido graso monoinsaturado o un sustrato de derivado de acido graso saturado. El sustrato de derivado de acido
graso puede ser un sustrato de derivado de acido graso de cadena lineal, un sustrato de derivado de acido graso de
cadena ramificada o un sustrato de derivado de acido graso que incluye un resto ciclico.

El derivado de acido graso puede ser un derivado de acido graso C3-Cazs. Por ejemplo, el derivado de acido graso es
un derivado de acido graso Cs, C4, Cs, Ce, C7, Cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, Cozs,
C2s4 0 C2s. En particular, el sustrato de derivado de acido graso es tetradecanoil-ACP, hexadecanoil-ACP,
hexadecenoil-ACP u octadecenoil-ACP.

En determinados aspectos descritos en el presente documento, el aldehido es un aldehido Cs-Cz2s. Por ejemplo, el
aldehido es un aldehido Cs, C4, Cs, Cs, C7, Cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C1s, C19, C20, C21, C22, C23,
C24 0 C2s. En algunas realizaciones, el aldehido es tetradecanal, hexadecanal, hexadecenal, octadecanal,
octadecenal, metiltetradecanal, metiltetradecenal, metilhexadecanal, metilhexadecenal, metiloctadecanal o
metiloctadecenal.

El aldehido puede ser un aldehido de cadena lineal, un aldehido de cadena ramificada o un aldehido ciclico.
El método puede incluir ademas aislar el aldehido de la célula huésped o del medio de cultivo.

Ademas se da a conocer en el presente documento un microorganismo modificado por ingenieria genética que
comprende una secuencia de control exdgena incorporada de manera estable en el ADN gendmico del
microorganismo. En una realizacién, la secuencia de control se integra aguas arriba de un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos aproximadamente el 70% de identidad de secuencia
con SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos tiene al
menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos
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aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos
aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81.

El polinucleétido puede ser enddgeno al microorganismo. El microorganismo puede expresar un nivel aumentado de
un aldehido en relaciéon con un microorganismo silvestre. El microorganismo puede ser una cianobacteria.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método de elaboracion de un aldehido, comprendiendo el
método cultivar un microorganismo modificado por ingenieria genética descrito en el presente documento en
condiciones adecuadas para expresion génica, y aislar el aldehido.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método de elaboracién de un aldehido, que comprende
poner en contacto un sustrato con (i) un polipéptido que tiene al menos el 70% de identidad con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82, o una variante del mismo; (ii) un polipéptido
codificado por una secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 70% de identidad con SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71,
73, 75, 77, 79 u 81, o0 una variante del mismo; o (iii) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 6 64. En algunas realizaciones, el polipéptido tiene actividad
reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80%, al
menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad con SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76,
78, 80 u 82. En algunas realizaciones, el polipéptido has la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72,
74,76, 78, 80 u 82.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido que esta codificado por una secuencia de
nucleétidos que tiene al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 65, 67,
69, 71,73, 75, 77, 79 u 81. En algunas realizaciones, el polipéptido esta codificado por una secuencia de nucleétidos
que tiene SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81.

El sustrato bioldgico puede ser un derivado de acido graso, una acil-ACP, un acido graso, una acil-CoA, un aldehido
graso, un alcohol graso o un éster graso.

El derivado de acido graso puede ser un derivado de acido graso Cs-Cazs. Por ejemplo, el derivado de acido graso es
un derivado de acido graso Cs, C4, Cs, Cs, C7, Cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C1s, C19, C20, C21, C22, Coz3,
C24 0 C2s. En particular, el sustrato de derivado de acido graso es tetradecanoil-ACP, hexadecanoil-ACP,
hexadecenoil-ACP u octadecenoil-ACP.

El aldehido puede ser un aldehido C3-Ca2s. Por ejemplo, el aldehido es un aldehido Cs, C4, Cs, Ce, C7, Cs, Co, Cro,
C11, C12, C13, C14, C15, C16, Ci17, C1s, C1g, C20, C21, Ca2, C23, C24 0 C25. Se da a conocer en el presente documento un
aldehido que es tetradecanal, hexadecanal, hexadecenal, octadecanal, octadecenal, metiltetradecanal,
metiltetradecenal, metilhexadecanal, metilhexadecenal, metiloctadecanal o metiloctadecenal.

El aldehido puede ser un aldehido de cadena lineal, un aldehido de cadena ramificada o un aldehido ciclico.

Ademas se da a conocer en el presente documento un aldehido producido mediante cualquiera de los métodos o
microorganismos descritos en el presente documento. El aldehido puede tener un §'3C de aproximadamente -15,4 o
mayor. Por ejemplo, el aldehido tiene un §'3C de aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10,9, por ejemplo, de
aproximadamente -13,92 a aproximadamente -13,84. El aldehido también puede tener un fu'*C de al menos
aproximadamente 1,003. Por ejemplo, el aldehido tiene un fu'“C de al menos aproximadamente 1,01 o al menos
aproximadamente 1,5. El aldehido puede tener un fu'*C de aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método de produccion de un alcohol graso, comprendiendo
el método producir en una célula huésped un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82, o una variante del mismo, y aislar el alcohol graso de la célula huésped. El
alcohol graso puede secretarse por la célula.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el
85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%,
al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al
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menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al
menos aproximadamente el 99% de identidad con SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82 con una o mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de
aminoacido. En algunas realizaciones, el polipéptido tiene actividad reductasa. El polipéptido comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82, con una o mas sustituciones de
aminoacido conservadoras. Por ejemplo, el polipéptido comprende una o mas de las siguientes sustituciones de
aminoacido conservadoras: reemplazo de un aminoacido alifatico, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, por
otro aminoacido alifatico; reemplazo de una serina por una treonina; reemplazo de una treonina por una serina;
reemplazo de un residuo 4cido, tal como acido aspartico y acido glutdmico, por otro residuo acido; reemplazo de un
residuo que porta un grupo amida, tal como asparagina y glutamina, por otro residuo que porta un grupo amida;
intercambio de un residuo basico, tal como lisina y arginina, con otro residuo basico; y reemplazo de un residuo
aromatico, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo aromatico. Ademas se da a conocer en el presente
documento un polipéptido que tiene aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, o mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacido. En algunas realizaciones, el
polipéptido tiene actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 6 64. En determinadas realizaciones, el polipéptido tiene actividad
reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método de producciéon de un alcohol graso, comprendiendo
el método expresar en una célula huésped un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene
al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al
menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 65, 67,
69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73,
75,77, 79 u 81. El método puede comprender ademas aislar el alcohol graso de la célula huésped.

Ademas se da a conocer en el presente documento una secuencia de nucledtidos que se hibrida con un
complemento de SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81, o con un fragmento del mismo, por ejemplo, en
condiciones de baja rigurosidad, media rigurosidad, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad.

Ademas se da a conocer en el presente documento una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido
que comprende: (i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82; o (ii) la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82 con una o mas sustituciones,
adiciones, inserciones o deleciones de aminoéacido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82 con una o mas sustituciones de aminoacido
conservadoras. En algunas realizaciones, el polipéptido tiene actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento una secuencia de nucledtidos que codifica para un polipéptido
que tiene la misma actividad biolégica que un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82. En algunas realizaciones, la secuencia de nucledtidos es SEQ ID NO: 65,
67,69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81 o un fragmento de la misma. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos se
hibrida con un complemento de SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81 o con un fragmento del mismo, por
ejemplo, en condiciones de baja rigurosidad, media rigurosidad, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad. En algunas
realizaciones, la actividad bioldgica es actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método que comprende transformar una célula huésped con
un vector recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos aproximadamente el 70%,
al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al
menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91 %, al menos aproximadamente el 92%, al
menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos
aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81. Ademas se
da a conocer en el presente documento un vector recombinante que comprende ademas un promotor unido
operativamente a la secuencia de nucledtidos. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor regulado por
desarrollo, especifico de organulos, especifico de tejidos, inducible, constitutivo o especifico de células. En
realizaciones particulares, el vector recombinante comprende al menos una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en (a) una secuencia reguladora acoplada operativamente a la secuencia de nucledétidos; (b) un marcador
de seleccion acoplado operativamente a la secuencia de nucleétidos; (c) una secuencia de marcador acoplada
operativamente a la secuencia de nucleétidos; (d) un resto de purificacién acoplado operativamente a la secuencia
de nucledtidos; (e) una secuencia de secrecion acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos; y (f) una
secuencia de direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia de nucleétidos. En determinadas
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realizaciones, la secuencia de nucledtidos se incorpora de manera estable en el ADN gendémico de la célula
huésped, y la expresion de la secuencia de nucleétidos esta bajo el control de una regién de promotor regulada.

El método puede incluir ademas expresar un gen que codifica para una alcohol deshidrogenasa recombinante en la
célula huésped.

Ademas se dan a conocer en el presente documento métodos que pueden producir alcoholes grasos que
comprenden un alcohol graso Cs-C26. En algunas realizaciones, el alcohol graso comprende un alcohol graso Cs, C7,
Cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C1s, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25 0 C26. En realizaciones particulares,
el alcohol graso es 1-decanol, 1-dodecanol, alcohol 1-miristilico, 1-hexadecanol, octadecenol, tetradecenol o
hexadecenol.

El alcohol graso puede comprender un alcohol graso de cadena lineal. El alcohol graso puede comprender un
alcohol graso de cadena ramificada. El alcohol graso puede comprender un resto ciclico.

El alcohol graso puede ser un alcohol graso insaturado. El alcohol graso puede ser un alcohol graso
monoinsaturado. El alcohol graso puede ser un alcohol graso saturado.

Ademas se da a conocer en el presente documento un alcohol graso producido por cualquiera de los métodos o
cualquiera de los microorganismos descritos en el presente documento, o un tensioactivo que comprende un alcohol
graso producido por cualquiera de los métodos o cualquiera de los microorganismos descritos en el presente
documento.

El alcohol graso puede tener un §'°C de aproximadamente -15,4 o mas. El alcohol graso puede tener un §'3C de
aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10,9, o de aproximadamente -13,92 a aproximadamente -13,84.

El alcohol graso puede tener un fu'*C de al menos aproximadamente 1,003. El alcohol graso puede tener un fu'“C
de al menos aproximadamente 1,01 o al menos aproximadamente 1,5. El alcohol graso puede tener un fu'C de
aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124.

Ademas se da a conocer en el presente documento un acido nucleico aislado que consiste en no mas de
aproximadamente 500 nucledtidos de SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81. En algunas realizaciones, el
acido nucleico consiste en no mas de aproximadamente 300 nucleétidos, no mas de aproximadamente 350
nucleodtidos, no mas de aproximadamente 400 nucleétidos, no mas de aproximadamente 450 nucleétidos, no mas de
aproximadamente 550 nucledtidos, no mas de aproximadamente 600 nucleétidos, 0 no mas de aproximadamente
650 nucleodtidos, de SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81. En algunas realizaciones, el acido nucleico
codifica para un polipéptido que tiene actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un acido nucleico aislado que consiste en no mas de
aproximadamente el 99%, no mas de aproximadamente el 98%, no mas de aproximadamente el 97%, no mas de
aproximadamente el 96%, no mas de aproximadamente el 95%, no mas de aproximadamente el 94%, no mas de
aproximadamente el 93%, no mas de aproximadamente el 92%, no mas de aproximadamente el 91%, no mas de
aproximadamente el 90%, no mas de aproximadamente el 85%, o no mas de aproximadamente el 80% de los
nucleétidos de SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81. En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica
para un polipéptido que tiene actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido aislado que consiste en no mas de
aproximadamente 200, no mas de aproximadamente 175, no mas de aproximadamente 150, o no mas de
aproximadamente 100 de los aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82. En algunas
realizaciones, el polipéptido tiene actividad reductasa.

Ademas se da a conocer en el presente documento un polipéptido aislado que consiste en no mas de
aproximadamente el 99%, no mas de aproximadamente el 98%, no mas de aproximadamente el 97%, no mas de
aproximadamente el 96%, no mas de aproximadamente el 95%, no mas de aproximadamente el 94%, no mas de
aproximadamente el 93%, no mas de aproximadamente el 92%, no mas de aproximadamente el 91%, no mas de
aproximadamente el 90%, no mas de aproximadamente el 85%, o no mas de aproximadamente el 80% de los
aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82. En algunas realizaciones, el polipéptido tiene
actividad reductasa.

Definiciones

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

Los nimeros de registro a los que se hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos del
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NCBI (Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia) mantenida por el Instituto Nacional de Salud, EE. UU. A
menos que se indique lo contrario, los numeros de registro son tal como se proporcionan en la base de datos de
abril de 2009.

Los numeros de EC los establece el Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de Bioguimica y Biologia
Molecular (NC-IUBMB) (disponible en http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Los numeros de EC a los que se
hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos KEGG Ligand, mantenida por la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto, patrocinada en parte por la Universidad de Tokio. A menos que se
indique lo contrario, los nimeros de EC son tal como se proporcionan en la base de datos de marzo de 2008.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “aldehido” significa un hidrocarburo que tiene la férmula
RCHO caracterizado por un grupo carbonilo insaturado (C=0). En una realizacién preferida, el aldehido es cualquier
aldehido hecho de un &cido graso o derivado de &cido graso. En una realizacién, el grupo R es de al menos
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 carbonos de longitud.

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

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido biosintético de aldehido” es un polipéptido que es una
parte de la ruta biosintética de un aldehido. Tales polipéptidos pueden actuar sobre un sustrato biolégico para dar un
aldehido. En algunos casos, el polipéptido biosintético de aldehido tiene actividad reductasa.

Tal como se usa en el presente documento, el término “alcano” significa un hidrocarburo que contiene sélo enlaces
sencillos carbono-carbono.

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

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido biosintético de alcano” es un polipéptido que es una
parte de la ruta biosintética de un alcano. Tales polipéptidos pueden actuar sobre un sustrato biolégico para dar un
alcano. En algunos casos, el polipéptido biosintético de alcano tiene actividad descarbonilasa.

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

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido biosintético de alqueno” es un polipéptido que es una
parte de la ruta biosintética de un alqueno. Tales polipéptidos pueden actuar sobre un sustrato biolégico para dar un
alqueno. En algunos casos, el polipéptido biosintético de alqueno tiene actividad descarbonilasa.

Tal como se usa en el presente documento, el término “atenuar” significa debilitar, reducir o disminuir. Por ejemplo,
un polipéptido puede atenuarse modificando el polipéptido para reducir su actividad (por ejemplo, modificando una
secuencia de nucleodtidos que codifica para el polipéptido).

Tal como se usa en el presente documento, el término “biodiésel” significa un biocombustible que puede ser un
sustituto de diésel, que se deriva de petrdleo. Puede usarse biodiésel en motores diésel de combustion interna o
bien en forma pura, que se denomina biodiésel “puro”, o bien como una mezcla en cualquier concentracion con
diésel a base de petréleo. El biodiésel puede incluir ésteres o hidrocarburos, tales como aldehidos y alcanos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “biocombustible” se refiere a cualquier combustible derivado
de biomasa. Los biocombustibles pueden sustituirse por combustibles a base de petréleo. Por ejemplo, los
biocombustibles son inclusivos de combustibles para transporte (por ejemplo, gasolina, diésel, carburante, etc.),
combustibles de calefaccidén y combustibles de generacion de electricidad. Los biocombustibles son una fuente de
energia renovable.

Tal como se usa en el presente documento, el término “biomasa” se refiere a una fuente de carbono derivada de
material bioldgico. La biomasa puede convertirse en un biocombustible. Una fuente de biomasa a modo de ejemplo
es materia vegetal. Por ejemplo, maiz, cafia de azucar o pasto pueden usarse como biomasa. Otro ejemplo no
limitativo de biomasa es materia animal, por ejemplo estiércol de vaca. La biomasa también incluye productos
residuales de la industria, agricultura, silvicultura y hogares. Ejemplos de tales productos residuales que pueden
usarse como biomasa son restos de fermentacién, paja, madera, aguas residuales, basura y restos de comida. La
biomasa también incluye fuentes de carbono, tales como hidratos de carbono (por ejemplo, monosacaridos,
disacaridos o polisacaridos).
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Tal como se usa en el presente documento, la frase “fuente de carbono” se refiere a un sustrato o compuesto
adecuado para usarse como fuente de carbono para crecimiento de células procariotas o eucariotas simples. Las
fuentes de carbono pueden estar en diversas formas, incluyendo, pero sin limitarse a polimeros, hidratos de
carbono, acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, aminoacidos, péptidos y gases (por ejemplo, CO y COz). Estos
incluyen, por ejemplo, diversos monosacaridos, tales como glucosa, fructosa, manosa, y galactosa; oligosacaridos,
tales como fructo-oligosacarido y galacto-oligosacarido; polisacaridos tales como xilosa y arabinosa; disacaridos,
tales como sacarosa, maltosa, y turanosa; material celuldsico, tal como metilcelulosa y carboximetilcelulosa de
sodio; ésteres de acidos grasos saturados o insaturados, tales como succinato, lactato, y acetato; alcoholes, tales
como etanol o mezclas del mismo. La fuente de carbono también puede ser un producto de la fotosintesis,
incluyendo, pero sin limitarse a, glucosa. Una fuente de carbono preferida es biomasa. Otra fuente de carbono
preferida es glucosa.

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

Tal como se usa en el presente documento, la frase “punto de turbidez de un fluido” significa la temperatura a la que
los solidos disueltos ya no son completamente solubles. Por debajo de esta temperatura, los soélidos empiezan a
precipitar como fase secundaria dando al fluido un aspecto turbio. En la industria del petréleo, punto de turbidez se
refiere a la temperatura por debajo de la que un material solidificado u otro hidrocarburo pesado cristalizan en un
aceite crudo, aceite refinado, o combustible para formar un aspecto turbio. La presencia de materiales solidificados
influye en el comportamiento de flujo del fluido, la tendencia del fluido a atascar los filtros de combustible, inyectores,
etc., la acumulacion de materiales solidificados sobre superficies frias (por ejemplo, un ensuciamiento de
intercambiador de calor o tuberia), y las caracteristicas de emulsion del fluido con agua.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “condiciones suficientes para permitir la expresion” significa
cualquier condicién que permite que una célula huésped produzca un producto deseado, tal como un polipéptido,
aldehido, o alcano descrito en el presente documento. Las condiciones adecuadas incluyen, por ejemplo,
condiciones de fermentacién. Las condiciones de fermentacion pueden comprender muchos parametros, tales como
intervalos de temperatura, niveles de aireacion y composicion de los medios. Cada una de estas condiciones, de
manera individual y en combinacién, permite que la célula huésped crezca. Los medios de cultivo a modo de
ejemplo incluyen caldos o geles. Generalmente, el medio incluye una fuente de carbono, tal como glucosa, fructosa,
celulosa, o similar, que puede metabolizarse mediante una célula huésped directamente. Ademas, pueden usarse
enzimas en el medio para facilitar la movilizacion (por ejemplo, la despolimerizacion de almidén o celulosa a
azucares fermentables) y posterior metabolismo de la fuente de carbono.

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

Se entiende que los polipéptidos descritos en el presente documento pueden tener sustituciones de aminoacidos
conservadoras o no esenciales adicionales, que no tienen un efecto sustancial sobre las funciones del polipéptido. Si
una sustitucion particular sera o no tolerada (es decir, no afectara de manera adversa a las propiedades bioldgicas
deseadas, tales como actividad descarboxilasa) puede determinarse tal como se describe en Bowie et al., Science
(1990) 247:1306 1310. Una “sustitucion de aminoacido conservadora” es una en la que el residuo de aminoacido se
sustituye por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacido
que tienen cadenas laterales similares se han definido en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con
cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales &cidas (por ejemplo, acido
aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas beta (por ejemplo, treonina, valina,
isoleucina), y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

Tal como se usa en el presente documento, “elemento de control” significa un elemento de control de la
transcripcion. Los elementos de control incluyen promotores y potenciadores. El término “elemento de promotor”,
“promotor” o “secuencia de promotor” se refiere a una secuencia de ADN que funciona como un interruptor que
activa la expresion de un gen. Si el gen se activa, se dice que estd transcrito o que participa en la transcripcion.
Transcripcion implica la sintesis de ARNm a partir del gen. Por tanto, un promotor sirve como elemento regulador de
la transcripcion y también proporciona un sitio para el inicio de la transcripcién del gen en ARNm. Los elementos de
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control interactuan especificamente con proteinas celulares implicadas en la transcripcién (Maniatis et al., Science
236:1237, 1987).

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

En una realizacion alternativa, una éster sintasa usa un tioéster y un alcohol como sustratos para producir un éster
graso. Las éster sintasas pueden usar tioésteres de cadena corta y larga como sustratos. Ademas, las éster sintasas
pueden usar alcoholes de cadena corta y larga como sustratos.

Ejemplos no limitativos de éster sintasas son cera sintasas, cera-éster sintasas, acil-CoA:alcohol transacilasas,
aciltransferasas y acil graso-coenzima A:alcohol graso aciltransferasas. Ester sintasas a modo de ejemplo se
clasifican en numero de clasificacion de enzima EC 2.3.1.75. En la figura 40 se proporcionan numeros de registro de
GenBank a modo de ejemplo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido graso” significa un acido carboxilico que tiene la
féormula RCOOH. R representa un grupo alifatico, preferiblemente un grupo alquilo. R puede comprender entre
aproximadamente 4 y aproximadamente 22 atomos de carbono. Los acidos grasos pueden ser saturados,
monoinsaturados o poliinsaturados. En una realizacién preferida, el acido graso estd compuesto por una ruta
biosintética de acido graso.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzimas de derivados de acidos grasos” significa todas las
enzimas que pueden expresarse o sobreexpresarse en la produccion de derivados de acidos grasos. Estas enzimas
se denominan conjuntamente en el presente documento enzimas de derivados de acidos grasos. Estas enzimas
pueden ser parte de la ruta biosintética de acido graso. Los ejemplos no limitativos de enzimas de derivados de
acidos grasos incluyen acido graso sintasas, tioesterasas, acil-CoA sintasas, acil-CoA reductasas, alcohol
deshidrogenasas, alcohol aciltransferasas, acil-CoA reductasa que forma alcohol graso, éster sintasas, polipéptidos
biosintéticos de aldehido y polipéptidos biosintéticos de alcano . Enzimas de derivados de acidos grasos convierten
un sustrato en un derivado de acido graso. En algunos ejemplos, el sustrato puede ser un derivado de acido graso
que la enzima de derivado de acido graso convierte en un derivado de acido graso diferente.

Tal como se usa en el presente documento, el término “péptido que forma alcohol graso” significa un péptido que
puede catalizar la conversion de acil-CoA en alcohol graso, incluyendo acil-CoA reductasa que forma alcohol graso
(FAR, EC 1.1.1.%), acil-CoA reductasa (EC 1.2.1.50) o alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1). Ademas, un experto
habitual en la técnica apreciarda que algunos de los péptidos que forman alcohol graso catalizaran también otras
reacciones. Por ejemplo, algunos péptidos de acil-CoA reductasa aceptaran otros sustratos ademas de acidos
grasos. Por tanto, también se incluyen tales péptidos no especificos. Las secuencias de acido nucleico que codifican
para péptidos que forman alcohol graso se conocen en la técnica, y tales péptidos estan disponibles publicamente.
En la figura 40 se proporcionan numeros de registro de GenBank a modo de ejemplo.

Tal como se usa en el presente documento, “enzima de acido graso” significa cualquier enzima implicada en la
biosintesis de acido graso. Las enzimas de acido graso pueden expresarse o sobreexpresarse en células huésped
para producir &cidos grasos. Los ejemplos no limitativos de enzimas de acido graso incluyen acido graso sintasas y
tioesterasas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “éster graso” significa un éster. En una realizacion preferida,
un éster graso es cualquier éster que esta compuesto por un acido graso, por ejemplo un éster de acido graso. En
una realizacion, un éster graso contiene un lado A (es decir, la cadena de carbono unida al oxigeno carboxilato) y un
lado B (es decir, la cadena de carbono que comprende el carboxilato original). En una realizacion preferida, cuando
el éster graso se deriva a partir de la ruta biosintética de acido graso, el lado A esta contribuido por un alcohol, y el
lado B esta contribuido por un acido graso. Cualquier alcohol puede usarse para formar el lado A de los ésteres
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grasos. Por ejemplo, el alcohol puede derivarse de la ruta biosintética de acido graso. Alternativamente, el alcohol
puede producirse a través de las rutas biosintéticas de acidos no grasos. Ademas, el alcohol puede proporcionarse
de manera exdgena. Por ejemplo, el alcohol puede suministrarse en el caldo de fermentacion en casos en los que el
éster graso se produce mediante un organismo. Alternativamente, un acido carboxilico, tal como un acido graso o
acido aceético, puede suministrarse de manera exdgena en casos en los que el éster graso se produce mediante un
organismo que también puede producir alcohol.

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

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

Después de que se active el acido graso, pueden transferirse facilmente a un nucledfilo receptor. Nucledfilos a modo
de ejemplo son alcoholes, tioles o fosfatos.

En una realizacion, el éster graso es una cera. La cera puede derivarse de un alcohol de cadena larga y un acido
graso de cadena larga. En otra realizacion, el éster graso puede derivarse de un acil-tioéster graso y un alcohol. En
otra realizacion, el éster graso es un tioéster de acido graso, por ejemplo acil graso-coenzima A (CoA). En otras
realizaciones, el éster graso es un pantotenato de acilo graso, una proteina portadora de acilo (ACP) o un éster de
fosfato graso. Los ésteres grasos tienen muchos usos. Por ejemplo, pueden usarse ésteres grasos como
biocombustible.

Tal como se usa en el presente documento, “fraccién de carbono moderno” o “fu” tiene el mismo significado que el
definido por los Materiales de referencia convencionales (SRM) 4990B y 4990C del Instituto Nacional de Normas y
Tecnologia (NTST), conocidos como patrones de acidos oxalicos HOxl y HOxII, respectivamente. La definicion
fundamental se refiere a 0,95 veces la razdén de isotopo '“C/'2C HOxl (denominado AD 1950). Esto es
aproximadamente equivalente a madera previa a la Revolucion Industrial con decaimiento corregido. Para la biosfera
viva actual (material vegetal), la fu es de aproximadamente 1.1.

Los célculos de “homologia” entre dos secuencias pueden realizarse tal como sigue. Las secuencias se alinean con
fines de comparacién 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en uno o ambos de un primer y un segundo
aminoacido o secuencia de acido nucleico para alineacioén 6ptima y pueden descartarse secuencias no homélogas
con fines de comparacion). En una realizacion preferida, la longitud de una secuencia de referencia que se alinea
con fines de comparacion es de al menos aproximadamente el 30%, preferiblemente de al menos aproximadamente
el 40%, mas preferiblemente de al menos aproximadamente el 50%, incluso mas preferiblemente de al menos
aproximadamente el 60%, e incluso mas preferiblemente de al menos aproximadamente el 70%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90%, o aproximadamente el 100% de la longitud de la
secuencia de referencia. Se comparan entonces los residuos de aminoacido o nucledétidos en las correspondientes
posiciones de aminoacido o posiciones de nucleotido. Cuando una posicion en la primera secuencia se ocupa por el
mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las
moléculas son idénticas en esa posicion (tal como se usa en el presente documento, “identidad” de aminoacido o
acido nucleico es equivalente a “homologia” de aminoacido o acido nucleico). El porcentaje de identidad entre las
dos secuencias es una funcién del numero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias, considerando el
numero de huecos y la longitud de cada hueco, que han de introducirse para alineacién o6ptima de las dos
secuencias.

La comparacién de secuencias y la determinacién de porcentaje de homologia entre dos secuencias pueden
lograrse usando un algoritmo matematico. En una realizacidon preferida, el porcentaje de homologia entre dos
secuencias de aminoacidos se determina usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970), J. Mol. Biol. 48:444
453, algoritmo que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG, usando o bien una
matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4 y un peso de longitud de 1,
2, 3, 4,5 06 6. En aun otra realizacién preferida, el porcentaje de homologia entre dos secuencias de nucledtidos se
determina usando el programa GAP en el paquete de software GCG, usando una matriz NWSgapdna.CMP y un
peso de hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. Un conjunto particularmente
preferido de parametros (y el que debe usarse si el practicante esta inseguro sobre qué parametros deben aplicarse
para determinar si una molécula esta dentro de una limitacion de homologia de las reivindicaciones) son una matriz
de puntuacién Blossum 62 con una penalidad de hueco de 12, una penalidad de extension de hueco de 4 y una
penalidad de hueco de desplazamiento del marco de lectura de 5.
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Tal como se usa en el presente documento, un “célula huésped” es una célula usada para producir un producto
descrito en el presente documento (por ejemplo, un aldehido o alcano descrito en el presente documento). Una
célula huésped puede modificarse para expresar o sobreexpresar genes seleccionados o para tener expresion
atenuada de genes seleccionados. Los ejemplos no limitativos de células huésped incluyen células vegetales, de
animales, humanas, bacterianas, de levadura o de hongos filamentosos.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, el “nivel de expresiéon de un gen en una célula” se refiere al nivel de
ARNmMm, transcrito(s) nacientes de pre-ARNm, transcrito que procesa productos intermedios, ARNm maduro(s) y/o
productos de degradacion codificados por el gen en la célula.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico” se refiere a polinucledtidos, tales como acido
desoxirribonucleico (ADN), y, cuando sea apropiado, acido ribonucleico (ARN). El término también incluye analogos
de o bien ARN o bien ADN compuestos por analogos de nucleétido, y, tal como es aplicable a la realizacidon que esta
describiéndose, polinucleétidos monocatenarios y bicatenarios (sentido o antisentido), EST, cromosomas, ADNCc,
ARNm y ARNTr.

Tal como se usa en el presente documento, el término “unido operativamente” significa que una secuencia de
nucleétidos seleccionada (por ejemplo, que codifica para un polipéptido descrito en el presente documento) esta en
proximidad con un promotor para permitir que el promotor regule la expresion de la secuencia de nucledtidos
seleccionada. Ademas, el promotor se sitia aguas arriba de la secuencia de nucleétidos seleccionada en cuanto a la
direccién de la transcripcion y traduccion. Por “unido operativamente” quiere decirse que una secuencia de
nucleotidos y una(s) secuencia(s) reguladora(s) se conectan de tal manera para permitir la expresién génica cuando
las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas de activador de la transcripcidén) se unen a la(s) secuencia(s)
reguladora(s).

“ 0

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

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

Tal como se usa en el presente documento, “coeficiente de reparto”, o “P”, se define como la concentracién en
equilibrio de un compuesto en una fase organica dividida entre la concentracion en equilibrio en una fase acuosa
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(por ejemplo, caldo de fermentacion). En una realizacion de un sistema bifasico descrito en el presente documento,
la fase organica se forma mediante el aldehido o alcano durante el proceso de produccion. Sin embargo, en algunos
ejemplos, puede proporcionarse una fase organica, tal como proporcionando una capa de octano, para facilitar la
separacion del producto. Cuando se describe un sistema bifasico, las caracteristicas de reparto de un compuesto
pueden describirse como logP. Por ejemplo, un compuesto con un logP de 1 repartiria 10:1 con respecto a la fase
organica. Un compuesto con un logP de -1 repartiria 1:10 con respecto a la fase organica. Al elegir un caldo de
fermentacion y fase organica apropiados, un aldehido o alcano con un alto valor de logP puede separarse para dar
la fase organica incluso a concentraciones muy bajas en el recipiente de fermentacion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “purificar”, “purificado” o “purificacion” significa la retirada o
aislamiento de una molécula de su entorno mediante, por ejemplo, aislamiento o separacion. Moléculas
“sustancialmente purificadas” estdn al menos aproximadamente el 60% libres, preferiblemente al menos
aproximadamente el 75% libres, y mas preferiblemente al menos aproximadamente el 90% libres de otros
componentes con los que se asocian. Tal como se usa en el presente documento, estos términos también se
refieren a la retirada de contaminantes de una muestra. Por ejemplo, la retirada de contaminantes puede dar como
resultado un aumento del porcentaje de aldehidos o alcanos en una muestra. Por ejemplo, cuando se producen
aldehidos o alcanos en una célula huésped, los aldehidos o alcanos pueden purificarse mediante la retirada de
proteinas de la célula huésped. Tras la purificacion, el porcentaje de aldehidos o alcanos en la muestra se aumenta.

» oo«

Los términos “purificar”, “purificado” y “purificacion” no requieren pureza absoluta. Son términos relativos. Por tanto,
por ejemplo, cuando se producen aldehidos o alcanos en células huésped, un aldehido purificado o alcano
purificado es uno que se separa sustancialmente de otros componentes celulares (por ejemplo, acidos nucleicos,
polipéptidos, lipidos, hidratos de carbono u otros hidrocarburos). En otro ejemplo, una preparacién de aldehido
purificado o alcano purificado es una en la que el aldehido o alcano esta sustancialmente libre de contaminantes,
tales como aquellos que pueden estar presentes tras la fermentaciéon. En algunas realizaciones, un aldehido o un
alcano se purifica cuando al menos aproximadamente el 50% en peso de una muestra estd compuesto por el
aldehido o alcano. En otras realizaciones, un aldehido o un alcano se purifican cuando al menos aproximadamente
el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 92%, el 95%, el 98% o el 99% o mas en peso de una muestra esta
compuesto por el aldehido o alcano.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustancialmente idéntico” (o “sustancialmente homdlogo”) se
usa para referirse a una primera secuencia de aminoacidos o nucleétidos que contiene un numero suficiente de
residuos de aminoacido o nucledtidos idénticos o equivalentes (por ejemplo, con una cadena lateral similar, por
ejemplo, sustituciones de aminodacidos conservadas) con respecto a una segunda secuencia de aminoacidos o
nucleodtidos de modo que las secuencias de aminoacidos o nucledtidos primera y segunda tienen actividades
similares.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “transfeccién” significa la introducciéon de un acido nucleico
(por ejemplo, por medio de un vector de expresién) en una célula receptora mediante transferencia de genes
mediada por acido nucleico.

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

Tal como se usa en el presente documento, una “proteina de transporte” es un polipéptido que facilita el movimiento
de uno o mas compuestos en y/o fuera de un organulo celular y/o una célula.

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

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

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

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

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y a
partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de Prochlorococcus marinus
CCMP1986. La figura 1B es un patron de fragmentacion de masa del pico a 7,55 min de la figura 1A.

La figura 2A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de Nostoc punctiforme PCC73102. La
figura 2B es un patron de fragmentacion de masa del pico a 8,73 min de la figura 2A.

La figura 3A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de Gloeobaceter violaceus ATCC29082.
La figura 3B es un patrén de fragmentacion de masa del pico a 8,72 min de la figura 3A.

La figura 4A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de Synechocystic sp. PCC6803. La
figura 4B es un patron de fragmentacion de masa del pico a 7,36 min de la figura 4A.

La figura 5A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células silvestres de Synechocystis sp.
PCC6803. La figura 5B es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de Synechocystis sp.
PCC6803 con una delecion de los genes sll0208 y sll0209.

La figura 6A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células silvestres de E. coli MG1655. La figura
6B es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan Synechococcus
elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65).

La figura 7 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli que expresan Cyanothece sp.
ATCC51142 cce_1430 (YP_001802846) (SEQ ID NO: 69).

La figura 8A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli que expresan Synechococcus
elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Synechococcus elongatus PCC7942
YP_400610 (Synpcc7942_1593) (SEQ ID NO: 1). La figura 8B representa patrones de fragmentacion de masa del
pico a 6,98 min de la figura 8A y de pentadecano. La figura 8C representa patrones de fragmentacion de masa del
pico a 8,12 min de la figura 8A y de 8-heptadeceno.

La figura 9 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Nostoc punctiforme
PCC73102 Npun02004178 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 5).

La figura 10 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Synechocystis sp.
PCC6803 sll0208 (NP_442147) (SEQ ID NO: 3).

La figura 11 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
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Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Nostoc sp. PCC7210
alr5283 (NP_489323) (SEQ ID NO: 7).

La figura 12 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Acaryochloris marina
optimizado con codén MBIC11017 AM1_4041 (YP_001518340) (SEQ ID NO: 46).

La figura 13 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Thermosynechococcus
elongatus optimizado con codon BP-1 1111313 (NP_682103) (SEQ ID NO: 47).

La figura 14 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Synechococcus sp.
optimizado con coddn JA-3-3Ab CYA_0415 (YP_473897) (SEQ ID NO: 48).

La figura 15 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Gloeobacter violaceus
PCC7421 gli3146 (NP_926092) (SEQ ID NO: 15).

La figura 16 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Prochlorococcus marinus
optimizado con codén MIT9313 PMT1231 (NP_895059) (SEQ ID NO: 49).

La figura 17 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Prochlorococcus marinus
CCMP1986 PMM0532 (NP_892650) (SEQ ID NO: 19).

La figura 18 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Prochlorococcus marinus
optimizado con codéon NATL2A PMN2A_1863 (YP_293054) (SEQ ID NO: 51).

La figura 19 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Synechococcus sp.
optimizado con codén RS9917 RS9917_09941 (ZP_01079772) (SEQ ID NO: 52).

La figura 20 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Synechococcus sp.
optimizado con coddn RS9917 RS9917_12945 (ZP_01080370) (SEQ ID NO: 53).

La figura 21 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Cyanothece sp.
ATCC51142 cce_0778 (YP_001802195) (SEQ ID NO: 27).

La figura 22 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Cyanothece sp. PCC7425
Cian7425_0398 (YP_002481151) (SEQ ID NO: 29).

La figura 23 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Cyanothece sp. PCC7425
Cyan7425_2986 (YP_002483683) (SEQ ID NO: 31).

La figura 24A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Prochlorococcus marinus CCMP1986 PMMO0533 (NP_892651) (SEQ ID NO: 71). La figura 24B es un trazo de
CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan Prochlorococcus marinus
CCMP1986 PMMO0533 (NP_892651) (SEQ ID NO: 71) y Prochlorococcus marinus CCMP1986 PMMO0532
(NP_892650) (SEQ ID NO: 19).

La figura 25A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadE lacZ::Pic
‘tesA-fadD. La figura 25B es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadE
lacZ::Pwc ‘tesA-fadD que expresan Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID
NO: 65) y Acaryochloris marina MBIC11017 AM1_4041 (YP_001518340) (SEQ ID NO: 9).

La figura 26A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadE lacZ::Puc
‘tesA-fadD que expresan Synechocystis sp. PCC6803 sll0209 (NP_442146) (SEQ ID NO: 67). La figura 26B es un
trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadE lacZ::Puc ‘tesA-fadD que
expresan Synechocystis sp. PCC6803 sll0209 (NP_442146) (SEQ ID NO: 67) y Synechocystis sp. PCC6803 sll0208
(NP_442147) (SEQ ID NO: 3).
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La figura 27A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadD lacZ::Pirc-
‘tesA que expresan la cepa de M. smegmatis MC2 155 MSMEG_5739 (YP_889972) (SEQ ID NO: 85). La figura 27B
es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadD lacZ::Pwc- ‘tesA que
expresan la cepa de M. smegmatis MC2 155 MSMEG_5739 (YP_889972) (SEQ ID NO: 85) y Nostoc punctiforme
PCC73102 Npun02004178 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 5).

La figura 28 es una representacion grafica de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadD
lacZ::Pwc- ‘tesA que expresan la cepa de M. smegmatis MC2 155 MSMEG_5739 (YP_889972) (SEQ ID NO: 85) o
bien sola o bien en combinacién con Nostoc sp. PCC7120 alr5283 (SEQ ID NO: 7), Nostoc punctiforme PCC73102
Npun02004178 (SEQ ID NO: 5), P. marinus CCMP 1986 PMMO0532 (SEQ ID NO: 19), G. violaceus PCC7421 gll3146
(SEQ ID NO: 15), Synechococcus sp. RS9917_09941 (SEQ ID NO: 23), Synechococcus sp. RS9917_12945 (SEQ
ID NO: 25), o A. marina MBIC11017 AM1_4041 (SEQ ID NO: 9).

La figura 29A es una representacion de la estructura tridimensional de una proteina de la subunidad B de
ribonucleasa reductasa clase |, RNRf. La figura 29B es una representacion de la estructura tridimensional de
Prochlorococcus marinus MIT9313 PMT1231 (NP_895059) (SEQ ID NO: 17). La figura 29C es una representacion
de la estructura tridimensional del sitio activo de Prochlorococcus marinus MIT9313 PMT1231 (NP_895059) (SEQ ID
NO: 17).

La figura 30A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
Nostoc punctiforme PCC73102 Npun02004178 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 5). La figura 30B es un trazo de
CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan Nostoc punctiforme PCC73102
Npun02004178 (ZP_00108838), variante Y123F. La figura 30C es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos
por células de E. coli MG1655 que expresan Nostoc punctiforme PCC73102 Npun02004178 (ZP_00108838),
variante Y126F.

La figura 31 representa trazas de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando Nostoc punctiforme
PCC73102 Npun02004178 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 6) y octadecanal (A); Npun02004178 (ZP_00108838) (SEQ
ID NO: 6), octadecanal, ferredoxina reductasa de espinaca, y NADPH (B); octadecanal, ferredoxina de espinaca,
ferredoxina reductasa de espinaca, y NADPH (C); o Npun02004178 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 6), ferredoxina de
espinaca, y ferredoxina de espinaca (D).

La figura 32 representa trazas de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando Nostoc punctiforme
PCC73102 Npun02004178 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 6), NADPH, octadecanal, y o bien (A) ferredoxina de
espinaca y ferredoxina reductasa de espinaca; (B) N. punctiforme PCC73102 Npun02003626 (ZP_00109192) (SEQ
ID NO: 88) y N. punctiforme PCC73102 Npun02001001 (ZP_00111633) (SEQ ID NO: 90); (C) Npun02003626
(ZP_00109192) (SEQ ID NO: 88) y N. punctiforme PCC73102 Npun02003530 (ZP_00109422) (SEQ ID NO: 92); o
bien (D) Npun02003626 (ZP_00109192) (SEQ ID NO: 88) y N. punctiforme PCC73102 Npun02003123 (ZP
_00109501) (SEQ ID NO: 94).

La figura 33A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA, Synechococcus
elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66), NADH y Mg?*. La figura 33B es un trazo de
CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA, Synechococcus elongatus PCC7942
YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66), NADPH y Mg?*. La figura 33C es un trazo de CG/EM de
hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA, Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611
(Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66) y NADPH.

La figura 34A es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA, NADPH
marcado, Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66), y NADPH no
marcado. La figura 34B es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA,
NADPH marcado, Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66), y S-(4-
2H)NADPH. La figura 34C es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA,
NADPH marcado, Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66), y R-(4-
2H)NADPH.

La figura 35 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos en el sobrenadante libre de células producido por células de E.
coli MG1655 AfadE en medios Che-9 que expresan Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611
(Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65).

La figura 36 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos en el sobrenadante libre de células producido por células de E.
coli MG1655 AfadE en medios Che-9 que expresan Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611
(Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Nostoc punctiforme PCC73102 Npun02004178 (ZP_00108838) (SEQ ID
NO: 5).

La figura 37 es un trazo de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan Nostoc
sp. PCC7120 alr5283 (NP_489323) (SEQ ID NO: 7) y Nostoc sp. PCC7120 alr5284 (NP_489324) (SEQ ID NO: 81).
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La figura 38 es una lista de ejemplos de homodlogos de Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400610
(Synpcc7942_1593) (SEQ ID NO: 1) a partir de una base de datos metagenomica.

La figura 39 es una lista de ejemplos de homodlogos de Synechococcus elongatus PCC7942 YP_400611
(Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) a partir de una base de datos metagendmica.

La figura 40 es una tabla que identifica diversos genes que pueden expresarse, sobreexpresarse o atenuarse para
aumentar la produccion de sustratos particulares.

Descripcion detallada

Se dan a conocer en el presente documento composiciones y métodos de produccion de aldehidos, alcoholes
grasos e hidrocarburos (tales como alcanos, alquenos y alquinos) a partir de sustratos, por ejemplo, una acil-ACP,
un acido graso, una acil-CoA, un aldehido graso o un sustrato de alcohol graso (por ejemplo, tal como se describe
en el documento PCT/US08/058788). Tales aldehidos, alcanos y alquenos son utiles como biocombustibles (por
ejemplo, sustitutos para gasolina, diésel, carburante, etc.), productos quimicos especializados (por ejemplo,
lubricantes, aditivo de combustible, etc.), o materia prima para conversién quimica adicional (por ejemplo,
combustibles, polimeros, plasticos, textiles, disolventes, adhesivos, etc.). La invencién se basa, en parte, en la
identificacion de genes que estan implicados en la biosintesis de aldehido, alcano y alqueno.

Tales genes biosintéticos de alcano y alqueno incluyen, por ejemplo, Synechococcus elongatus PCC7942
Synpcc7942_1593 (SEQ ID NO: 1), Synechocystis sp. PCC6803 sll0208 (SEQ ID NO: 3), Nostoc punctiforme PCC
73102 Npun02004178 (SEQ ID NO: 5), Nostoc sp. PCC 7120 alr5283 (SEQ ID NO: 7), Acaryochloris marina
MBIC11017 AM1_4041 (SEQ ID NO: 9), Thermosynechococcus elongatus BP-1 tll1313 (SEQ ID NO: 11),
Synechococcus sp. JA-3-3A CYA_0415 (SEQ ID NO: 13), Gloeobacter violaceus PCC 7421 glI3146 (SEQ ID NO:
15), Prochlorococcus marinus MIT9313 PM123 (SEQ ID NO: 17), Prochlorococcus marinus subsp. pastoris cepa
CCMP1986 PMMO0532 (SEQ ID NO: 19), Prochlorococcus marinus cepa NATL2A PMN2A_1863 (SEQ ID NO: 21),
Synechococcus sp. RS9917 RS9917_09941 (SEQ ID NO: 23), Synechococcus sp. RS9917 RS9917_12945 (SEQ ID
NO: 25), Cyanothece sp ATCC51142 cce_0778 (SEQ ID NO: 27),Cyanothece sp PCC7245 Cyan7425DRAFT_1220
(SEQ ID NO: 29), Cyanothece sp. PCC7245 cce 0778 (SEQ ID NO: 31), Anabaena variabilis ATCC29413
YP_323043 (Ava_2533) (SEQ ID NO: 33), y Synechococcus elongatus PCC6301 YP_170760 (syc0050_d) (SEQ ID
NO: 35). Otros genes biosintéticos de alcano y alqueno se enumeran en la tabla 1 y la figura 38.

Los genes biosintéticos de aldehido incluyen, por ejemplo, Synechococcus elongatus PCC7942 Synpcc7942_1594
(SEQ ID NO: 65), Synechocystis sp. PCC6803 sll0209 (SEQ ID NO: 67), Cyanothece sp ATCC51142 cce_1430
(SEQ ID NO: 69), Prochlorococcus marinus subsp. pastoris cepa CCMP1986 PMMO0533 (SEQ ID NO: 71),
Gloeobacter violaceus PCC7421 NP_96091 (gll3145) (SEQ ID NO: 73), Nostoc punctiforme PCC73102
ZP_00108837 (Npun02004176) (SEQ ID NO: 75), Anabaena variabilis ATCC29413 YP_323044 (Ava_2534) (SEQ ID
NO: 77), Synechococcus elongatus PCC6301 YP_170761 (syc0051_d) (SEQ ID NO: 79), y Nostoc sp. PCC 7120
alr5284 (SEQ ID NO: 81). Otros genes biosintéticos de aldehido se enumeran en la tabla 1y la figura 39.

Usando los métodos descritos en el presente documento, pueden prepararse aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y
alquenos usando uno 0 mas genes biosintéticos de aldehido, alcano y/o alqueno o polipéptidos descritos en el
presente documento, o variantes de los mismos, usando células huésped o métodos libres de células.

Tabla 1: Homdlogos de genes biosintéticos de aldehido y alcano en genomas cianobacterianos

Cianobacteria Gen biosintético de alcano Gen biosintético de aldehido
numero de registro % de ID numero de registro | % de ID
Synechococcus elongatus PCC 7942 YP_400610 100 YP_400611 100
Synechococcus elongatus PCC 6301 YP_170760 100 YP_170761 100
Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 EDX75019 77 EDX74978 70
Arthrospira maxima CS-328 EDZ94963 78 EDZ94968 68
Lyngbya sp. PCC 8106 ZP 01619575 77 ZP_01619574 69
Nodularia spumigena CCY9414 ZP 01628096 77 ZP_01628095 70
Trichodesmium erythraeum IMS101 YP_721979 76 YP_721978 69
Microcystis aeruginosa NIES-843 YP_001660323 75 YP_001660322 68
Microcystis aeruginosa PCC 7806 CA090780 74 CA090781 67
Nostoc sp. PCC 7120 NP_489323 74 NP_489324 72
Nostoc azollae 0708 EEG05692 73 EEG05693 70
Anabaena variabilis ATCC 29413 YP_323043 74 YP_323044 73
Crocosphaera watsonii WH 8501 ZP_ 00514700 74 ZP 00516920 67
Synechocystis sp. PCC 6803 NP_442147 72 NP_442146 68
Synechococcus sp. PCC 7335 EDX86803 73 EDX87870 67
Cyanothece sp ATCC 51142 YP_001802195 73 YP_001802846 67
Cyanothece sp CCY0110 ZP 01738578 72 ZP_01728620 68
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Nostoc punctiforme PCC 73102 ZP_ 00108838 72 ZP_00108837 71
Acaryochloris marina MBIC11017 YP_001518340 71 YP_001518341 66
Cyanothece sp PCC 7425 YP_ 002481151 71 YP_002481152 70
Cyanothece sp PCC 8801 ZP 02941459 70 ZP 02942716 69
Thermosynechococcus elongatus BP- NP_682103 70 NP_682102 70
1

Synechococcus sp. JA-2-3B’'a(2-13) YP_478639 68 YP_478638 63
Synechococcus sp. RCC307 YP_001227842 67 YP_001227841 64
Synechococcus sp. WH 7803 YP_001224377 68 YP_001224378 65
Synechococcus sp. WH 8102 NP_ 897829 70 NP_897828 65
Synechococcus sp. WH 7805 ZP 01123214 68 ZP_01123215 65
Synechococcus marino no cultivado ABD96376 70 ABD96375 65
tipo A GOM 3012

Synechococcus sp. JA-3-3Ab YP_473897 68 YP_473896 62
Synechococcus marino no cultivado ABD96328 70 ABD96327 65
tipo A GOM 306

Synechococcus marino no cultivado ABD96275 68 ABD96274 65
tipo A GOM 3M9

Synechococcus sp. CC9311 YP_731193 63 YP_731192 63
Synechococcus marino no cultivado ABB92250 69 ABB92249 64
tipo A 5B2

Synechococcus sp. WH 5701 ZP 01085338 66 ZP_01085337 67
Gloeobacter violaceus PCC 7421 NP_ 926092 63 NP_926091 67
Synechococcus sp. RS9916 ZP_01472594 69 ZP_01472595 66
Synechococcus sp. RS9917 ZP_01079772 68 ZP_01079773 65
Synechococcus sp. CC9605 YP 381055 66 YP_381056 66
Cianobium sp. PCC 7001 EDY39806 64 EDY38361 64
Prochlorococcus marinus cepa MIT YP_001016795 63 YP_001016797 66
9303

Prochlorococcus marinus cepa NP_895059 63 NP_895058 65
MIT9313

Synechococcus sp. CC9902 YP 377637 66 YP_377636 65
Prochlorococcus marinus cepa MIT YP_001090782 62 YP_001090783 62
9301

Synechococcus sp. BL107 ZP_01469468 65 ZP_01469469 65
Prochlorococcus marinus cepa YP_001008981 62 YP_001008982 61
AS9601

Prochlorococcus marinus cepa YP_397029 62 YP_397030 61
MIT9312

Prochlorococcus  marinus  subsp. NP_892650 60 NP_892651 63
pastoris cepa CCMP1986

Prochlorococcus marinus cepa MIT YP_001550420 61 YP_001550421 63
9211

Cyanothece sp PCC 7425 YP_ 002483683 59 -

Prochlorococcus marinus cepa YP_293054 59 YP_293055 62
NATL2A

Prochlorococcus marinus cepa YP_001014415 59 YP_001014416 62
NATL1A

Prochlorococcus  marinus  subsp. NP_874925 59 NP_874926 64
marinus cepa CCMP1375

Prochlorococcus marinus cepa MIT YP_001010912 57 YP_001010913 63
9515 05961

Prochlorococcus marinus cepa MIT YP_001483814 59 YP_001483815 62
9215 06131

Synechococcus sp. RS9917 ZP 01080370 43 -

Synechococcus marino no cultivado ABD96480 65
tipo A GOM 5D20

Variantes y genes biosintéticos de aldehido, alcano y alqueno

Los métodos y composiciones descritos en el presente documento incluyen, por ejemplo, genes biosintéticos de
alcano o alqueno que tienen la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27, 29, 31, 33 6 35, asi como variantes de polinucleétido de las mismas. En algunos casos, el gen biosintético de
alcano o alqueno codifica para uno o mas de los motivos de aminoacido descritos en el presente documento. Por
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ejemplo, el gen biosintético de alcano o alqueno puede codificar para un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 37,
38, 39, 41, 42, 43 6 44. El gen biosintético de alcano o alqueno también puede incluir un polipéptido que comprende
SEQ ID NO: 40 y también uno cualquiera de SEQ ID NO: 37, 38 6 39.

Los métodos y composiciones descritos en el presente documento también incluyen, por ejemplo, genes
biosintéticos de aldehido que tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79 u 81,
asi como variantes de polinucleétido de las mismas. En algunos casos, el gen biosintético de aldehido codifica para
uno o mas de los motivos de aminoacido descritos en el presente documento. Por ejemplo, el gen biosintético de
aldehido puede codificar para un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 6 64.

Las variantes pueden producirse de manera natural o crearse in vitro. En particular, tales variantes pueden crearse
usando técnicas de modificacion por ingenieria genética, tales como mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis
quimica aleatoria, procedimientos de delecion de exonucleasa Il y técnicas de clonacidon convencionales.
Alternativamente, tales variantes, fragmentos, analogos o derivados pueden crearse usando sintesis quimicas o
procedimientos de modificacion.

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

Por ejemplo, pueden crearse variantes usando PCR propensa a error (véase, por ejemplo, Leung et al., Technique
1:11-15, 1989; y Caldwell et al., PCR Methods Applic. 2:28-33, 1992). En PCR propensa a error, se realiza PCR en
condiciones en las que la fidelidad de copiado de la ADN polimerasa es baja, de modo que se obtiene una elevada
tasa de mutaciones puntuales a lo largo de toda la longitud del producto de PCR. Brevemente, en tales
procedimientos, los acidos nucleicos que van a mutagenizarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleétido
biosintético de aldehido o alcano), se mezclan con cebadores de PCR, tampdn de reaccion, MgClz, MnClz, Taq
polimerasa, y una concentracion apropiada de dNTP para lograr una elevada tasa de mutacion puntual a lo largo de
toda la longitud del producto de PCR. Por ejemplo, la reaccion puede realizarse usando 20 fmoles de acido nucleico
que va a mutagenizarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleotido biosintético de aldehido o alcano), 30 pmoles
de cada cebador de PCR, un tampdn de reaccion que comprende KCI 50 mM, Tris HCI 10 mM (pH 8,3) y gelatina al
0,01%, MgCl2 7 mM, MnClz 0,5 mM, 5 unidades de Taq polimerasa, dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dCTP 1 mM y
dTTP1 mM. Puede realizarse PCR durante 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 45°C durante 1 min y 72°C durante 1
min. Sin embargo, se apreciara que estos parametros pueden variarse segun sea apropiado. Los acidos nucleicos
mutagenizados se clonan entonces en un vector apropiado y las actividades de los polipéptidos codificados por los
acidos nucleicos mutagenizados se evaluan.

También pueden crearse variantes usando mutagénesis dirigida a oligonucledtidos para generar mutaciones
especificas del sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis de oligonucleétidos se describe en, por
ejemplo, Reidhaar-Olson et al., Science 241:53-57, 1988. Brevemente, en tales procedimientos una pluralidad de
oligonucledtidos bicatenarios que portan una o mas mutaciones que van a introducirse en el ADN clonado se
sintetizan y se insertan en el ADN clonado que va a mutagenizarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleétido
biosintético de aldehido o alcano). Los clones que contienen el ADN mutagenizado se recuperan, y las actividades
de los polipéptidos que codifican se evaluan.

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

Todavia otro método de generacién de variantes es mutagénesis de PCR sexual. En la mutagénesis de PCR sexual,
se produce recombinacién homologa forzada entre moléculas de ADN de secuencia de ADN diferente, pero muy
relacionada, in vitro como resultado de fragmentacion aleatoria de la molécula de ADN basandose en la homologia
de secuencia. Esto se sigue por fijacién del cruzamiento mediante extension de cebador en una reaccién de PCR.
Se describe mutagénesis de PCR sexual en, por ejemplo, Stemmer, PNAS, USA 91:10747-10751, 1994.

También pueden crearse variantes mediante mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones, se generan mutaciones
aleatorias en una secuencia de acido nucleico propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como una cepa
de E. coli, que lleva mutaciones en una o mas de las rutas de reparacion de ADN. Tales cepas “mutagenas” tienen
una tasa de mutacién aleatoria mayor que la de una cepa silvestre. Propagar una secuencia de ADN (por ejemplo,
una secuencia de polinucleétido biosintético de aldehido o alcano) en una de estas cepas generara eventualmente
mutaciones aleatorias dentro del ADN. Las cepas mutagenas adecuadas para su uso para mutagénesis in vivo se
describen en, por ejemplo, la publicacion PCT n.° WO 91/16427.
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También pueden generarse variantes usando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, una pequefa
region de una molécula de ADN bicatenario se sustituye por un “casete” de oligonucleétido sintético que difiere de la
secuencia nativa. El oligonucledtido contiene a menudo una secuencia nativa completa y/o parcialmente
aleatorizada.

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

En algunas realizaciones, se crean variantes usando mutagénesis de conjunto exponencial. La mutagénesis de
conjunto exponencial es un procedimiento para generar bibliotecas combinatorias con un elevado porcentaje de
mutantes Unicos y funcionales, en la que pequefios grupos de residuos se aleatorizan en paralelo para identificar, en
cada posicion alterada, aminoacidos que conducen a proteinas funcionales. Se describe mutagénesis de conjunto
exponencial en, por ejemplo, Delegrave et al., Biotech. Res. 11:1548-1552, 1993. Se describen mutagénesis
aleatoria y dirigida al sitio en, por ejemplo, Arnold, Curr. Opin. Biotech. 4:450-455, 1993.

En algunas realizaciones, se crean variantes usando procedimientos de intercambio en los que porciones de una
pluralidad de acidos nucleicos que codifican para distintos polipéptidos se fusionan juntas para crear secuencias de
acido nucleico quiméricas que codifican para polipéptidos quiméricos tal como se describe en, por ejemplo, las
patentes estadounidenses n.°® 5.965.408 y 5.939.250.

Las variantes de polinucleétido también incluyen analogos de acido nucleico. Los analogos de acido nucleico
pueden modificarse en el residuo de base, residuo de azucar, o esqueleto de fosfato para mejorar, por ejemplo, la
estabilidad, hibridacion o solubilidad del acido nucleico. Las modificaciones en el resto de base incluyen
desoxiuridina para desoxitimidina y 5-metil-2’-desoxicitidina o 5-bromo-2’-doxicitidina para desoxicitidina. Las
modificaciones del residuo de azlcar incluyen modificacion del 2’-hidroxilo del azucar de ribosa para formar
azucares 2'-O-metilo o 2’-O-alilo. El esqueleto de fosfato de desoxirribosa puede modificarse para producir acidos
nucleicos de morfolino, en el que cada resto de base se une a un anillo morfolino de 6 miembros, o acidos nucleicos
peptidicos, en los que el esqueleto de desoxifosfato se reemplaza por un esqueleto pseudopeptidico y las cuatro
bases se conservan. (Véase, por ejemplo, Summerton et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. (1997) 7:187-195; y
Hyrup et al., Bioorgan. Med. Chem. (1996) 4:5-23). Ademas, el esqueleto de desoxifosfato puede sustituirse por, por
ejemplo, un esqueleto de fosforotioato o fosforoditioato, un esqueleto de fosforoamidita o fosfotriéster de alquilo.

Los polipéptidos biosintéticos de aldehido y alcano Synpcc7942_ 1594 (SEQ ID NO: 66) y Synpcc7942_1593 (SEQ
ID NO: 2) tienen homadlogos en otras cianobacterias (se representan ejemplos no limitativos en la tabla 1). Por tanto,
cualquier secuencia de polinucleétido que codifica para un homdlogo enumerado en la tabla 1, o una variante del
mismo, puede usarse como polinucledtido biosintético de aldehido o alcano en los métodos descritos en el presente
documento. Cada cianobacteria enumerada en la tabla 1 tiene copias de ambos genes. El nivel de identidad de
secuencia de los productos génicos oscila entre el 61% y el 73% para Synpcc7942_1594 (SEQ ID NO: 66) y entre el
43% y el 78% para Synpcc7942_1593 (SEQ ID NO: 2).

Se enumeran homologos adicionales del polipéptido biosintético de aldehido Synpcc7942_1594 (SEQ ID NO: 66) en
la figura 39, y puede usarse cualquier secuencia de polinucleétido que codifica para un homologo enumerado en la
figura 39, o una variante del mismo, como polinucleétido biosintético de aldehido en los métodos descritos en el
presente documento. Se enumeran homologos adicionales del polipéptido biosintético de alcano Synpcc7942_1593
(SEQ ID NO: 2) en la figura 38, y puede usarse cualquier secuencia de polinucleétido que codifica para un homdlogo
enumerado en la figura 38, o una variante del mismo, como polinucledtido biosintético de alcano en los métodos
descritos en el presente documento.

En determinados casos, un gen biosintético de aldehido, alcano y/o alqueno se optimiza por coddn para la expresion
en una célula huésped particular. Por ejemplo, para la expresién en E. coli, pueden optimizarse uno o mas codones
tal como se describe en, por ejemplo, Grosjean et al., Gene 18:199-209 (1982).

Variantes y polipéptidos biosintéticos de aldehido, alcano y alqueno

Los métodos y composiciones descritos en el presente documento también incluyen polipéptidos biosintéticos de
alcano o alqueno que tienen la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34 6 36, asi como variantes de polipéptido de la misma. En algunos casos, un polipéptido biosintético
de alcano o alqueno es uno que incluye uno o mas de los motivos de aminoacido descritos en el presente
documento. Por ejemplo, el polipéptido biosintético de alcano o alqueno puede incluir la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 37, 38, 39, 41, 42, 43 6 44. El polipéptido biosintético de alcano o alqueno también puede incluir la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 40 y también una cualquiera de SEQ ID NO: 37, 38 6 39.

Los métodos y composiciones descritos en el presente documento también incluyen polipéptidos biosintéticos de
aldehido que tienen la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82, asi como
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variantes de polipéptido de la misma. En algunos casos, un polipéptido biosintético de aldehido es uno que incluye
uno o mas de los motivos de aminoacido descritos en el presente documento. Por ejemplo, el polipéptido biosintético
de aldehido puede incluir la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 6 64.

Variantes de polipéptido biosintético de aldehido, alcano y alqueno pueden ser variantes en las que uno o mas
residuos de aminoacido se sustituyen por un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferiblemente
un residuo de aminoacido conservado). Tal residuo de aminoacido sustituido puede o no ser uno codificado por el
cbdigo genético.

Sustituciones conservadoras son aquellas que sustituyen un aminoacido dado en un polipéptido por otro aminoacido
de caracteristicas similares. Sustituciones conservadoras tipicas son los siguientes reemplazos: reemplazo de un
aminoacido alifatico, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro aminoacido alifatico; reemplazo de una
serina por una treonina o viceversa; reemplazo de un residuo acido, tal como acido aspartico y acido glutamico, por
otro residuo acido; reemplazo de un residuo que porta un grupo amida, tal como asparagina y glutamina, por otro
residuo que porta un grupo amida; intercambio de un residuo basico, tal como lisina y arginina, con otro residuo
basico; y reemplazo de un residuo aromatico, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo aromatico.

Otras variantes de polipéptido son aquellas en las que uno o0 mas residuos de aminoacido incluyen un grupo
sustituyente. Todavia otras variantes de polipéptido son aquellas en las que el polipéptido se asocia con otro
compuesto, tal como un compuesto para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol).

Variantes de polipéptido adicionales son aquellas en las que aminoacidos adicionales se fusionan con el polipéptido,
tal como una secuencia lider, una secuencia secretora, una secuencia de proproteina, o una secuencia que facilita la
purificacién, el enriquecimiento o la estabilizacién del polipéptido.

En algunos casos, una variante de polipéptido biosintético de alcano o alqueno conserva la misma funcion biolégica
que un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34 6 36 (por ejemplo, conserva actividad biosintética de alcano o alqueno) y tiene una secuencia de
aminoacidos sustancialmente idéntica a la misma.

En otros casos, las variantes de polipéptido biosintético de alcano o alqueno tienen al menos aproximadamente el
50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 65%,
al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al
menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, o mas de
aproximadamente el 95% de homologia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36. En ofra realizacion, las variantes de polipéptido incluyen un fragmento que
comprende al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 6 150 aminoacidos consecutivos
del mismo.

En algunos casos, una variante de polipéptido biosintético de aldehido conserva la misma funcién bioldgica que un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82 (por ejemplo,
conserva actividad biosintética de aldehido) y tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la
misma.

En adn otros casos, las variantes de polipéptido biosintético de aldehido tienen al menos aproximadamente el 50%,
al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 65%, al
menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, o mas de
aproximadamente el 95% de homologia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78,
80 u 82. En otra realizacion, las variantes de polipéptido incluyen un fragmento que comprende al menos
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 6 150 aminoacidos consecutivos del mismo.

Las variantes de polipéptido o fragmentos de las mismas pueden obtenerse aislando acidos nucleicos que las
codifican usando técnicas descritas en el presente documento o expresando acidos nucleicos sintéticos que las
codifican. Alternativamente, pueden obtenerse variantes de polipéptido o fragmentos de las mismas mediante
procedimientos de enriquecimiento o purificacion bioquimicos. La secuencia de variantes de polipéptido o
fragmentos puede determinarse mediante digestidon proteolitica, electroforesis en gel y/o microsecuenciacion. La
secuencia de las variantes de polipéptido biosintético de alcano o alqueno o fragmentos pueden entonces
compararse con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34 6 36 usando cualquiera de los programas descritos en el presente documento. La secuencia de las variantes de
polipéptido biosintético de aldehido o fragmentos puede compararse con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82 usando cualquiera de los programas descritos en el presente documento.

Las variantes de polipéptido y fragmentos de las mismas pueden someterse a ensayo para determinar actividad de
produccién de aldehido, alcohol graso, alcano y/o alqueno usando métodos de rutina. Por ejemplo, las variantes de
polipéptido o fragmento pueden ponerse en contacto con un sustrato (por ejemplo, un sustrato de derivado de acido
graso u otro sustrato descrito en el presente documento) en condiciones que permiten que la variante de polipéptido
funcione. Una disminucion en el nivel del sustrato o un aumento en el nivel de un aldehido, alcano o alqueno pueden
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medirse para determinar la actividad de produccion de aldehido, alcohol graso, alcano o alqueno, respectivamente.

Anticuerpos de polipéptido biosintético antialdehido, antialcohol graso, antialcano y antialqgueno

Los polipéptidos biosintéticos de aldehido, alcohol graso, alcano y alqueno descritos en el presente documento
también pueden usarse para producir anticuerpos dirigidos contra polipéptidos biosintéticos de aldehido, alcohol
graso, alcano y alqueno. Tales anticuerpos pueden usarse, por ejemplo, para detectar la expresiéon de un polipéptido
biosintético de aldehido, alcohol graso, alcano o alqueno usando métodos conocidos en la técnica. El anticuerpo
puede ser, por ejemplo, un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del
mismo; un anticuerpo modificado tal como un anticuerpo quimérico, anticuerpo reconfigurado, anticuerpo
humanizado, o fragmento del mismo (por ejemplo, Fab’, Fab, F(ab’)2); o un anticuerpo biosintético, por ejemplo, un
anticuerpo de cadena sencilla, anticuerpo de dominio Unico (DAB), Fv, Fv de cadena sencilla (scFv), o similares.

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

Sustratos

Las composiciones y métodos descritos en el presente documento pueden usarse para producir aldehidos,
alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos a partir de un sustrato apropiado. Sin querer limitarse por ninguna teoria
particular, se cree que los polipéptidos biosintéticos de alcano o alqueno descritos en el presente documento
producen alcanos o alquenos a partir de sustratos por medio de un mecanismo de descarbonilacion. En algunos
casos, el sustrato es un derivado de 4cido graso, por ejemplo, un aldehido graso, y puede producirse un alcano que
tiene patrones de ramificacion particulares y longitud de cadena de carbono a partir de un derivado de acido graso,
por ejemplo, un aldehido graso, que tiene esas caracteristicas particulares. En otros casos, el sustrato es un
derivado de acido graso insaturado, por ejemplo, un aldehido graso insaturado, y puede producirse un alqueno que
tiene patrones de ramificacion particulares y longitud de cadena de carbono a partir de un derivado de acido graso
insaturado, por ejemplo, un aldehido graso insaturado, que tiene esas caracteristicas particulares.

Sin querer limitarse por ninguna teoria particular, se cree que los polipéptidos biosintéticos de aldehido descritos en
el presente documento producen aldehidos a partir de sustratos por medio de un mecanismo de reduccion. En
determinados casos, el sustrato es una acil-ACP.

Sin querer limitarse por ninguna teoria particular, se cree que los alcoholes grasos descritos en el presente
documento se producen a partir de sustratos por medio de un mecanismo de reduccion. En determinados casos, el
sustrato es un aldehido graso.

Por consiguiente, cada etapa dentro de una ruta biosintética que conduce a la produccion de estos sustratos puede
modificarse para producir o sobreproducir el sustrato de interés. Por ejemplo, genes conocidos implicados en la ruta
biosintética de acido graso, la ruta de aldehido graso y la ruta de alcohol graso pueden expresarse, sobreexpresarse
0 atenuarse en células huésped para producir un sustrato deseado (véase, por ejemplo, el documento
PCT/US08/058788). Se proporcionan genes a modo de ejemplo en la figura 40.

Sintesis de sustratos

La acido graso sintasa (FAS) es un grupo de polipéptidos que catalizan el inicio y la elongacion de cadenas de acilo
(Marrakchi et al., Biochemical Society, 30:1050-1055, 2002). La proteina portadora de acilo (ACP) junto con las
enzimas en la ruta de FAS controla la longitud, el grado de saturacién y la ramificacion de los derivados de acidos
grasos producidos. La ruta biosintética de acido graso implica los precursores acetil-CoA y malonil-CoA. Las etapas
en esta ruta se catalizan mediante enzimas de las familias génicas de acetil-CoA carboxilasa (acc) y biosintesis de
acido graso (fab) (véase, por ejemplo, Heath et al., Prog. Lipid Res. 40(6):467-97 (2001)).

Pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para expresar sustratos de derivado de acido graso
expresando o sobreexpresando de manera recombinante genes de acetil-CoA y/o malonil-CoA sintasa. Por ejemplo,
para aumentar la produccion de acetil-CoA, uno o mas de los siguientes genes pueden expresarse en una célula
huésped: pdh, panK, aceEF (que codifica para el componente deshidrogenasa Elp y el componente dihidrolipoamida
aciltransferasa E2p de los complejos de piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa), fabH, fabD, fabG, acpP y fabF.
Los numeros de registro de GenBank a modo de ejemplo para estos genes son: pdh (BAB34380, AAC73227,
AAC73226), panK (también conocido como coaA, AAC76952), aceEF (AAC73227, AAC73226), fabH (AAC74175),
fabD (AAC74176), fabG (AAC74177), acpP (AAC74178), fabF (AAC74179). Ademas, los niveles de expresion de
fadE, gpsA, IdhA, pflb, adhE, pta, poxB, ackA y/o ackB pueden atenuarse o inactivarse en una célula huésped
modificada por ingenieria genética mediante transformacion con plasmidos replicativos o no replicativos
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condicionalmente que contienen mutaciones anuladoras o de delecién de los genes correspondientes o sustituyendo
secuencias de promotor o de potenciador. Numeros de registro de GenBank a modo de ejemplo para estos genes
son: fadE (AAC73325), gspA (AAC76632), IdhA (AAC74462), pflb (AAC73989), adhE (AAC74323), pta (AAC75357),
poxB (AAC73958), ackA (AAC75356) y ackB (BAB81430). Las células huésped resultantes tendran niveles de
produccioén de acetil-CoA aumentados cuando se hacen crecer en un ambiente apropiado.

La sobreexpresion de malonil-CoA puede efectuarse introduciendo accABCD (por ejemplo, nimero de registro
AAC73296, EC 6.4.1.2) en una célula huésped. Los acidos grasos pueden sobreexpresarse ademas en células
huésped introduciendo en la célula huésped una secuencia de ADN que codifica para una lipasa (por ejemplo,
numeros de registro CAA89087, CAA98876).

Ademas, la inhibicion de PIsB puede conducir a un aumento en los niveles de acil-ACP de cadena larga, que inhibira
etapas tempranas en la ruta (por ejemplo, accABCD, fabH y fabl). La mutacion de plsB (por ejemplo, nimero de
registro AAC77011) D311E puede usarse para aumentar la cantidad de acil-CoA disponible.

Ademas, una célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para sobreexpresar un gen sfa (supresor de
fabA, por ejemplo, numero de registro AAN79592) para aumentar la produccion de acidos grasos monoinsaturados
(Rock et al., J. Bacteriology 178:5382-5387, 1996).

En algunos casos, pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para expresar, sobreexpresar o
atenuar la expresién de una tioesterasa para aumentar la produccién de sustrato de acido graso. La longitud de
cadena de un sustrato de acido graso se controla mediante tioesterasa. En algunos casos, un gen tes o fat puede
sobreexpresarse. En otros casos, pueden producirse acidos grasos Cio atenuando tioesterasa Ci1s (por ejemplo,
nuameros de registro AAC73596 y POADA1), que usa C1s:1-ACP, y que expresa tioesterasa C1o (por ejemplo, nimero
de registro Q39513), que usa C10-ACP. Esto da como resultado una poblacién relativamente homogénea de acidos
grasos que tienen una longitud de cadena de carbono de 10. En aun otros casos, pueden producirse acidos grasos
C14 atenuando tioesterasas enddgenas que producen acidos no grasos C14 y que expresan las tioesterasas, que
usan C14-ACP (por ejemplo, numero de registro Q39473). En algunas situaciones, pueden producirse acidos grasos
C12 expresando tioesterasas que usan C12-ACP (por ejemplo, nimero de registro Q41635) y atenuando tioesterasas
que producen acidos no grasos C12. La sobreproduccion de acetil-CoA, malonil-CoA y acido graso puede verificarse
usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, usando precursores radiactivos, HPLC, y CG-EM posterior a
la lisis celular. En la tabla 2 se enumeran ejemplos no limitativos de tioesterasas que pueden usarse en los métodos
descritos en el presente documento.

Tabla 2: Tioesterasas

Numero de registro Organismo fuente Gen Producto
preferencial
producido

AAC73596 E. coli tesA sin secuencia lider | C1s:1

AAC73555 E. coli tesB

Q41635, AAA34215 Umbellularia california fatB C12:0

Q39513; AAC49269 Cuphea hookeriana fatB2 Cs:0- C100

AAC49269; AAC72881 Cuphea hookeriana fatB3 C14:0- Ci160

Q39473, AAC49151 Cinnamonum camphorum fatB Ciao

CAA85388 Arabidopsis thaliana fatB [M141T]* Cie:1

NP 189147; NP 193041 Arabidopsis thaliana fatA C1s:1

CAC39106 Bradyrhiizobium japonicum fatA Cis:1

AAC72883 Cuphea hookeriana fatA Cis:1

AAL79361 Helianthus annus fatA1

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

Formacién de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos ramificados

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

La primera etapa en la formacion de brFA es la produccion de los acido a-ceto correspondientes mediante una

aminoacido aminotransferasa de cadena ramificada. Las células huésped pueden incluir de manera enddgena genes
que codifican para tales enzimas o tales genes pueden introducirse de manera recombinante. E. coli, por ejemplo,
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expresa de manera endégena una enzima de este tipo, IlVE (EC 2.6.1.42; registro de GenBank YP_026247). En
algunas células huésped, puede no expresarse una aminoacido aminotransferasa de cadena ramificada heterdloga.
Sin embargo, puede introducirse y expresarse de manera recombinante, si no es enddgena, E. coli lIVE o cualquier
otra aminoacido aminotransferasa de cadena ramificada (por ejemplo, lIVE de Lactococcus lactis (registro de
GenBank AAF34406), IlvE de Pseudomonas putida (registro de GenBank NP_745648), o IlVE de Streptomyces
coelicolor (registro de GenBank NP_629657)).

La segunda etapa es la descarboxilacion oxidativa de los acidos a-ceto con la acil-CoA de cadena ramificada
correspondiente. Esta reaccion puede catalizarse mediante un complejo de acido a-ceto deshidrogenasa de cadena
ramificada (bkd; EC 1.2.4.4.) (Denoya et al., J. Bacteriol. 177:3504, 1995), que consiste en subunidades de E1a/B
(descarboxilasa), E2 (dihidrolipoil transacilasa) y E3 (dihidrolipoil deshidrogenasa). Estos complejos de acido a-ceto
deshidrogenasa de cadena ramificada son similares a los complejos de piruvato y a-cetoglutarato deshidrogenasa.
Cualquier microorganismo que posee brFA y/o crece sobre aminoacidos de cadena ramificada puede usarse como
fuente para aislar genes bkd para la expresion en células huésped, por ejemplo, E. coli. Ademas, E. coli tiene el
componente E3 como parte de su complejo de piruvato deshidrogenasa (Ipd, EC 1.8.1.4, registro de GenBank
NP_414658). Por tanto, puede ser suficiente expresar solo los genes E1a/p y E2 bkd. La tabla 3 enumera ejemplos
no limitativos de genes bkd de varios microorganismos que pueden introducirse y expresarse de manera
recombinante en una célula huésped para proporcionar precursores de acil-CoA de cadena ramificada.

Tabla 3: Genes bkd de microorganismos seleccionados

Organismo Gen n.° de registro de
GenBank
Streptomyces coelicolor | bkdA1 (E1a) | NP_628006
bkdB1 (E1p) | NP_628005
bkdC1 (E2) NP_638004
Streptomyces coelicolor | bkdA2 (E1a) | NP_733618
bkdB2 (E1p) | NP_628019
bkdC2 (E2) NP_628018
Streptomyces avermitilis | bkdA (E1a) | BAC72074
bkdB (E1b) | BAC72075
bkdC (E2) BAC72076
Streptomyces avermitilis | bkdF  (E1a) | BAC72088
bkdG (E1p) | BAC72089
bkdH (E2) BAC72090
Bacillus subtilis bkdAA (E1a) | NP_390288
bkdAB (E1p) | NP_390288
bkdB (E2) NP_390288
Pseudomonas putida bkdA1 (E1a) | AAAGS5614

bkdA2 (E1p) | AAABS615
bkdC (E2) AAAG5617

En otro ejemplo, puede elaborarse isobutiril-CoA en una célula huésped, por ejemplo en E. coli, mediante la
coexpresion de una crotonil-CoA reductasa (Ccr, EC 1.6.5.5, 1.1.1.1) e isobutiril-CoA mutasa (subunidad grande
IlcmA, EC 5.4.99.2; subunidad pequena IlcmB, EC 5.4.99.2) (Han y Reynolds, J. Bacteriol. 179:5157, 1997). Crotonil-
CoA es un producto intermedio en la biosintesis de acido graso en E. coli y otros microorganismos. En la tabla 4 se
enumeran ejemplos no limitativos de genes ccr e icm de microorganismos seleccionados.

Tabla 4: Genes ccr e icm de microorganismos seleccionados

Organismo Gen n.° de registro de
GenBank
Streptomyces coelicolor Ccer NP_630556

icmA NP_629554
icmB NP_630904
Streptomyces cinnamonensis ccr AAD53915
icmA AACO08713
icmB AJ246005

Ademas de la expresion de los genes bkd, el inicio de la biosintesis de brFA usa proteina portadora de j-cetoacil-acil
sintasa Ill (FabH, EC 2.3.1.41) con especificidad por acil-CoA de cadena ramificada (Li et al., J. Bacteriol. 187:3795-
3799, 2005). En la tabla se enumeran 5 ejemplos no limitativos de tales enzimas FabH. Pueden expresarse genes
fabH que estan implicados en la biosintesis de acido graso de cualquier microorganismo que contiene brFA en una
célula huésped. Las enzimas Bkd y FabH de células huésped que no producen de manera natural brFA pueden no
soportar la produccion de brFA. Por tanto, bkd y fabH pueden expresarse de manera recombinante. Pueden

26



10

15

20

25

ES 2696 773 T3

insertarse vectores que contienen los genes bkd y fabH en una célula huésped de este tipo. De manera similar, el
nivel endégeno de produccion de Bkd y FabH puede no ser suficiente para producir brFA. En este caso, pueden
sobreexpresarse. Ademas, otros componentes de la ruta de biosintesis de acido graso pueden expresarse o
sobreexpresarse, tales como proteinas portadoras de acilo (ACP) y proteina portadora B-cetoacil-acil sintasa Il (fabF,
EC 2.3.1.41) (en la tabla 5 se enumeran ejemplos no limitativos de candidatos). Ademas de expresar estos genes,
algunos genes en la biosintesis endégena de la ruta de &cido graso pueden atenuarse en la célula huésped (por
ejemplo, los genes de E. coli fabH (n.° de registro de GenBank NP_415609) y/o fabF (n.° de registro de GenBank
NP_415613)).

Tabla 5: Genes FabH, ACP y fabF de microorganismos seleccionados con brFA

Organismo Gen n.° de registro
de GenBank
Streptomyces coelicolor fabH1 NP_626634
ACP NP_626635
fabF NP 626636
Streptomyces avermitilis fabH3 NP_823466
fabC3 (ACP) NP_823467
fabF NP_823468
Bacillus subtilis fabH_A NP_389015
fabH_B NP_388898
ACP NP_389474
fabF NP_389016
Stenotrophomonas SmalDRAFT_0818 (FabH) | ZP_01643059
maltophilia SmalDRAFT_0821 (ACP) | ZP_01643063
SmalDRAFT_0822 (FabF) ZP_01643064
Legionella pneumophila FabH YP_123672
ACP YP_123675
fabF YP_123676

Formacién de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos ciclicos

Pueden producirse aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos ciclicos usando derivados de acidos grasos
ciclicos como sustratos. Para producir sustratos de derivado de acido graso ciclicos, pueden introducirse genes que
proporcionan precursores ciclicos (por ejemplo, las familias de genes ans, chc y plm) en la célula huésped y
expresarse para permitir el inicio de biosintesis de acido graso de precursores ciclicos. Por ejemplo, para convertir
una célula huésped, tal como E. coli, en una que puede sintetizar derivados de acidos grasos w-ciclicos (cyFA), un
gen que proporciona el precursor ciclico ciclohexilcarbonil-CoA (CHC-CoA) (Cropp et al., Nature Biotech. 18:980-
983, 2000) puede introducirse y expresarse en la célula huésped. Los ejemplos no limitativos de genes que
proporcionan CHC-CoA en E. coli incluyen: ansJ, anskK, ansL, chcA y ansM de la agrupacion de genes ansatrienina
de Streptomyces collinus (Chen et al., Eur. J. Biochem. 261: 98-107, 1999) o pImJ, pImK, pImL, chcA y pImM de la
agrupacion de genes de foslactomicina B de Streptomyces sp. HK803 (Palaniappan et al., J Biol. Chem. 278:35552-
35557, 2003) junto con el gen chcB (Patton et al., Biochem. 39:7595-7604, 2000) de S. collinus, S. avermitilis o S.
coelicolor (véase la tabla 6). Los genes enumerados en la tabla 5 pueden expresarse entonces para permitir el inicio
y la elongacion de acidos grasos w-ciclicos. Alternativamente, los genes homdlogos pueden aislarse a partir de
microorganismos que producen cyFA y expresados en una célula huésped (por ejemplo, E. coli).

Tabla 6: Genes para la sintesis de CHC-CoA

Organismo Gen n.° de registro
de GenBank
Streptomyces collinus ansJK U72144*
ansL
chcA
ansM
chcB AF268489
Streptomyces sp. HK803 pmlJK AAQ84158
pmiL AAQ84159
chcA AAQ84160
pmiM AAQ84161
Streptomyces coelicolor chcB/caiD | NP 629292
Streptomyces avermitilis chcB/caiD | NP_629292

*Solo se anota chcA en la entrada de GenBank U72144, ansJKLM son segun Chen et al. (Eur. J. Biochem. 261:98-
107, 1999).
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Los genes enumerados en la tabla 5 (fabH, ACP y fabF) permiten el inicio y la elongacién de derivados de acidos
grasos o-ciclicos porque tienen amplia especificidad de sustrato. Si la coexpresion de cualquiera de estos genes con
los genes enumerados en la tabla 6 no produce cyFA, entonces pueden aislarse homdlogos de fabH, ACP y/ o fabF
de microorganismos que producen cyFA (por ejemplo, los enumerados en la tabla 7) (por ejemplo, usando
cebadores de PCR de degeneracion o sondas de secuencia de ADN heterodlogas) y coexpresarse.

Tabla 7: Ejemplos no limitativos de microorganismos que contienen acidos grasos w-ciclicos

Organismo Referencia

Curtobacterium pusillum ATCC19096

Alicyclobacillus acidoterrestris ATCC49025

Alicyclobacillus acidocaldarius ATCC27009

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

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

Niveles de saturacién de aldehido, alcohol graso y alqueno

El grado de saturacion en derivados de acidos grasos puede controlarse regulando el grado de saturaciéon de
productos intermedios de derivado de acido graso. Las familias de genes sfa, gns y fab pueden expresarse o
sobreexpresarse para controlar la saturacion de acidos grasos. La figura 40 enumera ejemplos no limitativos de
genes en estas familias de genes que pueden usarse en los métodos y células huésped descritos en el presente
documento.

Las células huésped pueden modificarse por ingenieria genética para producir acidos grasos insaturados
modificando por ingenieria genética la célula huésped para sobreexpresar fabB o haciendo crecer la célula huésped
a bajas temperaturas (por ejemplo, menos de 37°C). FabB tiene preferencia sobre cis-33decenoil-ACP y da como
resultado producciéon de acido graso insaturado en E. coli. La sobreexpresion de fabB da como resultado la
produccién de un porcentaje significativo de acidos grasos insaturados (de Mendoza et al., J. Biol. Chem. 258:2098-
2101, 1983). El gen fabB puede insertarse en y expresarse en células huésped que no tienen de manera natural el
gen. Estos derivados de acidos grasos insaturados pueden usarse entonces como productos intermedios en células
huésped que se modifican por ingenieria genética para producir derivados de acidos grasos, tales como aldehidos
grasos, alcoholes grasos o alquenos.

En otros casos, un represor de la biosintesis de acido graso, por ejemplo, fabR (registro de GenBank NP_418398),
puede delecionarse, lo que dara como resultado una produccién aumentada de acido graso insaturado en E. coli
(Zhang et al., J. Biol. Chem. 277:15558, 2002). Pueden realizarse deleciones similares en otras células huésped.
Puede lograrse un aumento adicional de derivados de acidos grasos insaturados, por ejemplo, sobreexpresando
fabM (trans-2, cis-3-decenoil-ACP isomerasa, registro de GenBank DAAO05501) y expresion controlada de fabK
(trans-2-enoil-ACP reductasa I, registro de GenBank NP_357969) de Streptococcus pneumoniae (Marrakchi et al.,
J. Biol. Chem. 277: 44809, 2002), mientras se deleciona E. coli fabl (trans-2-enoil-ACP reductasa, registro de
GenBank NP_415804). En algunos ejemplos, el gen fabF enddgeno puede atenuarse, aumentado por tanto el
porcentaje de palmitoleato (C16:1) producido.

Oftros sustratos

Otros sustratos que pueden usarse para producir aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos en los métodos
descritos en el presente documento son acil-ACP, acil-CoA, un aldehido graso o un alcohol graso, que se describen
en, por ejemplo, el documento PCT/US08/058788. En la figura 40 se enumeran genes a modo de ejemplo que
pueden alterarse para expresar o sobreexpresar estos sustratos en células huésped. Otros genes a modo de
ejemplo se describen en el documento PCT/US08/058788.

Modificacion por ingenieria genética de células huésped para producir aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y
alquenos

Pueden usarse diversas células huésped para producir aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos, tal como
se describe en el presente documento. Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por
ejemplo, un polipéptido descrito en el presente documento puede expresarse en células bacterianas (tales como E.
coli), células de insecto, células de levadura o mamifero (tales como células de ovario de hamster chino (CHO),
células COS, células VERO, células BHK, células HelLa, células Cv1, células MDCK, células 293, células 3T3 o
células PC12). Otras células huésped a modo de ejemplo incluyen células de los miembros del género Escherichia,
Bacillus, Lactobacillus, Rhodococcus, Pseudomonas, Asperqillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium, Humicola,
Rhizomucor, Kluyveromyces, Pichia, Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes,
Chrysosporium, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces. Aun otras células huésped a
modo de ejemplo pueden ser una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una célula de Bacillus
stearothermophilus, una célula de Bacillus licheniformis, una célula de Bacillus alkalophilus, una célula de Bacillus
coagulans, una célula de Bacillus circulans, una célula de Bacillus pumilis, una célula de Bacillus thuringiensis, una
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célula de Bacillus clausii, una célula de Bacillus megaterium, una célula de Bacillus subtilis, una célula de Bacillus
amyloliquefaciens, una célula de Trichoderma koningii, una célula de Trichoderma viride, una célula de Trichoderma
reesei, una célula de Trichoderma longibrachiatum, una célula de Aspergillus awamori, una célula de Aspergillus
fumigates, una célula de Aspergillus foetidus, una célula de Aspergillus nidulans, una célula de Aspergillus niger, una
célula de Aspergillus oryzae, una célula de Humicola insolens, una célula de Humicola lanuginose, una célula de
Rhizomucor miehei, una célula de Mucor michei, una célula de Streptomyces lividans, una célula de Streptomyces
murinus o una célula de Actinomycetes.

Otros ejemplos no limitativos de células huésped son los enumerados en la tabla 1.

En una realizacién preferida, la célula huésped es una célula de E. coli. En una realizacion mas preferida, la célula
huésped es de las cepas de E. coli B, C, K o W. Otras células huésped adecuadas las conocen los expertos en la
técnica.

Pueden usarse diversos métodos bien conocidos en la técnica para modificar por ingenieria genética células
huésped para producir aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos. Los métodos incluyen el uso de vectores,
preferiblemente vectores de expresion, que contienen un acido nucleico que codifica para un polipéptido biosintético
de aldehido, alcohol graso, alcano y/o alqueno descrito en el presente documento, o una variante de polipéptido o
fragmento del mismo. Tal como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de
acido nucleico que puede transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un “plasmido”, que
se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales. Otro tipo
vector es un vector viral, en el que puede ligarse segmentos de ADN adicionales en el genoma viral. Determinados
vectores pueden realizar replicacion autbnoma en una célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores
bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores de mamiferos episomales). Otros vectores
(por ejemplo, vectores de mamiferos no episomales) se integran en el genoma de una célula huésped tras la
introduccion en la célula huésped y se replican de ese modo junto con el genoma huésped. Ademas, determinados
vectores, tales como vectores de expresién, pueden dirigir la expresién de genes a los que se unen de manera
operativa. En general, los vectores de expresién usados en técnicas de ADN recombinante estan a menudo en
forma de plasmidos. Sin embargo, también pueden usarse otras formas de vectores de expresion, tales como
vectores virales (por ejemplo, retrovirus de replicacion defectuosa, adenovirus y virus adenoasociados).

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

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

La expresién de polipéptidos en procariotas, por ejemplo, E. coli, se lleva a cabo con la mayor frecuencia con
vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de polipéptidos o bien de
fusién o bien no de fusion. Los vectores de fusién afaden varios aminoacidos a un polipéptido codificado en los
mismos, habitualmente en el extremo amino-terminal del polipéptido recombinante. Tales vectores de fusién sirven
normalmente para tres fines: (1) aumentar la expresion del polipéptido recombinante; (2) aumentar la solubilidad del
polipéptido recombinante; y (3) ayudar en la purificacion del polipéptido recombinante actuando como ligando en la
purificacién por afinidad. Con frecuencia, en vectores de expresion de fusidn, se introduce un sitio de escision
proteolitica en la unién del resto de fusidn y el polipéptido recombinante. Esto permite la separacion del polipéptido
recombinante del resto de fusion tras la purificacion del polipéptido de fusion. Los ejemplos de tales enzimas, y sus
secuencias de reconocimiento relacionadas, incluyen factor Xa, trombina y enterocinasa. Los vectores de expresion
de fusién a modo de ejemplo incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith et al., Gene 67:31-40 (1988)), pMAL
(New England Biolabs, Beverly, Mass.) y pRITS (Pharmacia, Piscataway, N.J.), que fusionan glutation S-transferasa
(GST), proteina de unidn a maltosa E o proteina A, respectivamente, al polipéptido recombinante diana.
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Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli inducibles, no de fusién, incluyen pTrc (Amann et al., Gene (1988)
69:301-315) y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press,
San Diego, Calif. (1990) 60-89). La expresion génica diana a partir del vector pTrc se basa en la transcripcion de
ARN polimerasa del huésped a partir de un promotor de fusion de trp-lac hibrido. La expresion génica diana a partir
del vector pET 11d se basa en la transcripcion de un promotor de fusién de gn10-lac de T7 mediada por una ARN
polimerasa viral coexpresada (gn1 de T7). Esta polimerasa viral se suministra por cepas huésped BL21(DE3) o
HMS174(DE3) a partir de un profago A residente que aloja un gen gn1 de T7 bajo el control transcripcional del
promotor lacUV 5.

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

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

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

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

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

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

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

En determinados métodos, se coexpresan un polipéptido biosintético de aldehido y un polipéptido biosintético de
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alcano o alqueno en una unica célula huésped. En métodos alternativos, se coexpresan un polipéptido biosintético
de aldehido y un polipéptido de alcohol deshidrogenasa en una unica célula huésped.

Proteinas de transporte

Las proteinas de transporte pueden exportar polipéptidos e hidrocarburos (por ejemplo, aldehidos, alcanos y/o
alquenos) fuera de una célula huésped. Muchas proteinas de transporte y eflujo sirven para excretar una amplia
variedad de compuestos y pueden modificarse de manera natural para ser selectivas para tipos particulares de
hidrocarburos.

Ejemplos no limitativos de proteinas de transporte adecuadas son proteinas de transporte de casete de uniéon a ATP
(ABC), proteinas de eflujo y proteinas transportadoras de acidos grasos (FATP). Los ejemplos no limitativos
adicionales de proteinas de transporte adecuadas incluyen las proteinas de transporte de ABC de organismos tales
como Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thalania, Alkaligenes eutrophus y Rhodococcus erythropolis. Las
proteinas de transporte de ABC a modo de ejemplo que pueden usarse se enumeran en la figura 40 (por ejemplo,
CER5, AtMRP5, AmiS2 y AtPGP1). También pueden elegirse células huésped por su capacidad endoégena para
secretar hidrocarburos. La eficacia de la produccion de hidrocarburos y secrecion en el entorno de la célula huésped
(por ejemplo, medio de cultivo, caldo de fermentacién) puede expresarse como una razén de producto intracelular
con respecto a producto extracelular. En algunos ejemplos, la razén puede ser de aproximadamente 5:1, 4:1, 3:1,
2:1,1:1,1:2,1:3,1:4 6 1:5.

Fermentacion

La produccién y el aislamiento de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos puede potenciarse empleando
técnicas de fermentacion beneficiosas. Un método para maximizar la produccion al tiempo que se reducen los
costes es aumentar el porcentaje de la fuente de carbono que se convierte en productos de hidrocarburo.

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

Los genes que pueden activarse para detener la replicacién y el crecimiento celular en E. coli incluyen genes
umuDC. La sobreexpresion de genes umuDC detiene la progresion desde la fase estacionaria hasta el crecimiento
exponencial (Murli et al., J. of Bact. 182: 1127, 2000). UmuC es una ADN polimerasa que puede llevar a cabo la
sintesis translesion sobre lesiones no codificantes (la base mecanistica de la mayoria de las mutagénesis por UV y
quimicas). Los productos del gen umuDC estan implicados en el proceso de sintesis translesion y también sirven
como un punto de control de dafio de la secuencia de ADN. Los productos del gen umuDC incluyen UmuC, UmuD,
umuD’, UmuD’2C, UmuD’2 y UmuD2. Simultaneamente, pueden activarse genes que producen productos,
minimizando asi la necesidad de usar rutas de replicacion y mantenimiento mientras se prepara un aldehido, alcano
y/o alqueno. También pueden modificarse por ingenieria células huésped para expresar umuC y umuD de E. coli en
pBAD24 bajo el sistema del promotor prpBCDE mediante sintesis de novo de este gen con los genes de produccion
de producto final apropiados.

El porcentaje de carbonos introducidos convertidos en aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos puede ser
un impulsor de coste. Cuanto mas eficaz es el proceso (es decir, mayor es el porcentaje de carbonos introducidos
convertidos en aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos), menos caro sera el proceso. Para fuentes de
carbono que contienen oxigeno (por ejemplo, fuentes a base de glucosa y otros hidratos de carbono), el oxigeno
debe liberarse en forma de didxido de carbono. Por cada 2 atomos de oxigeno liberados, también se libera un atomo
de carbono conduciendo a una eficacia metabdlica tedrica maxima de aproximadamente el 34% (p/p) (para
productos derivados de acidos grasos). Sin embargo, esta cifra cambia para otros productos de hidrocarburo y
fuentes de carbono. Las eficacias tipicas en la bibliografia son aproximadamente inferiores al 5%. Las células
huésped modificadas por ingenieria genética para producir aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos
pueden tener una eficacia superior a aproximadamente el 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 y 30%. En un ejemplo, las células
huésped pueden mostrar una eficacia de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25%. En otros ejemplos,
tales células huésped pueden mostrar una eficacia de aproximadamente el 25% a aproximadamente el 30%. En
otros ejemplos, las células huésped pueden mostrar una eficacia superior al 30%.

La célula huésped puede modificarse por ingenieria genética adicionalmente para expresar celulosomas
recombinantes, tales como los descritos en la solicitud de PCT numero PCT/US2007/003736. Estos celulosomas
pueden permitir que la célula huésped use material celulésico como fuente de carbono. Por ejemplo, la célula
huésped puede modificarse por ingenieria genética adicionalmente para expresar invertasas (EC 3.2.1.26) de modo
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que puede usarse sacarosa como fuente de carbono. De manera similar, la célula huésped puede modificarse por
ingenieria genética usando las ensefianzas descritas en las patentes estadounidenses n.°® 5.000.000; 5.028.539;
5.424.202; 5.482.846 y 5.602.030; de modo que la célula huésped puede asimilar carbono eficazmente y usar
materiales celulésicos como fuentes de carbono.

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

Para la produccién a pequefia escala, las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden hacerse
crecer en lotes de, por ejemplo, aproximadamente 100 ml, 500 ml, 1 I, 2 I, 51, o 10 I; fermentarse; e inducirse para
expresar aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos deseados basandose en los genes especificos
codificados en los plasmidos apropiados. Por ejemplo, pueden incubarse células de E. coli BL21 (DE3) que llevan
pBAD24 (con resistencia a ampicilina y la ruta de sintesis de aldehido, alcohol graso, alcano o alqueno) asi como
pUMVC1 (con resistencia a kanamicina y el sistema de sobreexpresion de acetil-CoA/malonil-CoA) durante la noche
en matraces de 2 | a 37°C agitados a > 200 rpm en 500 ml de medio LB complementado con ampicilina 75 pg/ml y
kanamicina 50 pg/ml hasta que los cultivos alcancen una DOsoo de > 0,8. Tras lograr una DOeoo de > 0,8, las células
pueden complementarse con propionato de sodio 25 mM (pH 8,0) para activar los sistemas de genes modificados
por ingenieria genética para la produccién y para detener la proliferacion celular activando las proteinas UmuC vy
UmuD. Puede realizarse induccion durante 6 h a 30°C. Tras la incubacion, los medios pueden examinarse para
determinar aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos usando CG-EM.

Para produccién a gran escala, las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden hacerse crecer en
lotes de 10 I, 100 I, 1000 I, o mayores; fermentarse; e inducirse para expresar aldehidos, alcoholes grasos, alcanos
y/o alquenos deseados basandose en los genes especificos codificados en los plasmidos apropiados. Por ejemplo,
pueden incubarse células de E. coli BL21 (DE3) que llevan pBAD24 (con resistencia a ampicilina y la ruta de sintesis
de aldehido y/o alcano) asi como pUMVC1 (con resistencia a kanamicina y el sistema de sobreexpresion de acetil-
CoA/malonil-CoA) a partir de un cultivo de siembra de 500 ml para fermentaciones de 10 | (5 | para fermentaciones
de 100 I, etc.) en medios LB (libres de glicerol) con kanamicina 50 ug/ml y ampicilina 75 ug/ml a 37°C, y agitarse a
> 200 rpm hasta que los cultivos alcancen una DOeoo de > 0,8 (normalmente 16 h). Pueden complementarse los
medios continuamente para mantener propionato de sodio 25 mM (pH 8,0) para activar los sistemas de genes
modificados por ingenieria genética para la produccion y para detener la proliferacion celular activando las proteinas
umuC y umuD. Pueden complementarse los medios continuamente con glucosa para mantener una concentracion
de 25 g/100 ml.

Tras la primera hora de induccién, pueden retirarse alicuotas de no mas del 10% del volumen celular total cada hora
y permitirse que se asienten sin agitacion para permitir que los aldehidos, alcanos y/o alquenos afloren a la
superficie y experimenten una separacion de fase espontanea. Entonces puede recogerse el componente de
aldehido, alcoholes grasos, alcano y/o alqueno, y devolverse la fase acuosa a la camara de reaccién. La camara de
reaccion puede operarse de manera continua. Cuando la DOeoo cae por debajo de 0,6, las células pueden sustituirse
por un nuevo lote hecho crecer a partir de un cultivo de siembra.

Produccién de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alguenos usando métodos libres de células

En algunos métodos descritos en el presente documento, puede producirse un aldehido, alcoholes grasos, alcano
y/o alqueno usando un polipéptido purificado descrito en el presente documento y un sustrato descrito en el presente
documento. Por ejemplo, una célula huésped puede modificarse por ingenieria genética para expresar polipéptido
biosintético de aldehido, alcoholes grasos, alcano y/o alqueno o variante tal como se describe en el presente
documento. La célula huésped puede cultivarse en condiciones adecuadas para permitir la expresion del polipéptido.
Pueden generarse entonces extractos libres de células usando métodos conocidos. Por ejemplo, las células
huésped pueden lisarse usando detergentes o mediante sonicacién. Los polipéptidos expresados pueden purificarse
usando métodos conocidos. Tras obtener los extractos libres de células, pueden anadirse los sustratos descritos en
el presente documento a los extractos libres de células y mantenerse en condiciones que permitan la conversion de
los sustratos en aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos. Los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o
alquenos pueden entonces separarse y purificarse usando técnicas conocidas.

Procesamiento tras la produccion

Los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos producidos durante la fermentacion pueden separarse de los
medios de fermentacién. Puede usarse cualquier técnica conocida para separar aldehidos, alcoholes grasos,
alcanos y/o alquenos de medios acuosos. Un procedimiento de separacién a modo de ejemplo es un procedimiento
de separacion de dos bases (bifasico). Este procedimiento implica fermentar las células huésped modificadas por
ingenieria genética en condiciones suficientes para producir un aldehido, alcoholes grasos, alcano y/o alqueno,
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permitiendo que el aldehido, alcoholes grasos, alcano y/o alqueno se recojan en una fase organica, y separando la
fase organica del caldo de fermentacion acuoso. Este método puede practicarse en un entorno de fermentacion
tanto discontinua como continua.

La separacién bifasica usa la inmiscibilidad relativa de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos para
facilitar la separacion. Inmiscible se refiere a la incapacidad relativa de un compuesto para disolverse en agua y se
define por el coeficiente de reparto del compuesto. Un experto habitual en la técnica apreciara que al elegir un caldo
de fermentacion y fase organica, de modo que el aldehido, alcano y/o alqueno que esta produciéndose tenga un alto
valor de logP, el aldehido, alcano y/o alqueno pueden separarse en la fase organica, incluso a concentraciones muy
bajas, en el recipiente de fermentacion.

Los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos producidos por los métodos descritos en el presente
documento pueden ser relativamente inmiscibles en el caldo de fermentacion, asi como en el citoplasma. Por tanto,
el aldehido, alcoholes grasos, alcano y/o alqueno pueden recogerse en una fase organica o bien de manera
intracelular o bien extracelular. La recogida de los productos en la fase organica puede reducir el impacto del
aldehido, alcoholes grasos, alcano y/o alqueno sobre la funcion celular y puede permitir que la célula huésped
produzca mas producto.

Los métodos descritos en el presente documento pueden dar como resultado la produccion de compuestos
homogéneos en los que al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 95% de los aldehidos,
alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos producidos tendran longitudes de la cadena de carbono que varian en
menos de aproximadamente 6 carbonos, menos de aproximadamente 4 carbonos, 0 menos de aproximadamente 2
carbonos. Estos compuestos también pueden producirse con un grado relativamente uniforme de saturacion. Estos
compuestos pueden usarse directamente como combustibles, aditivos de combustible, productos quimicos
especializados, materiales de partida para la produccion de otros compuestos quimicos (por ejemplo, polimeros,
tensioactivos, plasticos, textiles, disolventes, adhesivos, etc.), o aditivos de productos de cuidado personal. Estos
compuestos también pueden usarse como materia prima para reacciones posteriores, por ejemplo, hidrogenacion,
craqueo catalitico (por medio de hidrogenacion, pirdlisis, o0 ambas), para producir otros productos.

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

Composiciones de combustible y composiciones de productos quimicos especializados

Los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos descritos en el presente documento pueden usarse como o
convertirse en un combustible o como un producto quimico especializado. Un experto habitual en la técnica
apreciara que, segun el fin previsto del combustible o producto quimico especializado, pueden producirse y usarse
diferentes aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos. Por ejemplo, un aldehido, alcohol graso, alcano y/o
alqueno ramificado puede ser deseable para combustible de automdviles que pretende usarse en climas frios.
Ademas, cuando los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos descritos en el presente documento se usan
como materia prima para la produccién de combustible o producto quimico especializado, un experto habitual en la
técnica apreciara que las caracteristicas de la materia prima de aldehido, alcohol graso, alcano y/o alqueno
afectaran a las caracteristicas del combustible o producto quimico especializado producido. Por tanto, las
caracteristicas del producto de combustible o producto quimico especializado pueden seleccionarse produciendo
aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos particulares para su uso como materia prima.

Usando los métodos descritos en el presente documento, pueden producirse biocombustibles que tienen calidades
de combustible deseadas a partir de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos. Aldehidos, alcoholes
grasos, alcanos y/o alquenos producidos de manera bioldgica representan una nueva fuente de biocombustibles,
que pueden usarse como carburante, diésel o gasolina. Algunos biocombustibles elaborados usando aldehidos,
alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos no se han producido a partir de fuentes renovables y son nuevas
composiciones de materia. Estos nuevos combustibles o productos quimicos especializados pueden distinguirse de
combustibles o productos quimicos especializados derivados de carbono petroquimico basandose en la huella de
carbono isotépico doble. Ademas, la fuente especifica de carbono de fuentes biolégicas (por ejemplo, glucosa frente
a glicerol) puede determinarse mediante la huella de carbono isotdpico doble (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 7.169.588, en particular col. 4, linea 31, a col. 6, linea 8).

Los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos y los biocombustibles, productos quimicos especializados y
mezclas asociados pueden distinguirse de sus homologos derivados de productos petroquimicos basandose en
14C (fw) y huella de carbono isotopico doble. En algunos ejemplos, el aldehido, alcohol graso, alcano y/o alqueno en
la composicion de biocombustible pueden tener una fraccion de carbono moderno (fu'#C) de, por ejemplo, al menos
aproximadamente 1,003, 1,010 6 1,5.
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En algunos ejemplos, puede elaborarse una composicion de biocombustible que incluye aldehidos, alcoholes
grasos, alcanos y/o alquenos que tienen §'3C de desde aproximadamente -15,4 hasta aproximadamente -10,9,
donde los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos representan al menos aproximadamente el 85% de
material de fuentes bioldgicas (es decir, derivado a partir de un recurso renovable, tal como biomasa, materiales
celuldsicos y azucares) en la composicion.

La capacidad para distinguir estos productos derivados de manera biolégica es beneficiosa para monitorizar estos
materiales en el mercado. Por ejemplo, combustibles o productos quimicos especializados que comprenden tanto
perfiles de isoétopo de carbono derivados de manera biolégica como a base de petréleo pueden distinguirse de
combustibles y productos quimicos especializados elaborados Unicamente por materiales a base de carbono. Por
tanto, los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos descritos en el presente documento pueden seguirse en
el mercado o identificarse en el mercado basandose en su perfil Unico. Ademas, pueden identificarse otros
materiales competidores como derivados de manera bioldgica o derivados de una fuente petroquimica.

Se usan aditivos de combustible para potenciar el rendimiento de un combustible o motor. Por ejemplo, pueden
usarse aditivos de combustible para alterar el punto de congelacién/gelificacion, punto de turbidez, poder de
lubricacion, viscosidad, estabilidad oxidativa, calidad de ignicién, nivel de octano y/o punto de inflamacién. En los
Estados Unidos, todos los aditivos de combustible deben registrarse en la Agencia de Proteccion Ambiental. Los
nombres de los aditivos de combustible y las empresas que comercializan los aditivos de combustible estan
disponibles publicamente contactando con la EPA o viendo la pagina web de la agencia. Un experto habitual en la
técnica apreciara que los biocombustibles a base de aldehido y/o alcano descritos en el presente documento pueden
mezclarse con uno o mas aditivos de combustible para conferir una calidad deseada.

Los biocombustibles a base de aldehido, alcoholes grasos, alcano y/o alqueno descritos en el presente documento
pueden mezclarse con otros combustibles, tales como diversos alcoholes, tales como etanol y butanol, y productos
derivados de petrdleo, tales como gasolina, diésel o carburante.

En algunos ejemplos, la mezcla puede incluir al menos aproximadamente el 10%, el 15%, el 20%, el 30%, el 40%, el
50% o el 60% en peso del aldehido, alcoholes grasos, alcano, o alqueno. En otros ejemplos, puede elaborarse una
composicion de biocombustible que incluye al menos aproximadamente el 5%, el 10%, el 20%, el 30%, el 40%, el
50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90% o el 95% de un aldehido, alcoholes grasos, alcano o alqueno que
incluyen una cadena de carbono que es de 8, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 6 22 carbonos de longitud.
Tales composiciones de biocombustible puede incluir ademas al menos un aditivo seleccionado de un aditivo de
reduccion del punto de turbidez que puede reducir el punto de turbidez hasta menos de aproximadamente 5°C, o
0°C; un tensioactivo; una microemulsién; al menos aproximadamente el 5%, el 10%, el 15%, el 20%, el 30%, el 40%,
el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90% o el 95% de combustible diésel a partir de triglicéridos; gasolina
derivada de petroéleo; o combustible diésel a partir de petréleo.

Ejemplos

La invencién se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencién
descrita en las reivindicaciones.

Ejemplo 1. Deteccion y verificacion de la biosintesis de alcanos en cianobacterias seleccionadas

Se seleccionaron siete cianobacterias, cuyas secuencias de genoma completo estan disponibles publicamente, para
la verificacion y/o deteccion de la biosintesis de alcanos: Synechococcus elongatus PCC7942, Synechococcus
elongatus PCC6301, Anabaena variabilis ATCC29413, Synechocystis sp. PCC6803, Nostoc punctiforme PCC73102,
Gloeobacter violaceus ATCC 29082 y Prochlorococcus marinus CCMP1986. Soélo las tres primeras cepas
cianobacterianas de esta lista se habia notificado anteriormente que contenian alcanos (Han et al., J. Am. Chem.
Soc. 91:5156-5159 (1969); Fehler et al., Biochem. 9:418-422 (1970)). Las cepas se hicieron crecer de manera
fotoautotréfica en matraces de agitacion en 100 ml de los medios apropiados (enumerados en la tabla 8) durante 3-7
dias a 30°C a una intensidad de luz de aproximadamente 3.500 lux. Se extrajeron las células para la deteccién de
alcanos tal como sigue: se centrifugaron células a partir de un volumen de cultivo de 1 ml durante 1 min a 13.000
rpm, se resuspendieron los sedimentos celulares en metanol, se agitaron con vértex durante 1 min y luego se
sonicaron durante 30 min. Tras la centrifugacion durante 3 min a 13.000 rpm, se transfirieron los sobrenadantes a
viales nuevos y se analizaron mediante CG-EM. Se analizaron las muestras o bien en una columna capilar DP-5 30
m (diametro interno de 0,25 mm) o bien en una columna DP-5 30 m de alta temperatura (diametro interno de 0,25
mm) usando el siguiente método.

Tras una inyeccion sin division de 1 pl (temperatura de entrada mantenida a 300°C) sobre la columna de CG/EM, se
mantuvo el horno a 100°C durante 3 min. Se elevé la temperatura hasta 320°C a una velocidad de 20°C/min. Se
mantuvo el horno a 320°C durante 5 min adicionales. La velocidad de flujo del gas portador helio fue de 1,3 ml/min.
El cuadrupolo de EM realizé un barrido desde 50 hasta 550 m/z. Se compararon los tiempos de retencién y patrones
de fragmentacién de picos de producto con referencias auténticas para confirmar la identidad de pico.

De las siete cepas, seis producian principalmente heptadecano y una producia pentadecano (P. marinus
CCMP1986); una de estas cepas producia metil-heptadecano ademas de heptadecano (A. variabilis ATCC29413)
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(véase la tabla 8). Por tanto, se verifico la biosintesis de alcanos en tres cianobacterias notificadas previamente, y se
detectd biosintesis de alcanos en cuatro cianobacterias que no se sabia previamente que producian alcanos: P.
marinus CCMP1986 (véase la figura 1), N. punctiforme PCC73102 (véase la figura 2), G. violaceus ATCC 29082
(véase la figura 3) y Synechocystis sp. PCC6803 (véase la figura 4).

La figura 1A representa el trazo de CG/EM de células de Prochlorococcus marinus CCMP1986 extraidas con
metanol. El pico a 7,55 min tenia el mismo tiempo de retencion que pentadecano (Sigma). En la figura 1B, se
muestra el patron de fragmentacion de masas del pico de pentadecano. El pico 212 corresponde al peso molecular
de pentadecano.

La figura 2A representa el trazo de CG/EM de células de Nostoc punctiforme PCC73102 extraidas con metanol. El
pico a 8,73 min tiene el mismo tiempo de retencion que heptadecano (Sigma). En la figura 2B, se muestra el patrén
de fragmentacion de masas del pico de heptadecano. El pico 240 corresponde al peso molecular de heptadecano.

La figura 3A representa el trazo de CG/EM de células de Gloeobaceter violaceus ATCC29082 extraidas con
metanol. El pico a 8,72 min tiene el mismo tiempo de retencidon que heptadecano (Sigma). En la figura 3B, se
muestra el patron de fragmentacion de masas del pico de heptadecano. El pico 240 corresponde al peso molecular
de heptadecano.

La figura 4A representa el trazo de CG/EM de células de Synechocystic sp. PCC6803 extraidas con metanol. El pico
a 7,36 min tiene el mismo tiempo de retencidon que heptadecano (Sigma). En la figura 4B, se muestra el patron de
fragmentacion de masas del pico de heptadecano. El pico 240 corresponde al peso molecular de heptadecano.

Tabla 8: Hidrocarburos detectados en cianobacterias seleccionadas

Cianobacteria N.°de la Genoma Medio Alcanos
ATCC
Notificado Verificado?
Synechococcus elongatus PCC7942 27144 2,7 Mb BG-11 C17:0 C17:0,
C15:0
Synechococcus elongatus PCC6301 33912 2,7 Mb BC-11 C17:0 C17:0,
C15:.0
Anabaena variabilis 29413 6,4 Mb BG-11 C17:0, 7- u 8- C17:0, Me-
Me-C17:0 C17:0
Synechocystis sp.PCC6803 27184 3,5 Mb BG-11 - C17:0,
C15:0
Prochlorococcus marinus CCMP 1986 - 1,7 Mb - - C15:0
Nostoc punctiforme PCC73102 29133 9,0 Mb ATCC819 - C17:0
Glocobacter violaccus 29082 4.6 Mb BG11 - C17:0
' Las células para la extraccion fueron un regalo de Jacob Waldbauer (MIT)
2 el hidrocarburo principal esta en negrita |

El analisis gendémico produjo dos genes que estaban presentes en las cepas productoras de alcanos. Los
homodlogos de Synechococcus elongatus PCC7942 de estos genes se representan en la tabla 9 y son
Synpcc7942_1593 (SEQ ID NO: 1) y Synpcc7942_1594 (SEQ ID NO: 65).

Tabla 9: Genes cianobacterianos productores de alcanos

ID de objeto Etig. de Registrode | Nombre |Longitud COG Pfam InterPro Notas
génico locus Genbank del gen
637800026 Synpcc YP_400610 | Proteina 231 aa - pfam02915 |IPR009078 |Rubreritrina de tipo
7942_1593 hipotética IPR003251 [ferritina/ribonucledétido
reductasa

637800027 Synpcc YP_400611 | Proteina 341 aa |COG5322 [pfam00106 [IPR000408 |Deshidrogenasa de
7942_1594 hipotética IPR016040 |cadena corta de union
IPR002198 |a deshidrogenasa
NAD(P) predicha

Ejemplo 2. La delecion de los genes sll0208 y sll0209 en Synechocystis sp. PCC6803 conduce a pérdida de
biosintesis de alcanos

Los genes que codifican para la supuesta descarbonilasa (sll0208; NP_442147) (SEQ ID NO: 3) y enzima
generadora de aldehido (sll0209; NP_442146) (SEQ ID NO: 67) de Synechocystis sp. PCC6803 se delecionaron tal
como sigue. Se amplificé aproximadamente 1 kb de ADN flanqueante en el sentido de 5’ y en el sentido de 3
usando el cebador sll0208/9-KO1 (CGCGGATCCCTTGATTCTACTGCGGCGAGT) con cebador sll0208/9-KO2
(CACGCACCTAGGTTCACACTCCCATGGTATAACAGGGGCGTTGGACTCC TGTG) y cebador sll0208/9-KO3
(GTTATACCATGGGAGTGTGAACCTAGGTGCGTGGCCGACAGGATAGGG-CGTGT) con cebador sll0208/9-KO4
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(CGCGGATCCAACGCATCCTCACTAGTCGGG), respectivamente. Se usaron los productos de PCR en una PCR
cruzada con cebadores sll0208/9-KO1 y sll0208/9-KO4 para amplificar el casete de delecion de sll0208/sl10209 de
aproximadamente 2 kb, que se clond en el sitio BamHI del vector de clonacion pUC 19. Entonces se amplificé un
casete de resistencia a kanamicina (aph, KanR) a partir del plasmido pRL27 (Larsen et al., Arch. Microbiol. 178:193
(2002)) usando los cebadores Kan-aph-F (CATGCCATGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTG) y Kan-aph-R
(CTAGTCTAGAGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGAA), que entonces se cortd con Ncol y Xbal y se cloné en los sitios
Ncol y Avrll del casete de delecion sll0208/sll0209, creando un casete de insercion de KanR con delecion de
s110208/s110209 en pUC 19. El vector que contiene el casete, que no se replica en cianobacterias, se transformé en
Synechocystis sp. PCC6803 (Zang et al., 2007, J. Microbiol., vol. 45, pags. 241) y se seleccionaron transformantes
(por ejemplo, integrantes cromosémicos mediante recombinacion homologa doble) en placas de agar BG-11 que
contenian kanamicina 100 pg/ml en un incubador equipado con luz a 30°C. Volvieron a sembrarse en estria colonias
resistentes a kanamicina una vez y luego se sometieron a andlisis genotipico usando PCR con cebadores de
diagnostico.

Se cultivaron mutantes de insercion con delecion confirmada en 12 ml de medio BG11 con kanamicina 50 pg/ml
durante 4 dias a 30°C en un incubador-agitador equipado con luz. Entonces se centrifugé 1 ml de caldo (1 min a
13.000 g) y se extrajeron los sedimentos celulares con 0,1 ml de metanol. Tras la extraccion, se centrifugaron de
nuevo las muestras y se sometieron los sobrenadantes a andlisis de CG-EM tal como se describio en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 5, las cepas de Synechocystis sp. PCC6803 en las que se delecionaron los genes
sll0208 y sll0209 perdieron su capacidad para producir heptadeceno y octadecenal. Este resultado demuestra que
los genes sll0208 y sll0209 en Synechocystis sp. PCC6803 y los genes ortdlogos en otras cianobacterias (véase la
tabla 1) son responsables de la biosintesis de alcanos y aldehidos grasos en estos organismos.

Ejemplo 3. Produccién de aldehidos grasos y alcoholes grasos en E. coli a través de expresion heterdloga de
orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942

Se amplificé el ADN genémico que codifica para orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400611;
supuesta enzima generadora de aldehido) (SEQ ID NO: 65) y se clond en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80
(derivado de pCL1920) bajo el control del promotor Pic. Se transformé el constructo resultante (“OP80-
PCC7942_1594") en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 con glucosa al 1%
(p/v) como fuente de carbono y complementado con espectinomicina 100 pg/ml. Cuando el cultivo alcanzé una
DOesoo de 0,8-1,0, se indujo con IPTG 1 mM y se hicieron crecer las células durante 18-20 h adicionales a 37°C. Se
extrajeron células a partir de 0,5 ml de cultivo con 0,5 ml de acetato de etilo. Tras la sonicacion durante 60 min, se
centrifugd la muestra a 15.000 rpm durante 5 min. Se analizé la capa de disolvente mediante CG-EM tal como se
describié en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 6, células de E. coli transformadas con el vector que lleva orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 produjeron los siguientes aldehidos grasos y alcoholes grasos: hexadecanal,
octadecenal, tetradecenol, hexadecenol, hexadecanol y octadecenol. Este resultado indica que orf1594 de PCC7942
(i) genera aldehidos in vivo como posibles sustratos para la descarbonilacién y (ii) puede reducir acil-ACP como
sustratos, que son la forma mas abundante de acidos grasos activados en células de E. coli silvestres. Por tanto, la
enzima se denominé acil-ACP reductasa. In vivo, los aldehidos grasos aparentemente se reducen adicionalmente a
los correspondientes alcoholes grasos mediante una actividad aldehido reductasa de E. coli enddgena.

Ejemplo 4. Produccién de aldehidos grasos y alcoholes grasos en E. coli a través de expresion heterdloga de
cce 1430 de Cyanothece sp. ATCC51142

Se amplifico el ADN gendmico que codifica para cce_1430 de Cyanothece sp ATCC51142 (YP_001802846;
supuesta enzima generadora de aldehido) (SEQ ID NO: 69) y se clond en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80
(derivado de pCL1920) bajo el control del promotor Pwc. Se transformé el constructo resultante en E. coli MG1655 y
se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 con glucosa al 1% (p/v) como fuente de carbono y
complementado con espectinomicina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se
analizaron mediante CG-EM tal como se describi6 en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 7, células de E. coli transformadas con el vector que lleva cce_1430 de
Cyanothece sp ATCC51142 produjeron los siguientes aldehidos grasos y alcoholes grasos: hexadecanal,
octadecenal, tetradecenol, hexadecenol, hexadecanol y octadecenol. Este resultado indica que cce_1430 de
ATCC51142 (i) genera aldehidos in vivo como posibles sustratos para la descarbonilacién y (ii) puede reducir acil-
ACP como sustratos, que son la forma mas abundante de acidos grasos activados en células de E. coli silvestres.
Por tanto, esta enzima es también una acil-ACP reductasa.

Ejemplo 5. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y orf1593 de Synechococcus elongatus PCC7942

Se amplificd el ADN gendomico que codifica para orf1593 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400610;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 1) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
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pACYC) bajo el control del promotor Pyc. Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100
ug/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describid en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 8, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y PCC7942_1593 de S. elongatus produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes grasos que
en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que PCC7942_1593 en E. coli
convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido
graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 6. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresidon heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102

Se amplificé el ADN gendmico que codifica para Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00108838;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 5) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pwc. Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 ug/ml y carbenicilina 100 ug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describid en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 9, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes
grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno. Este resultado
indica que Npun02004178 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y octadecenal en tridecano,
pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso descarbonilasa
activa.

Ejemplo 7. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresién heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 vy sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803

Se amplificd el ADN gendomico que codifica para sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442147; supuesta
descarbonilasa) (SEQ ID NO: 3) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el
control del promotor Ptc. Se cotransformo el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se
hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 ug/ml y
carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-
EM tal como se describi6 en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 10, células de E. coli contransformadas con los vectores que llevan
PCC7942_1594 de S. elongatus y sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803 produjeron los mismos aldehidos grasos y
alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que
Npun02004178 en E. coli convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y
por tanto es una aldehido graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 8. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresién heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y alr5283 de Nostoc sp. PCC7210

Se amplificé el ADN gendmico que codifica para alr5283 de Nostoc sp. PCC7210 (NP_489323; supuesta
descarbonilasa) (SEQ ID NO: 7) y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el
control del promotor Ptc. Se cotransformo el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se
cultivaron las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 ug/ml y carbenicilina
100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como
se describi6 en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 11, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y alr5283 Nostoc sp. de PCC7210 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes grasos que
en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que alr5283 en E. coli convierte
hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso
descarbonilasa activa.

Ejemplo 9. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresién heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y AM1 _4041de Acaryochloris marina MBIC11017

Se optimizaron los codones del ADN gendémico que codifica para AM1_4041 de Acaryochloris marina MBIC11017
(YP_001518340; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 9) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO: 46), se
sintetizo y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Ptrc.
Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las
células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 ug/ml. Se
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cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describi6 en
el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 12, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y AM1_4041 de A. marina MBIC11017 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes grasos
que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que
AM1_4041 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y octadecenal en tridecano, pentadeceno,
pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 10. Produccién de alcanos y alguenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y BP-1 111313 de Thermosynechococcus elongatus

Se optimizaron los codones del ADN gendmico que codifica para BP-1 tl11313 de Thermosynechococcus elongatus
(NP_682103; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 11) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO: 47), se sintetiz6
y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pc. Se
cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las células a
37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pug/ml. Se cultivaron
las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describié en el
ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 13, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y BP-1 111313 de T. elongatus produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes grasos que en el
ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que tll1313 en E. coli convierte
hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso
descarbonilasa activa.

Ejemplo 11. Producciéon de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y CYA 0415 de Synechococcus sp. JA-3-3Ab

Se optimizaron los codones del ADN gendmico que codifica para CYA_0415 de Synechococcus sp. JA-3-3Ab
(YP_473897; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 13) para la expresion en E. coli (SEQ ID NO: 48), se sintetizo y
se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pyc. Se
cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las células a
37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 ug/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron
las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describié en el
ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 14, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y CYA_0415 de Synechococcus sp. JA-3-3Ab produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes
grasos que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que Npun02004178 en
E. coli convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una
aldehido graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 12. Producciéon de alcanos y alguenos en E. coli a través de expresion heteréloga de orf1594
Synechococcus elongatus PCC7942 vy gll3146 de Gloeobacter violaceus PCC7421

Se amplific6 el ADN gendmico que codifica para gll3146 de Gloeobacter violaceus PCC7421 (NP_926092; supuesta
descarbonilasa) (SEQ ID NO: 15) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo
el control del promotor Pwc. Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y
se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y
carbenicilina 100 ug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-
EM tal como se describid en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 15, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y gll3146 de G. violaceus PCC7421 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes grasos que
en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que gll3146 en E. coli convierte
hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso
descarbonilasa activa.

Ejemplo 13. Producciéon de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y PMT1231 de Prochlorococcus marinus MIT9313

Se optimizaron los codones del ADN genémico que codifica para PMT1231 de Prochlorococcus marinus MIT9313
(NP_895059; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 17) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO: 49), se sintetizo
y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Puc. Se
cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las células a
37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 ug/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron
las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describié en el
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ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 16, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y PMT1231 de P. marinus MIT9313 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes grasos que
en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que PMT 1231 en E. coli convierte
hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso
descarbonilasa activa.

Ejemplo 14. Produccién de alcanos y alguenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y PMMO0532 de Prochlorococcus marinus CCMP1986

Se amplificé el ADN gendmico que codifica para PMM0532 de Prochlorococcus marinus CCMP1986 (NP_892650;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 19) y se clon6 en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pwc. Se cotransformd el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 ug/ml y carbenicilina 100 ug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describid en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 17, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
S. elongatus y PMM0532 de P. marinus CCMP1986 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes grasos que
en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que PMM0532 en E. coli convierte
hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso
descarbonilasa activa.

Ejemplo 15. Producciéon de alcanos y alqguenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y PMN2A 1863 de Prochlorococcus marinus NATL2A

Se optimizaron los codones del ADN gendmico que codifica para PMN2A_1863 de Prochlorococcus marinus
NATL2A (YP_293054; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 21) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO: 51), se
sintetizd y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Ptrc.
Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las
células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 ug/ml. Se
cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describié en
el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 18, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y PMN2A_1863 de P. marinus NATL2A produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes grasos
que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que PMN2A_1863 en E. coli
convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido
graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 16. Produccion de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y RS9917 09941 de Synechococcus sp. RS9917

Se optimizaron los codones del ADN gendmico que codifica para RS9917_09941 de Synechococcus sp. RS9917
(ZP_01079772; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 23) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO: 52), se
sintetiz6 y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Ptrc.
Se cotransformd el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las
células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 ug/ml. Se
cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describi6 en
el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 19, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y RS9917_09941 de Synechococcus sp. RS9917 produjeron los mismos aldehidos grasos y
alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que
RS9917_09941 en E. coli convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y
por tanto es una aldehido graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 17. Producciéon de alcanos y alqguenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y RS9917 12945 de Synechococcus sp. RS9917

Se optimizaron los codones del ADN gendmico que codifica para RS9917_12945 Synechococcus sp. RS9917
(ZP_01080370; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 25) para su expresién en E. coli (SEQ ID NO: 53), se
sintetizd y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Ptrc.
Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las
células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se
cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describi6 en
el ejemplo 26.

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2696 773 T3

Tal como se muestra en la figura 20, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y RS9917_12945 de Synechococcus sp. RS9917 produjeron los mismos aldehidos grasos y
alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que
RS9917_12945 en E. coli convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y
por tanto es una aldehido graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 18. Produccion de alcanos y alqguenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y cce 0778 de Cyanothece sp. ATCC51142

Se sintetiz6 el ADN gendmico que codifica para cce 0778 de Cyanothece sp ATCC51142 (YP_001802195;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 27) y se clon6 en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pyc. Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 ug/ml y carbenicilina 100 ug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describi6 en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 21, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y cce_0778 de Cyanothece sp ATCC51142 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes
grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno. Este resultado
indica que cce_0778 de ATCC51142 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y octadecenal en
tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso
descarbonilasa activa.

Ejemplo 19. Producciéon de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y Cyan 7425 0398 de Cyanothece sp. PCC7425

Se sintetizé el ADN gendémico que codifica para Cyan7425_0398 de Cyanothece sp PCC7425 (YP_002481151;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 29) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pwc. Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describié en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 22, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y Cyan7425_0398 de Cyanothece sp PCC7425 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes
grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno. Este resultado
indica que Cyan7425_0398 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y octadecenal en tridecano,
pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso descarbonilasa
activa.

Ejemplo 20. Produccion de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heterdloga de orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y Cyan7425 2986 de Cyanothece sp. PCC7425

Se sintetizd el ADN gendmico que codifica para Cyan7425 2986 de Cyanothece sp PCC7425 (YP_002483683;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 31) y se clon6 en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pyc. Se cotransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 ug/ml y carbenicilina 100 ug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describid en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 23, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan PCC7942_1594
de S. elongatus y Cyan7425_ 2986 de Cyanothece sp PCC7425 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes
grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno. Este resultado
indica que Cyan7425_2986 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y octadecenal en tridecano,
pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso descarbonilasa
activa.

Ejemplo 21. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heteréloga de PMM0533 de
Prochlorococcus marinus CCMP1986 y PMMO0532 de Prochlorococcus marinus CCMP1986

Se amplific6 el ADN gendémico que codifica para PMM0533 de P. marinus CCMP1986 (NP_892651; supuesta
enzima generadora de aldehido) (SEQ ID NO: 71) y PMMO0532 de Prochlorococcus marinus CCMP1986
(NP_892650; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 19) y se clond en los sitios Ncol y EcoRlI del vector OP-80 y los
sitios Ndel y Xhol del vector OP-183, respectivamente. Se transformaron por separado los constructos resultantes y
se cotransformaron en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado
con espectinomicina 100 ug/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el
ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describi6 en el ejemplo 26.
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Tal como se muestra en la figura 24A, células de E. coli células transformadas con sélo el vector que lleva PMM0533
de P. marinus CCMP1986 no produjeron ningun aldehido graso o alcohol graso. Sin embargo, células de E. coli
cotransformadas con vectores que llevan PMMO0533 y PMMO0532 produjeron hexadecanol, pentadecano y
heptadeceno (figura 24B). Este resultado indica que PMM0533 sélo proporciona sustratos de aldehido graso para la
reaccion de descarbonilacion cuando interacciona con una descarbonilasa, tal como PMM0532.

Ejemplo 22. Produccién de alcanos y alquenos en una cepa de E. coli productora de acil graso-CoA a través de
expresion heterdloga de orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 y AM1 4041 de Acaryochloris marina
MBIC11017

Se sintetizé el ADN genodmico que codifica para AM1_4041 de Acaryochloris marina MBIC1 1017 (YP_001518340;
supuesta aldehido graso descarbonilasa) (SEQ ID NO: 9) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183
(derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pwc. Se cotransformé el constructo resultante con OP80-
PCC7942_1594 en E. coli MG1655 AfadE lacZ::Puc'tesA-fadD. Esta cepa expresa una version citoplasmatica de la
tioesterasa de E. coli, ‘TesA, y la acil-CoA sintetasa de E. coli, FadD, bajo el control del promotor Py, y por tanto
produce acil graso-CoA. Se cultivaron las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describid en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 25, estas células de E. coli cotransformadas con PCC7942_1594 de S. elongatus y
AM1_4041 de A. marina MBIC11017 también produjeron alcanos y alcoholes grasos. Este resultado indica que
PCC7942_1594 de S. elongatus puede usar acil-CoA como sustrato para producir hexadecenal, hexadecanal y
octadecenal, que entonces se convierte en pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, mediante
AM1_4041 de A. marina MBIC11017.

Ejemplo 23. Produccién de alcanos y alquenos en una cepa de E. coli productora de acil graso-CoA a través de
expresion heterdloga de sll0209 de Synechocystis sp. PCC6803 y sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803

Se sintetizd el ADN gendémico que codifica para sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442147; supuesta
aldehido graso descarbonilasa) (SEQ ID NO: 3) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pwc. Se sintetizdé el ADN gendémico que codifica para Synechocystis sp.
PCC6803 sll0209 (NP_442146; acil-ACP reductasa) (SEQ ID NO: 67) y se cloné en los sitios Ncol y EcoRI del vector
OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pic. Se cotransformaron los constructos resultantes en E.
coli MG1655 AfadE lacZ::Puc’'tesA-fadD. Esta cepa expresa una versién citoplasmatica de la tioesterasa de E. coli,
‘TesA, y la acil-CoA sintetasa de E. coli, FadD, bajo el control del promotor Py, y por tanto produce acil graso-CoA.
Se cultivaron las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pug/ml y carbenicilina
100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como
se describi6 en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 26, estas células de E. coli transformadas con sll0209 de Synechocystis sp.
PCC6803 no produjeron ningun aldehido graso o alcohol graso. Sin embargo, cuando se cotransformaron con
sll0208 vy sll0209 de Synechocystis sp. PCC6803, produjeron alcanos, aldehidos grasos y alcoholes grasos. Este
resultado indica que sll0209 de Synechocystis sp. PCC6803 puede usare acil-CoA como sustrato para producir
aldehidos grasos tales como tetradecanal, hexadecanal y octadecenal, pero sélo cuando se coexpresa con una
aldehido graso descarbonilasa. Los aldehidos grasos aparentemente se reducen adicionalmente a los
correspondientes alcoholes grasos, tetradecanol, hexadecanol y octadecenol, mediante una actividad aldehido
reductasa de E. coli enddgena. En este experimento, se convirtié octadecenal en heptadeceno mediante sll0208 de
Synechocystis sp. PCC6803.

Ejemplo 24. Produccién de alcanos y alquenos en una cepa de E. coli productora de aldehido graso a través de
expresion heterdloga de Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 y varios de sus homdlogos

Se amplificd el ADN gendémico que codifica para Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00108838;
supuesta aldehido graso descarbonilasa) (SEQ ID NO: 5) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183
(derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pwc. Se amplific6 el ADN gendmico que codifica para el orf
MSMEG_5739 de la cepa de Mycobacterium smegmatis MC2 155 (YP_889972, supuesta acido carboxilico
reductasa) (SEQ ID NO: 85) y se clond en los sitios Ncol y EcoRlI del vector OP-180 (derivado de pCL1920) bajo el
control del promotor Pic. Se cotransformaron los dos constructos resultantes en E. coli MG1655 AfadD lacZ::Pyc -
‘tesA. En esta cepa, MSMEG_5739 proporcioné aldehidos grasos, que reduce acidos grasos libres (formados por la
accion de ‘TesA) a aldehidos grasos. Se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con
espectinomicina 100 ug/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y
se analizaron mediante CG-EM tal como se describi6 en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 27, estas células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevan
Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 y MSMEG_5739 de la cepa de M. smegmatis MC2 155 produjeron
tridecano, pentadeceno y pentadecano. Este resultado indica que Npun02004178 en E. coli convierte tetradecanal,
hexadecenal y hexadecanal proporcionados por la acido carboxilico reductasa MSMEG_5739 en tridecano,
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pentadeceno y pentadecano. Tal como se muestra en la figura 28, en la misma configuracion experimental, las
siguientes aldehido graso descarbonilasas también convirtieron aldehidos grasos proporcionados por MSMEG_5739
en los correspondientes alcanos cuando se expresaron en E. coli MG1655 AfadD lacZ::Pyc - ‘tesA:Nostocsp. alr5283
de PCC7210 (SEQ ID NO: 7), PMM0532 de P. marinus CCMP1986 (SEQ ID NO: 19), gll3146 de G. violaceus
PCC7421 (SEQ ID NO: 15), RS9917_09941 de Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 23), RS9917_12945 de
Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 25) y AM1_4041 de A. marina MBIC11017 (SEQ ID NO: 9).

Ejemplo 25: Las aldehido graso descarbonilasas cianobacterianas pertenecen a la clase de proteinas de di-hierro sin
grupo hemo. La mutagénesis dirigida al sitio de histidinas conservadas a fenilalaninas en Npun02004178 de Nostoc
punctiforme PCC73102 no suprime su funcion catalitica

Tal como se comento en el ejemplo 13, la proteina hipotética PMT1231 de Prochlorococcus marinus MIT9313 (SEQ
ID NO: 18) es una aldehido graso descarbonilasa activa. Basandose en la estructura tridimensional de PMT1231,
que esta disponible a una resolucion de 1,8 A (pdb20C5A) (véase la figura 29B), las aldehido graso descarbonilasas
cianobacterianas tienen una similitud estructural con las proteinas de di-hierro sin grupo hemo, en particular con
proteinas de subunidad 3 de ribonucleasa reductasa de clase |, RNRp (Stubbe y Riggs-Gelasco, TIBS 1998, vol. 23.,
pags. 438) (véase la figura 29A). RNRp de clase la e Ib contiene un radical tirosilo diférrico que media en la actividad
catalitica de RNRa (reduccion de ribonucledtidos a desoxirribonucleodtidos). En RNRp de E. coli, esta tirosina esta en
la posicion 122 y esta en proximidad estrecha a una de las moléculas de hierro del sitio activo. La alineacion
estructural mostré que PMT1231 contenia una fenilalanina en la misma posicion que RNRb tyr122, lo que sugiere un
mecanismo catalitico diferente para aldehido graso descarbonilasas cianobacterianas. Sin embargo, una alineacion
de todas las descarbonilasas mostré que dos residuos de tirosina estaban completamente conservados en todas las
secuencias, tyr135 y tyr138 con respecto a PMT1231, estando tyr135 en proximidad estrecha (5,5 A) a una de las
moléculas de hierro del sitio activo (véase la figura 29C). Para examinar si cualquiera de los dos residuos de tirosina
conservados estd implicado en el mecanismo catalitico de aldehido graso descarbonilasas cianobacterianas, se
reemplazaron estos residuos por fenilalanina en Npun02004178 (tyr 123 y tyr126) tal como sigue.

Se cloné el ADN gendmico que codifica para ORF1594 de S. elongatus PCC7942 (SEQ ID NO: 65) en los sitios Ncol
y EcoRI del vector OP-80 (derivado de pCL1920) bajo el control del promotor Py.. También se cloné el ADN
genomico que codifica para Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 (SEQ ID NO: 5) en los sitios Ndel y Xhol
del vector OP-183 (derivado de pACYC177) bajo el control del promotor Pi.. Se usé este ultimo constructo como
molde para introducir una mutacion en las posiciones 123 y 126 de la proteina descarbonilasa, cambiando las
tirosinas a fenilalaninas usando los cebadores  gttttgcgatcgcagcatttaacatttacatcccegttgccgacg y
gttttgcgatcgcagcatataacattttcatccccgttgccgacg, respectivamente. Entonces se transformaron los constructos
resultantes en E. coli MG1655. Se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con
glucosa al 1% (p/v), y carbenicilina y espectinomicina 100 pug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el
ejemplo 3.

Tal como se muestra en la figura 30, las dos variantes de proteina Npun02004178 Tyr a Phe eran activas y
produjeron alcanos cuando se coexpresaron con ORF1594 de S. elongatus PCC7942. Este resultado indica que en
contraposicion a las proteinas RNRp de clase la y Ib, el mecanismo catalitico de aldehido graso descarbonilasas no
implica un radical tirosilo.

Ejemplo 26: Caracterizacion bioguimica de Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102

Se clond el ADN gendmico que codifica para Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 (SEQ ID NO: 5) en los
sitios Ndel y Xhol del vector pET-15b bajo el control del promotor de T7. La proteina Npun02004178 resultante
contenia una etiqueta de His N-terminal. Se transformé una cepa de E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen) con el plasmido
mediante técnicas de transformacion quimica rutinarias. Se llevd a cabo la expresién de proteinas inoculando en
primer lugar una colonia de la cepa de E. coli en 5 ml de medio LB complementado con 100 mg/l de carbenicilina y
se agité durante la noche a 37°C para producir un cultivo iniciador. Se usé este cultivo iniciador para inocular 0,5 | de
medio LB complementado con 100 mg/I de carbenicilina. Se agité el cultivo a 37°C hasta que se alcanzé un valor de
DOsoo de 0,8, y entonces se afiadio IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Entonces se agito el cultivo a 37°C
durante aproximadamente 3 h adicionales. Entonces se centrifugd el cultivo a 3.700 rpm durante 20 min a 4°C.
Entonces se resuspendio el sedimento en 10 ml de tampdn que contenia tampén fosfato de sodio 100 mM a pH 7,2
complementado con Bacterial ProteaseArrest (GBiosciences). Entonces se sonicaron las células a 12 W sobre hielo
durante 9 s con 1,5 s de sonicacion seguido por 1,5 s de descanso. Se repitié este procedimiento 5 veces con
intervalos de un minuto entre cada ciclo de sonicacion. Se centrifugd el extracto libre de células a 10.000 rpm
durante 30 min a 4°C. Se afadieron 5 ml de Ni-NTA (Qiagen) al sobrenadante y se agité6 suavemente la mezcla a
4°C. Se hizo pasar la suspension sobre una columna que eliminaba la resina del lisado. Entonces se lavo la resina
con 30 ml de tampdn que contenia tampon fosfato de sodio 100 mM a pH 7,2 mas imidazol 30 mM. Finalmente, se
eluyd la proteina con 10 ml de tampdn fosfato de sodio 100 mM a pH 7,2 mas imidazol 250 mM. Se dializé la
disolucién de proteina con 200 volumenes de tampédn fosfato de sodio 100 mM a pH 7,2 con glicerol al 20%. Se
determiné la concentracion de proteina usando el ensayo de Bradford (Biorad). Se obtuvieron 5,6 mg/ml de proteina
Npun02004178.

Para sintetizar octadecanal para la reaccién de descarbonilasa, se disolvieron 500 mg de octadecanol (Sigma) en
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25 ml de diclorometano. A continuacion, se afiadieron 200 mg de clorocromato de piridinio (TCI America) a la
disolucién y se agité durante la noche. Se secé la mezcla de reaccién a vacio para eliminar el diclorometano. Se
resuspendieron los productos restantes en hexano y se filtraron a través de papel de filtro Whatman. Entonces se
seco el filtrado a vacio y se resuspendid en 5 ml de hexano y se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida en
silice. Se cargod la mezcla sobre la columna alimentada por gravedad en hexano y luego se lavé con dos volumenes
de columna de hexano. Entonces se eluyd el octadecanal con una mezcla 8:1 de hexano y acetato de etilo. Se
agruparon las fracciones que contenian octadecanal y se analizaron usando los métodos de CG/EM descritos a
continuacion. El producto final era el 95% puro tal como se determiné mediante este método.

Para someter a prueba la proteina Npun02004178 para determinar la actividad de descarbonilacion, se
establecieron los siguientes ensayos enzimaticos. Se establecieron reacciones de 200 ul en tampon fosfato de sodio
100 mM a pH 7,2 con los siguientes componentes a sus concentraciones finales respectivas: 30 uM de proteina
Npun02004178 purificada, octadecanal 200 uM, ferredoxina de espinaca 0,11 pg/ml (Sigma), ferredoxina reductasa
de espinaca 0,05 unidades/ml (Sigma) y NADPH 1 mM (Sigma). Los controles negativos incluian la reaccién anterior
sin Npun02004178, la reaccién anterior sin octadecanal y la reaccion anterior sin ferredoxina de espinaca,
ferredoxina reductasa y NADPH. Se incubd cada reaccion a 37°C durante 2 h antes de extraerse con 100 pl de
acetato de etilo. Se analizaron las muestras mediante CG/EM usando los siguientes parametros: tiempo de
ejecucion: 13,13 min; columna: HP-5-EM n.° de parte 19091S-433E (longitud de 30 metros; D.I.: orificio estrecho de
0,25 mm; pelicula: 0,25iM); inyeccion: entrada 1 il Agilent 6850; entrada: 300 C sin division; gas portador: helio; flujo:
1,3 ml/min; temp. del horno: 75°C mantenidos 5 min, 320 a 40°C/min, 320 mantenidos 2 min; det.: Agilent 5975B VL
MSD; temp. de det.: 330°C; barrido: 50-550 M/Z. Se usé heptadecano de Sigma como referencia auténtica para
determinar el tiempo de retencién de los compuestos y el patron de fragmentacion.

Tal como se muestra en la figura 31, se observé conversion in vitro de octadecanal en heptadecano en presencia de
Npun02004178. La descarbonilacion enzimatica de octadecanal mediante Npun02004178 era dependiente de la
adicioén de ferredoxina de espinaca reducatasa, ferredoxina y NADPH.

A continuacion, se determind si ferredoxinas y ferredoxina reductasas cianobacterianas pueden reemplazar a las
proteinas de espinaca en el ensayo de aldehido graso descarbonilasa in vitro. Se clonaron por separado los
siguientes cuatro genes en los sitios Ndel y Xhol de pET-15b: Npun02003626 de N. punctiforme PCC73102
(ZP_00109192, ferredoxina oxidoreductasa petH sin el dominio de ligador de aloficocianina n-terminal) (SEQ ID NO:
87), Npun02001001 de N. punctiforme PCC73102 (ZP_00111633, ferredoxina 1) (SEQ ID NO: 89), Npun02003530
de N. punctiforme PCC73102 (ZP_00109422, ferredoxina 2) (SEQ ID NO: 91) y Npun02003123 de N. punctiforme
PCC73102 (ZP_00109501, ferredoxina 3) (SEQ ID NO: 93). Se expresaron las cuatro proteinas y se purificaron tal
como se describio anteriormente. Se obtuvieron 1 mg/ml de cada ferredoxina y 4 mg/ml de la ferredoxina
oxidoreductasa. Se sometieron a prueba las tres ferredoxinas cianobacterianas con la ferredoxina oxidoreductasa
cianobacterianas usando la configuracion enzimatica descrita anteriormente con los siguientes cambios. La
concentracion final de la ferredoxina reductasa era de 60 pg/ml y las ferredoxinas estaban a 50 ug/ml. Las
reacciones enzimaticas extraidas fueron mediante CG/EM usando los siguientes parametros: tiempo de ejecucion:
6,33 min; columna: J&W 122-5711 DB-5ht (longitud de 15 metros; D.l.: orificio estrecho de 0,25 mm; pelicula:
0,10 uM); inyeccion: entrada de 1 ul Agilent 6850; entrada: 300°C sin division; gas portador: helio; flujo: 1,3 ml/min;
temp. del horno: 100°C mantenidos 0,5 min, 260 a 30°C/min, 260 mantenidos 0,5 min; det.: Agilent 5975B VL MSD;
temp. de det.: 230°C; barrido: 50-550 M/Z.

Tal como se muestra en la figura 32, se observé conversion in vitro dependiente de Npun02004178 de octadecanal
en heptadecano en presencia de NADPH vy la ferredoxina oxidoreductasa cianobacterianas y cualquiera de las tres
ferredoxinas cianobacterianas.

Ejemplo 27. Caracterizacion bioquimica de orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942

Se cloné el ADN gendmico que codifica para orf1594 de S. elongatus PCC7492 (SEQ ID NO: 65) en los sitios Ncol y
Xhol del vector pET-28b bajo el control del promotor de T7. La proteina PCC7942_orf1594 resultante contenia una
etiqueta de His C-terminal. Se transformé una cepa de E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen) con el plasmido y se expreso
la proteina PCC7942_orf1594 y se purificod tal como se describio en el ejemplo 22. Se almacend la disoluciéon de
proteina en el siguiente tampon: fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, THP 1 mM, glicerol al 10%. Se
determind la concentracion de proteina usando el ensayo Bradford (Biorad). Se obtuvieron 2 mg/ml de proteina
PCC7942_orf1594.

Para someter a prueba la proteina PCC7942_orf1594 para determinar la actividad acil-ACP o acil-CoA reductasa, se
establecieron los siguientes ensayos enzimaticos. Se establecieron reacciones de 100 pl en tampdn Tris-HCI 50 mM
a pH 7,5 con los siguientes componentes a sus concentraciones finales respectivas: 10 puM de proteina
PCC7942_orf1594 purificada, acil-CoA o acil-ACP 0,01-1 mM, MgCl2 2 mM, NADPH 0,2-2 mM. Se incubaron las
reacciones durante 1 h a 37°C y se detuvieron afiadiendo 100 ul de acetato de etilo (que contenia 1-octadeceno
5 mg/l como patrén interno). Se agitaron con vortex las muestras durante 15 min y se centrifugaron a velocidad max.
durante 3 min para la separacion de fases. Se transfirieron 80 ul de la capa superior a viales de vidrio de CG y se
analizaron mediante CG/EM tal como se describidé en el ejemplo 26. Se calculé la cantidad de aldehido formada
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basandose en el patron interno.

Tal como se muestra en la figura 33, PCC7942_orf1594 podia reducir octadecanoil-CoA a octadecanal. La actividad
reductasa requeria cationes divalentes tales como Mg?*, Mn?* o Fe?* y NADPH como donador de electrones. NADH
no soportaba actividad reductasa. PCC7942_orf1594 también podia reducir octadecenoil-CoA y octadecenoil-ACP a
octadecenal. Se determinaron los valores de Km para la reduccion de octadecanoil-CoA, octadecenoil-CoA y
octadecenoil-ACP en presencia de NADPH 2 mM como 45 + 20 uM, 82 + 22 uM y 7,8 + 2 uM, respectivamente.
Estos resultados demuestran que PCC7942_orf1594, in vitro, reduce tanto acil-CoA como acil-ACP y que la enzima
tiene aparentemente una mayor afinidad por acil-ACP en comparacién con acil-CoA. El valor de Km para NADPH en
presencia de octadecanoil-CoA 0,5 mM para PCC7942_orf1594 se determiné como 400 + 80 pM.

A continuacion, se examiné la transferencia de hidruro estereoespecifica desde NADPH hasta un aldehido graso
catalizada por PCC7942_orf1594. Se prepar6 deutero-NADPH segun el siguiente protocolo. Se afiadieron 5 mg de
NADP* y 3,6 mg de D-glucosa-1-d a 2,5 ml de tampdn fosfato de sodio 50 mM (pH 7,0). Se inici6 la produccion
enzimatica de NADPH marcado mediante la adicién de 5 unidades de glucosa deshidrogenasa de o bien Bacillus
megaterium (USB Corporation) para la produccién de R-(4-2H)NADPH o bien Thermoplasma acidophilum (Sigma)
para la produccion de S-(4-2H)NADPH. Se incubd la reaccion durante 15 min a 37°C, se filtrd por centrifugacion
usando un filtro de centrifuga Amicon Ultra de MWCO de 10 KDa (Millipore), se congelé inmediatamente sobre hielo
seco y se almaceno6 a -80°C.

La reaccion de ensayo in vitro contenia Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), 10 uM de proteina PCC7942_orf1594 purificada,
octadecanoil-CoA 1 mM, MgCl2 2 mM y 50 ul de deutero-NADPH (preparado tal como se describié anteriormente) en
un volumen total de 100 pl. Tras una incubacion de 1 h, se extrajo el producto de la reaccion enzimatica y se analizo
tal como se describié anteriormente. El aldehido graso resultante detectado mediante CG/EM era octadecanal
(véase la figura 34). Debido a que la transferencia de hidruro desde NADPH es estereoespecifica, se sintetizaron
tanto R-(4-2H)NADPH como S-(4-?H)NADPH. Se observé octadecanal con una masa unitaria de uno positivo usando
solo el S-(4-°H)NADPH. El hecho de que el aldehido graso estaba marcado indica que el hidrogeno deuterado se ha
transferido desde el NADPH marcado hasta el aldehido graso marcado. Esto demuestra que se usa NADPH en esta
reaccion enzimatica y que la transferencia de hidruro catalizada por PCC7942_orf1594 es estereoespecifica.

Ejemplo 28. Produccion intracelular y extracelular de aldehidos grasos y alcoholes grasos en E. coli a través de
expresion heterdloga de orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942

Se amplifico el ADN genédmico que codifica para orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400611; acil-
ACP reductasa) (SEQ ID NO: 65) y se clonoé en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80 (derivado de pCL1920) bajo
el control del promotor Pwc. Se cotransformé el constructo resultante en E. coli MG1655 AfadE y se hicieron crecer
las células a 37°C en 15 ml de medio minimo Che-9 con glucosa al 3% (p/v) como fuente de carbono y
complementado con espectinomicina y carbenicilina 100 pg/ml, respectivamente. Cuando el cultivo alcanzé una
DOesoo de 0,8-1,0, se indujo con IPTG 1 mM y se hicieron crecer las células durante 24-48 h adicionales a 37°C. El
medio minimo Chc-9 se define como: Na2HPO4 6 g/l, KH2PO4 3 g/l, NaCl 0,5 g/l, NH4Cl 2 g/l, MgSO4 0,25 g/l x 7
H20, CaClz 11 mg/l, Fe3Cl 27 mg/l x 6 H20, ZnCIl 2 mg/l x 4 H20, Na2MoO4 2 mg/l x 2 H20, CuSO4 1,9 mg/l x 5 H20,
H3BOs3 0,5 mg/l, tiamina 1 mg/l, Bis-Tris 200 mM (pH 7,25) y Triton-X100 al 0,1% (v/v). Cuando el cultivo alcanzé una
DOsoo de 1,0-1,2, se indujo con IPTG 1 mM y se permitié que las células crecieran durante 40 h adicionales a 37°C.
Se extrajeron células a partir de 0,5 ml de cultivo con 0,5 ml de acetato de etilo para determinar la produccion de
hidrocarburos totales tal como se describid en el ejemplo 26. Adicionalmente, se separaron las células y el
sobrenadante mediante centrifugacion (4.000 g a TA durante 10 min) y se extrajeron por separado.

El cultivo produjo 620 mg/l de aldehidos grasos (tetradecanal, heptadecenal, heptadecanal y octadecenal) y
1670 mg/l de alcoholes grasos (dodecanol, tetradecenol, tetradecanol, heptadecenol, heptadecanol y octadecenol).
La figura 35 muestra el cromatograma del sobrenadante extraido. Se determiné que el 73% de los aldehidos grasos
y alcoholes grasos estaban en el sobrenadante libre de células.

Ejemplo 29. Produccién intracelular y extracelular de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heterdloga
de orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 y Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102

Se amplificé el ADN gendmico que codifica para orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400611; acil-
ACP reductasa) (SEQ ID NO: 65) y se cloné en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80 (derivado de pCL1920) bajo
el control del promotor Pyc. Se amplificd el ADN gendmico que codifica para Npun02004178 de Nostoc punctiforme
PCC73102 (ZP_00108838; aldehido graso descarbonilasa) (SEQ ID NO: 5) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del
vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Ptc. Se cotransformaron los constructos resultantes
en E. coli MG1655 AfadE y se hicieron crecer las células a 37°C en 15 ml de medio minimo Che9 con glucosa al 3%
(p/v) como fuente de carbono y complementado con espectinomicina y carbenicilina 100 pg/ml, respectivamente. Se
hicieron crecer las células, se separaron del caldo, se extrajeron y se analizaron tal como se describi6 en el ejemplo
28.

El cultivo produjo 323 mg/l de alcanos y alquenos (tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno), 367 mg/l
de aldehidos grasos (tetradecanal, heptadecenal, heptadecanal y octadecenal) y 819 mg/l de alcoholes grasos
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(tetradecanol, heptadecenol, heptadecanol y octadecenol). La figura 36 muestra el cromatograma del sobrenadante
extraido. Se determiné que el 86% de los alcanos, alquenos, aldehidos grasos y alcoholes grasos estaban en el
sobrenadante libre de células.

Ejemplo 30. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de expresion heteréloga de alr5284 de Nostoc sp.
PCC7210 y alr5283 de Nostoc sp. PCC7210

Se amplificé el ADN gendmico que codifica para alr5284 de Nostoc sp. PCC7210 (NP_489324; supuesta enzima
generadora de aldehido) (SEQ ID NO: 81) y se clon6 en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80 (derivado de
pCL1920) bajo el control del promotor Pyc. Se amplificé el ADN gendmico que codifica para alr5283 de Nostoc sp.
PCC7210 (NP_489323; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 7) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-
183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pwc. Se cotransformaron los constructos resultantes en E. coli
MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en 15 ml de medio minimo Che9 con glucosa al 3% (p/v) como
fuente de carbono y complementado con espectinomicina y carbenicilina 100 ug/ml, respectivamente (tal como se
describié en el ejemplo 28). Se extrajeron células a partir de 0,5 ml de cultivo y se analizaron tal como se describié
en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describi6 en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 37, células de E. coli cotransformadas con los vectores que llevaban alr5284 de
Nostoc sp. PCC7210 y alr5283 de Nostoc sp. PCC7210 produjeron tridecano, pentadeceno, pentadecano,
tetradecanol y hexadecanol. Este resultado indica que la coexpresion de alr5284 y alr5283 de Nostoc sp. PCC7210
es suficiente para que E. coli produzca alcoholes grasos, alcanos y alquenos.
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120

Lys

Gly

Glu

Gln

Vval

200

Phe

Ala

Lys

ITle

25

Ile

Leu

Arg

Ser

val

105

Ala

Ile

Glu

Leu

Val

185

Glu

Ser

Glu

10

Asn

Thr

Ser

Asn

Gly

90

Thr

Ala

Thr

Val

Ala

170

Glu

Asp

Thr

51

Leu

Ala

Leu

Lys

Leu

75

Leu

Cys

Tyr

Glu

Trp

155

Asn

Gly

Phe

Arg

Asp

Ile

Met

60

His

Leu

Asn

Gly

140

Leu

Arg

Asp

Asp
220

Phe

val

Gln

45

Glu

Val

Gln

Leu

Ile

125

Val

Lys

Gln

Ala

Ile

205

Ile

Lys

Ile

30

Leu

Ser

Thr

Asn

Ile

110

Tyr

vVal

Glu

Asn

His

190

Gln

Met

Ser

15

Glu

Leu

Arg

Pro

Phe

95

Gln

Ile

Lys

His

Leu

175

Thr

Tyr

Arg

Glu

Gly

Pro

His

Asp

Gln

Ser

Pro

Glu

Phe

160

Pro

Met

Gly

Leu



10

<211> 696
<212> ADN

<213> Nostoc sp.

<400>7

atgcagcagg
tatagtcgca
caactatccc
agccgtcaca
gagtttgeca
ggtaaaatcg
gcatacaata
gtcaaagatg
caatccaaag
ctcaatcaag

gattttatga
atgcggatgt

<210> 8
<211> 231
<212> PRT

ttgcagecega
taaatgcgat
aactgctgce
aaaaaggatt
aagaattctt
ttacctgtet
tctacattece
aatacagcca
cagaattaga
tcgeggatga
ttcagtacgg

cagcctacgg

<213> Nostoc sp.

<400> 8

Met Gln
1

Tyr LysS

Gln Glu

Gln

Asp

Ala

Val

Ala
20

Tyr

35

Asp Lys

50

Lys
65

Gly
Glu

Phe

Ala Ala

Glu

Phe

Ala

Ala

Asp

Glu

Lys

Glu
100

Ala

Tyxr

Glu

Leu

Ala

Glu

Gly

ES 2696 773 T3

tttagaaatt
cgtgattgaa
agacgataaa
tgaagcttgt
tgctggacta
attgattcag
cgttgctgac
cctcaactte
agaagctaat
tgcecgeagte
cgaagcgtta

acttacagca

Ala Asp

Ser Arg

Asn Tyr

Ile Arg

55

Cys
70

Gly
Phe

Phe

Lys Ile

gatttcaaga
ggggaacaag
gaagacctaa
ggacggaacc
cacggtaact
tcecctgatta
gattttgete
ggcgaagttt
cgtcataatc
ttagctatgg
agtaatattg

gcttaa

Leu Glu

Tle

gcgaaaaata
aagcatacga
ttcgectete
tacaagtatc
tccaaaaage
ttgaatgttt
gtaaaatcac
ggttacagaa
ttcccatagt
aaaaagaagc

gcttcacaac

Asp

10

Ile Asn

25

Ile
40

Gln

Ser

Leu

Arg

Ala

Gly

Thr
105

Vval

52

Ala

Lys

Leu

Cys

Ile

Ser

Met

Gln

75

His

Leu

Phe

Val

Gln

Glu

60

Val

Gly

Leu

taaagatgcc
gaattacatt
gaaaatggaa
accagatatg
ggcggctgaa
tgecgategee
tgagggtgta
aaattttgce
ttggaaaatg
cctagtcgaa

cagagatatt

Lys Ser

Ile Glu

30

Leu
45

Ser Arg

Ser Pro

Asn Phe

Ile G1ln

110

Glu
15

Gly

Pro

His

Asp

Gln

95

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

696

Lys

Glu

Asp

Lys

Met

80

Lys

Leu



Ile

Ala

Tyr

145

Gln

val

Met

Ala

Ala
225

Ile

Asp

130

Ser

Ser

Trp

Glu

Leu

210

Tyr

<210>9

<211> 696

<212> ADN

Glu

115

Asp

His

Lys

Lys

Lys

195

Ser

Gly

Cys

Phe

Leu

Ala

Met

180

Glu

Asn

Leu

<213> Acaryochloris marina

<400> 9

Phe

Ala

Asn

Glu
165

Ile

Thr

Ala

Arg

Phe

150

Leu

Asn

Leu

Gly

Ala
230

ES 2696 773 T3

Ile

Lys

135

Glu

Gln

val

Phe

215

Ala

Ala

120

Ile

Glu

Glu

Val

Glu

200

Thr

Ala

Thr

val

Ala
185

Asp

Thr

53

Tyr

Glu

Trp

Asn

170

Asp

Phe

Arg

Asn

Leu

155

Arg

Asp

Met

Asp

Ile

Val

140

Gln

His

Ile

Tle
220

Tyr
125

Val

Lys

Asn

Ala

Gln

205

Met

Ile

Lys

Asn

Leu

Val

190

Tyr

Arg

Pro

Asp

Phe

Pro

175

Gly

Met

Val

Glu

Ala

160

Ile

Ala

Glu

Ser



atgccccaaa
tacagtecgta
cgtettggeg
gccogtcata
gactttgcce
gataaagtgc
gcttacaaca
gttaaggatg
gatgtgaaag
ctgaacgaag
gacttcatga
atgcggatgt

<210>10
<211> 231
<212> PRT

ctcaggctat
ttgacggeat
aaatgctgec
agaaagggtt
ggcgtttett
caacttgett
tctatateece
agtatcaaca
cagaaatcca
tggacaagga
tccagtatgg

ctgectatgg

<213> Acaryochloris marina

<400> 10

ES 2696 773 T3

ttcagaaatt
tgtgatcgaa
tgagcaccaa
tgaagcctge
tteocgactta
agtgattcag
cgtegetgat
cctcaattat
agaagctaat
tgeggecgtt
tgaagceett

teottgtgget

gacttctata
ggtgagcaag
gacgacttta
ggtcgcaact
cacaagaatt
tccttgatea
gactttgecee
ggtgaagagt
cgcaaaaacc
ttaggaatgg
agcaatattg

gcgtaa

54

gtgacaccta
aagcgcatga
teccgectgte
taaaagtaac
ttcaagatgc
ttgagtgttt
gtaagattac
ggcttaaagc
tccececategt
aaaaagaagc

gtttctctac

caaagatgct
aaactatatt
caagatggaa
ctgcgatcta
tgcagctgag
tgcgatcgea
agagtctgtg
tcacttcgat
ttggagaatg
ccetggttgaa

aggcgaaatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

696



ES 2696 773 T3

Met Pro Gln Thr Gln Ala Ile Ser Glu Ile Asp Phe Tyr Ser Asp Thr

Tyr Lys Asp Ala Tyr Ser Arg Ile Asp Gly Ile Val Ile Glu Gly Glu
20 25 30

Gln Glu Ala His Glu Asn Tyr Ile Arg Leu Gly Glu Met Leu Pro Glu
35 40 45

Hig Gln Asp Asp Phe Ile Arg Leu Ser Lys Met Glu Ala Arg His Lys
50 55 60

Lys Gly Phe Glu Ala Cys Gly Arg Asn Leu Lys Val Thr Cys Asp Leu
65 70 75 80

Asp Phe Ala Arg Arg Phe Phe Ser Asp Leu His Lys Asn Phe Gln Asp

Ala Ala Ala Glu Asp Lys Val Pro Thr Cys Leu Val Ile Gln Ser Leu
100 105 110

Ile Tle Glu Cys Phe Ala Ile Ala Ala Tyr Asn Ile Tyr Ile Pro Val
115 120 125

Ala Asp Asp Phe Ala Arg Lys Ile Thr Glu Ser Val Val Lys Asp Glu
130 135 140

Tyr Gln His Leu Asn Tyr Gly Glu Glu Trp Leu Lys Ala His Phe Asp
145 150 155 160

Asp Val Lys Ala Glu Ile Gln Glu Ala Asn Arg Lys Asn Leu Pro Ile
165 170 175

Val Trp Arg Met Leu Asn Glu Val Asp Lys Asp Ala Ala Val Leu Gly
180 185 190

Met Glu Lys Glu Ala Leu Val Glu Asp Phe Met Ile Gln Tyr Gly Glu
195 200 205

Ala Leu Ser Asn Ile Gly Phe Ser Thr Gly Glu Ile Met Arg Met Ser
210 215 220

55



10

ES 2696 773 T3

Ala Tyr Gly Leu Val Ala Ala

225

<210> 11
<211> 696
<212> ADN

230

<213> Thermosynechococcus elongatus

<400> 11

atgacaacgg
tacagcecgea
gatttagcca
gctegecaca
gaatttgcca
ggaaaaactg
gcectacaaca
gttaaggacg
agcgtcaaag
ctcaaccaag
gacttecatga
atgaagatgt
<210>12

<211> 231
<212> PRT

ctaccgectac
ttaacgccat
agctgetgee
aaaaggggtt
aagccttett
cgacttgtct
tctacatcece
aatacagcca
gagagctega
tggaagcaga
ttcagtacag

cagtttatgg

acctgttttg
tgtcattgaa
acaacaccaa
tgaggcctgt
tgaaaaactg
tctgattcaa
aatggcggat
cctcaacttt
agaagccaat
tgccaaagtyg
tggtgeceocta

cctcactggyg

<213> Thermosynechococcus elongatus

<400> 12

gactaccata
ggtgaacagg
gaggaactca
ggtcgcaacce
cgcgctaact
gctttgatca
cctttegeece
ggcgaaatct
cgcgccaatt
ctcggecatgg
gaaaatatcg

gcataa

56

gcgategeta
aagctcacga
ccegeettge
tgagcgtaac
ttcagaggge
tcgaatcett
gtaaaattac
ggctcaagga
tacccttggt
aaaaagatge

gctttaccac

caaggatgce
taactatatc
caagatggaa
gccagatatg
tctggcggag
tgcgategeg
tgagagtgtt
acactttgaa
ctggaaaatg
ccttgtggaa

ccgogaaatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

696



Tyr

Gln

His

Lys

65

Glu

Thr Thr

Lys Asp

Glu Ala
35

Gln Glu
50

Gly Phe

Phe Ala

Ala

Ala

20

His

Glu

Glu

Lys

Thr

Tyr

Asp

Ala

Ala

Ala

Ser

Asn

Thr

Cys

70

Phe

ES 2696 773 T3

Thr

Arg

Tyr

Arg

55

Gly

Phe

Pro

Ile

Ile

40

Leu

Glu

Val

Asn

25

Asp

Asn

Lys

57

Leu

10

Ala

Leu

Lys

Leu

Leu

Asp

Ile

Ala

Ser
75

Arg

Tyr

val

Lys

Glu

60

val

His

Ile

Leu

45

Ala

Thr

Asn

Ser

Glu

30

Leu

Arg

Pro

Phe

Asp

15

Gly

Pro

His

Asp

Gln

Arg

Glu

Gln

Lys

Met

80

Arg



Ala Leu

Ile Ile

Ala Asp

130

Tyr Ser

145

Ser val

val Trp

Met Glu

Ala Leu
210

Val Tyr Gly

225

<210>13
<211>732
<212> ADN

Ala

Glu

115

Pro

His

Lys

Lys

Lys

185

Glu

85

Glu Gly
100

Ser Phe

Phe Ala

Leu Asn

Gly Glu

165

Met Leu

180

Asp Ala

Asn Tle

Leu Thr

<213> Synechococcus sp.

<400> 13

Lys

Ala

Arg

Phe

150

Leu

Asn

Leu

Gly

Gly
230

ES 2696 773 T3

Thr

Ile

Lys

135

Gly

Glu

Gln

val

Phe

215

Ala

Ala

Ala

120

Ile

Glu

Glu

val

Glu

200

Thr

Thr

105

Ala

Thr

Ile

Ala

Glu

185

Asp

Thr

58

90

Cys

Tyr

Glu

Trp

Asn

170

Fhe

Arg

Leu

Asn

Ser

Leu

155

Arg

Asp

Met

Glu

Leu

Ile

Vval

140

Lys

Ala

Ile

Tle
220

Ile

Tyr

125

Val

Glu

Asn

Lys

Gln

205

Met

Gln

110

Ile

Lys

His

Leu

val

1390

Tyr

Lys

95

Ala

Pro

Asp

Phe

Pro

175

Leu

Ser

Met

Leu

Glu

Glu

160

Leu

Gly

Gly

Ser



atggccccag
gcectagact
atcgaaggcg
gctgcagagg
geectgeggea
ccettgeggg
attcagtett
gcecgatgact

aattttgggg

gccaacgece
gaagccattt
gccectggecca
cgggccgect

<210> 14
<211> 243
<212> PRT

cgaacgtcect
acagcagccc
aacaagaagc
agctgegeaa
aaaacctgca
acaatttcca
tgatcatcga
ttgecceogeaa

agcgetgget

aaaatctgec
acatggatcg
gcatcggett

ga

<213> Synechococcus sp.

<400> 14

ES 2696 773 T3

gcccaacacce
aaggtatcgg
ccacgacaac
gctggecaag
ggtggaaccc
aagcgccgea
gtgctttgec
gatcacecgag
gggcgagcac
tctagttcgg

cgaggccatt

caacacccgc

ccccegtece
caggcctact
tacctcaage
atggaattgce
gatgtggagt
gcggcagggy
attgeccgect

ggggtagtta

tttgcecgagg

cagatgctge
gtagaagact

gaggtaatgc

59

ccactgatgg
cccgeatcaa
tggccgaaat
gccacatgaa
ttgeccegege
atctggtcte
acaacatcta
aggacgagta

ttaaagccca

agcaggtaga
tcatgatcge

gectectegge

gggcggeact
cggtattgtt
gctgeccggaa
aggcttccag
ctttttegeg
ctgttttgtce
catcceggtt
tetgeaccte
gatcgaagca
ggcggatgtg
ctacggcgag

ccagggtctg

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720

732



Tyr

Asp

Leu

65

Ala

Ala

Phe

Ala

145

Asn

Gln

Ala

Ser

Asn

50

Cys

Phe

Asp

Ala

130

Phe

Ile

Pro

Arg

35

Tyr

Lys

Gly

Phe

Leu

115

Ile

Lys

Gly

Glu

Ala

Thr

20

Ile

Leu

Leu

Lys

Ala

100

Val

Ala

Ile

Glu

Ala
180

Asn

Ala

Lys

Ala

Asn

85

Pro

Ser

Ala

Thr

Arg
165

val

Leu

Leu

Lys

70

Leu

Leu

Cys

Tyr

Glu

150

Trp

Asn

ES 2696 773 T3

Leu

Asp

Ile

Ala

55

Gln

Arg

Phe

Asn

135

Gly

Leu

Ala

Pro

Tyr

val

40

Glu

Glu

Val

Asp

Vval

120

Ile

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

25

Ile

Leu

Glu

Asn

105

Ile

Tyr

val

Glu

Asn
185

60

Thr

10

Ser

Glu

Leu

Arg

Pro

90

Phe

Gln

Ile

Lys

His

170

Leu

Pro

Pro

Pro

His

75

Asp

Gln

Ser

Pro

Asp

155

Phe

Pro

Pro

Arg

Glu

Glu

60

val

Ser

Leu

Val

140

Glu

Leu

Ser

Tyr

Gln

45

Lys

Glu

Ala

Ile

125

Ala

Tyr

Glu

Val

Pro

Arg

30

Glu

Gly

Phe

Ala

110

Ile

Asp

Leu

val

Arg
130

Thr

15

Gln

Ala

Glu

Phe

Ala

95

Ala

Glu

Asp

His

Lys

175

Gln

Asp

Ala

His

Glu

Gln

80

Arg

Ala

Cys

Phe

Leu

160

Ala

Met



10

Leu

195

Ala
210

Ile
225

Arg

<210> 15
<211>708
<212> ADN

Ala Ala

<213> Gloeobacter violaceus

<400> 15

gtgaaccgaa
gecgtacteoce
cttacccteg
gaaaatcgcc
gacccgtttg
gaaggtgacc
gcggectaca
gtegtecaagg
gtgaccgtge
atgctcaacg
gaagacttta

gtgatgaaga

<210> 16
<211> 235
<212> PRT

ccgcacegte
gcatcaatge
ctgagatgct
acttcaaagg
caagggeccta
ttaccacctg
acgtctacat
acgagtacac
gcgagggeat
ccgtegaage
tgatecgecta

tgtecgeecg

<213> Gloeobacter violaceus

<400> 16

ES 2696 773 T3

Gln Gln Val Glu Ala Asp

Ile Val Glu Asp Phe Met

215

Gly Phe Asn Thr Arg Glu

230

cagcgocgeg
catcgtecctt
gccoggaccat
cttccagtce
cttcgaacag
catggtcate
tcecggtggee
ccacctcaac
cgagcgecgec
ggacaccgaa
cggtgaagee

cggecttgee

Val Glu Ala Ile Tyr Met Asp Arg Glu

200

205

Ile Ala Tyr Gly Glu Ala Leu Ala Ser

220

Val Met Arg Leu Ser Ala Gln Gly Leu

cttgattacc
gaaggcgage
gccgaggege
tgcgcecegea
ctcgacggea
caggcactga
gacgcgtttg
tttgggcage
aacgcccaga
gtgctgecaga
ttgggcgaca

tctgoceceoceoe

61

235

gcteccgacac
gggaagccca
tcaaaaaact
acctcgaagt
actttcageca
tecatcgagtyg
cccgcaaggt
agtggctcaa
atctgecccat
tggataaaga

teggttttte

gccagtga

ctacecgegat
cgccaactac
ggccgegatg
cacgccggac
ggcggeggea
cttegecaatt
gaccgagggc
agagcgctte
cgtctggcgy
agcgatcgte

gatgcgecgac

240

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

708



ES 2696 773 T3

Met Asn Arg Thr Ala Pro Ser Ser Ala Ala Leu Asp Tyr Arg Ser Asp
1 5 10 15

Thr Tyr Arg Asp Ala Tyr Ser Arg Ile Asn Ala TIle Val Leu Glu Gly
20 25 30

Glu Arg Glu Ala His Ala Asn Tyr Leu Thr Leu Ala Glu Met Leu Pro
35 40 45

62



Asp

Phe

65

Asp

Gln

Leu

val

Glu

145

Val

Ile

Gln

Glu

Ser
225

His

50

Lys

Pro

Ala

Ile

Ala

130

Tyr

Thr

val

Ala
210

Ala

<210>17

<211> 732

<212> ADN

Ala

Phe

Ala

Ile

115

Asp

Thr

Val

Trp

Asp

195

Leu

Arg

Glu

Phe

Ala

Ala

100

Glu

His

Arg

180

Lys

Gly

Gly

Ala

Gln

Arg

85

Glu

Cys

Phe

Leu

Glu

165

Met

Glu

Asp

Leu

Leu

Ser

70

Ala

Gly

Phe

Ala

Asn

150

Gly

Leu

Ala

Ile

Ala
230

ES 2696 773 T3

Lys

55

Cys

Tyr

Asp

Ala

Arg

135

Phe

Ile

Asn

Ile

Gly

215

Ser

Lys

Ala

Phe

Leu

Ile

120

Lys

Gly

Glu

Ala

val

200

Phe

Ala

Leu

Glu

Thr

105

Vval

Gln

vVal

185

Glu

Ser

Pro

63

Ala

Asn

Gln

90

Thr

Ala

Thr

Gln

Ala

170

Glu

Asp

Met

Arg

Ala

Leu

75

Leu

Cys

Tyr

Glu

Trp

155

Asn

Ala

Phe

Arg

Gln
235

Met
60

Glu

Asp

Asn

Gly

140

Leu

Ala

Asp

Asp
220

Glu

Val

Gly

Vval

val

125

Val

Lys

Gln

Thr

Ile

205

Val

Asn

Thr

Asn

Ile

110

Tyr

val

Glu

Asn

Glu

190

Ala

Met

Arg

Pro

Phe

95

Gln

Ile

Lys

Arg

Leu

175

val

Tyr

Lys

His

Asp

Gln

Ala

Pro

Asp

Phe

160

Pro

Leu

Gly

Met



<213> Prochlorococcus marinus

<400> 17

atgcectacge ttgagatgceco

gcectgecag acttcactte

gtcattgagg

gatcatgtcg

acagcttgeg
gctectttge
ctgatccagg
gtttctgace
ctcaattatg
gaggccaatc
getgecgtge
gaatctctca
cttgtgagcet
<210> 18

<211> 243
<212> PRT

gcgaacagga

aagagctcaa

gcaagaacct
gtgacaactt
cgctettgat
cctttgeteg
gcgaggcettg
gcgagaacct
tgcagatgga
ctgagattgg

ga

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 18

tgtggcaget
agatagatat
agcccatgac

gcggettgee

tggcgttgag
ccagacagct
tgaageccttt
caagattact
gctcaaggcc
gcetetgatt
taaggaagat

ctttaacact

ES 2696 773 T3

gttcttgaca
aaggatgcat
aattacatcg

aagatggaga

gctgacatgg
ttagggcagg
gctatttegg
gaaggtgtcg
aatctggaga
cgeccggatge
ctgattgagg

cgtgaaatta

64

gcactgttgg
acagcagaat
cgattggcac

tgaggcacaa

acttcgcaag
ggaaaacacc
cttatcacac
tgaaggacga
gttgcegtga
ttgatcaggt
atttcttaat

ccegtatgge

atcttcagaa
caacgcaata
getgettece

gaagggcttt

ggagtttttt
tacatgecttg
ctatatccct
gtacacacac
ggagttgett
agcaggtgat
cgcctaccag

agcggcagcet

60
120
180

240

300
360
420
480
540
600
660
720

732



Met

Gly

Ala

His

Glu

65

Thr

Arg

Gln

Ala

Phe

Pro

Ser

Tyr

Asp

50

Leu

Ala

Glu

Gly

Phe

130

Ala

Thr

Ser

Ser

35

Asn

Lys

Cys

Phe

Lys

115

Ala

Arg

Leu

Glu

20

Arg

Tyr

Arg

Phe

100

Thr

Ile

Lys

Glu

Ala

Ile

Ile

Leu

Lys

85

Ala

Pro

Ser

Ile

Met

Leu

Asn

Ala

Ala

70

Asn

Pro

Thr

Ala

Thr

ES 2696 773 T3

Pro

Pro

Ala

Ile

55

Lys

Leu

Leu

Cys

Tyr

135

Glu

Val

Asp

Ile

40

Gly

Arg

Leu

120

His

Gly

Ala

Phe

25

val

Thr

Glu

val

Asp

105

Leu

Thr

Vval

65

Ala

10

Thr

Ile

Leu

Met

Glu

90

Asn

Ile

Tyr

Val

Val

Ser

Glu

Leu

Arg

15

Ala

Phe

Gln

Ile

Lys

Leu

Gly

Pro

60

His

Asp

Gln

Pro
140

Asp

Asp

Glu

45

Asp

Lys

Met

Thr

Leu

125

val

Glu

Ser

Tyr

30

Gln

His

Lys

Asp

Ala

110

Ser

Tyr

Thr

15

Lys

Glu

Val

Gly

Phe

95

Leu

Ile

Asp

Thr

Val

Asp

Ala

Glu

Phe

80

Ala

Glu

Pro

His



145

Leu

Glu

Met

Glu

Glu

225

Leu

Asn

Glu

Leu

Asp

210

Ile

val

<210>19

<211>717

<212> ADN

Tyr Gly Glu
165

Leu Leu Glu
180

Asp Gln Val

195

Leu Ile Glu

Gly Phe Asn

Ser

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 19

150

Ala

Ala

Ala

Asp

Thr
230

ES 2696 773 T3

Trp

Asn

Gly

Phe

215

Arg

Leu

Arg

Asp

200

Leu

Glu

Lys

Glu
185

Ile

Ile

66

Ala

170

Asn

Ala

Ala

Thr

155

Asn

Leu

val

Tyr

Arg
235

Leu Glu

Pro Leu

Leu Gln
205

Gln Glu
220

Met Ala

Ser

Ile

190

Met

Ser

Ala

160

Cys Arg

175

Arg Arg

Asp Lys

Leu Thr

Ala Ala
240



atgcaaacac
tttactactg
gaacaagagg
gagttaacta
agaaatctag
ggtaatttte
attttaattg
ttcgogaaaa
caagaatggc
gttaaccttce
gctatggata
gaaataggtt
<210> 20

<211> 238
<212> PRT

tcgaatctaa
attcttacaa
ctcatgataa
aattagcgaa
gtgttcaagc
aggttgecgtt
aagcttttge
aaattaccca
taaaagaaaa
cattaatcaa
gggaagaatt

tagataatag

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 20

ES 2696 773 T3

taaaaaaact
agacgcttat
ttacatttee
aatggagett
tgacatgatt
atctaatggce
tatatcecgeg
aggtgttgtt
tttagcgact
gaagatgtta
aatggaagaa

agaaattgca

aatctagaaa
agcaggataa
ttagcaacat
aagcacaaaa
tttgctaaag
aagacaacta
tatcacgttt
aaagatgaat
tgtaaagatg
gatcaagtct
ttcatgattg

agaatggcaa

67

attctattga
atgcaatagt
taattcctaa
gaggctttac
aattctttte
catgcctatt
acataagagt
atcttcattt
agctaatgga
cggaagatge
cctatcagga

tggectgectat

tttacccgat
tattgaaggt
cgaattagaa
tgcatgtgga
caaattacat
aatacaggca
tgctgatect
aaattatgga
agcaaataag
ttcagtacta
cactctcett

agtttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

717



Asp

Ile

Ile

Leu

65

Arg

Ser

Thr

Ser

Ile

145

Gln

Glu

Val

Glu

Asp
225

Gln

Leu

Asn

Ser

50

Ala

Asn

Lys

Thr

Ala

130

Thr

Glu

Ala

Ser

Glu

210

Asn

Thr

Pro

Ala

35

Lys

Leu

Leu

Cys

115

Tyr

Gln

Trp

Asn

Glu

1385

Phe

Arg

Leu

Asp

20

Ile

Ala

Met

Gly

His

100

His

Gly

Leu

Lys

180

Asp

Met

Glu

Glu

Phe

Val

Thr

Glu

Val

85

Gly

Val

Val

Lys

165

Val

Ala

Ile

Ile

Ser

Thr

Ile

Leu

Leu

70

Gln

Asn

Ile

Tyr

Val

150

Glu

Asn

Ser

Ala

Ala
230

Asn

Thr

Glu

Ile

55

Lys

Ala

Phe

Gln

Ile

135

Lys

Asn

Leu

vVal

Tyr

215

Arg

ES 2696 773 T3

Lys

Asp

Gly

40

Pro

His

Asp

Gln

Ala

120

Arg

Asp

Leu

Pro

Leu

200

Gln

Met

Lys

Ser

25

Glu

Asn

Lys

val

105

Ile

val

Glu

Ala

Leu

185

Asp

Thr

10

Tyr

Gln

Glu

Arg

Ile

90

Ala

Ala

Tyr

Thr

170

Ile

Met

Thr

Met

68

Asn

Lys

Glu

Leu

Gly

75

Phe

Leu

Ile

Asp

Leu

155

Cys

Lys

Asp

Leu

Ala
235

Leu

Asp

Ala

Glu

60

Phe

Ser

Glu

Pro

140

His

Lys

Lys

Arg

Leu

220

Ala

Glu

Ala

His

45

Glu

Thr

Lys

Asn

Ala

125

Phe

Leu

Asp

Met

Glu

205

Glu

Ile

Asn

Tyr

30

Asp

Ala

Glu

Gly

110

Phe

Ala

Asn

Glu

Leu

150

Glu

Ile

Val

Ser

15

Ser

Asn

Thr

Cys

Phe

95

Lys

Ala

Lys

Tyr

Leu

175

Asp

Gly

Tle

Arg

Tyr

Lys

Gly

80

Phe

Thr

Ile

Lys

Gly

160

Gln

Leu



10

<210> 21
<211>726
<212> ADN

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 21

atgcaagcectt
cttccagatt
attgaagggg
catgcagatg
gcttgcagga
aaactccata
attcaatgca
gectgatcecat
aactatggtc
gctaataagg
gaagtcette
teccttettg
atataa

<210> 22

<211> 241
<212> PRT

ttgcatcecaa
tcacctcaga
agcaagaagc
agcttgtgag
gaaatcttge
ataatttttt
tcttgattga
tcgccaaaag
aagaatggct
aaaacttgcc
atatggataa

aaataggtct

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 22

ES 2696 773 T3

caatttaacc
atcttacaaa
ttattctaat
gctagggaag
tgtaaagcct
agaggcttte
atcttttgca
aatcacagag
taaggccaat
tcttataaag
agaagagtta

tgataataga

gtagaaaaag
gatgcttaca
tttcttgate
atggagaaaa
gatatgcctt
aaagtaggag
atatccgcat
ggtgttgtce
ctagagacag
teccatgeteg
atggaggaat

gaaattgcaa

69

aagagctaag
gcagaatcaa
tcgectaaatt
agcatatgaa
ttgcaaagac
atacgactac
atcacgttta
aagatgaata
ttaagaaaga
atgaagttte
ttatgattge

gaatggctet

ttctaactct
tgcagttgta
gattcctgaa

tggtttttgt

ctttttcteca
ctgtctecta
tatacgtgtt
cttgecatttyg
tcttatgagg
aaacgacgcc

ttatcaagat

tgcagcggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

726



Ser

Iyr

Ser

Leu

65

Ala

Thr

Gln

Ser

Ser

Asn

50

val

Cys

Phe

Ala

Asn

Arg

35

Phe

Arg

Gly

Phe

Phe

Ser

20

Ile

Leu

Arg

Ser
100

Ala

Leu

Asn

Asp

Gly

Asn

85

Lys

Ser

Pro

Ala

Leu

Lys

70

Leu

Leu

ES 2696 773 T3

Asn

Asp

Val

Ala

55

Met

Ala

His

Asn

Phe

val

40

Lys

Glu

val

Asn

Leu

Thr

25

Ile

Leu

Lys

Lys

Asn
105

70

Thr
10

Ser

Glu

Ile

Lys

Pro

930

Phe

Val

Glu

Pro

His

75

Asp

Leu

Glu

Ser

Glu

Glu
60

Glu

Lys

Tyr

Gln

45

His

Asn

Bro

Ala

Glu

Lys

30

Glu

Ala

Gly

Phe

Phe
110

Glu
15

Asp

Ala

Asp

Phe

Ala

95

Lys

Leu

Ala

Tyr

Glu

Cys

80

Lys

Val



Gly Asp Thr Thr
115

Phe Ala Ile Ser
130

Ala Lys Arg Ile
145

Asn Tyr Gly Gln

Asp Leu Met Arg
180

Leu Asp Glu Val
195

Glu Leu Met Glu
210

Ile Gly Leu Asp
225

Ile

<210> 23

<211>732

<212> ADN

<213> Synechococcus sp.

<400> 23

Thr

Ala

Thr

Glu

165

Ala

Ser

Glu

Asn

Cys

Tyr

Glu

150

Trp

Asn

Asn

Phe

Arg
230

ES 2696 773 T3

Leun

His

135

Gly

Leu

Lys

Asp

Met

215

Glu

Leu

120

Val

val

Lys

Glu

Ala

200

Ile

Ile

Ile

Tyr

val

Ala

Asn

185

Glu

Ala

Ala

71

Gln

Tle

Gln

Asn

170

Leu

Vval

Tyr

Arg

Cys

Arg

Asp

155

Leu

Pro

Leu

Gln

Met
235

Ile

Val

140

Glu

Glu

Leu

His

Asp

220

Ala

Leu

125

Ala

Tyr

Thr

Ile

Met

205

Ser

Leu

Ile

Asp

Leu

Val

Lys

190

Leu

Ala

Glu

Pro

His

Lys

175

Ser

Lys

Leu

Ala

Ser

Phe

Leu

160

Lys

Glu

Glu

val
240



atgccgacce
cggctgectg
gtgatcgagg
gagcagaagg
acctectgtg
gceccoccoctge
ttgattcagg
gtggcggatc
ctcaattacg

gaggccaaca

geogeegtge
gaggcecctct
ctecgeoggtet
<210>24

<211> 243
<212> PRT

ttgagacgtc
atttcaccag
gtgagcagga
atgagctgge
gcegcaatcet
acgggaactt
cgctgetgat
ccttegeteg
gccaggaatg

aggccaatct

tgcagatgga aaaggaagat ctgatcgaag atttcctgat cgecttaccag

gcgagatcgg tttcagetece cgtgacattg ctogecatgge cgeegetgeco

ga

<213> Synechococcus sp.

<400> 24

ES 2696 773 T3

tgaggtegee
cgaggcttac
agcgcacgac
ccgtetegee
cggcgtggag
ccaggeaget
tgaagcegtte
caagatcact
gctgaaggec

gcctcectgate

gttcttgaag
aaggacgcct
aactacat cg
cgcatggaga
gcagacctte
ctccaggagg
gecattteceg
gaaggtgtgg
aattttgagg

cgctegatge

72

actcgatgge
acagccgcat
cccteggeac
tgaagcacat
cctttgectaa
gcaaggtggt
cctatcacat
tgaaggatga
ccagcaagga

tggagcaggt

ttcaggctcce
caatgcgatc
getgatcecece
gaaggggttc
ggaattctte
gacctgcctg
ctacatcceg
gtacacccac
tgagctgatg

ggcagccgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660
720

732



Ala

Ala

His

Glu

65

Thr

Lys

Glu

Ala

Phe

145

Leu

Asp

Met

Pro

Ser

Tyr

Asp

Leu

Ser

Glu

Gly

Phe

130

Ala

Asn

Glu

Leu

Thr

Gly

Ser

35

Asn

Ala

Cys

Phe

Lys

115

Ala

Arg

Tyr

Leu

Glu

Leu

Ser

20

Tyr

Arg

Gly

Phe

100

val

Ile

Lys

Gly

Met

180

Gln

Glu

Arg

Ile

Ile

Leu

Arg

85

Ala

Val

Ser

Ile

Gln

165

Glu

Vval

Thr

Leu

Asn

Ala

Ala

70

Asn

Pro

Thr

Ala

Thr

150

Glu

Ala

Ala

ES 2696 773 T3

Ser

Pro

Ala

Leu

55

Leu

Leu

Cys

Tyr

135

Glu

Trp

Asn

Ala

Glu

Asp

Ile

40

Gly

Met

Gly

His

Leu

120

His

Gly

Leu

Lys

Asp

val

Phe

25

val

Thr

Glu

val

Gly

105

Leu

Ile

val

Lys

Ala
185

73

Ala

10

Thr

Ile

Leu

Glu

S0

Asn

Ile

Tyr

val

Ala

170

Asn

Ala

Vval

Ser

Glu

Ile

Lys

15

Ala

Phe

Gln

Ile

Lys

155

Asn

Leu

Val

Leu

Glu

Gly

Pro

60

His

Asp

Gln

Ala

Pro

140

Asp

Phe

Pro

Leu

Glu

Ala

Glu

45

Glu

Ala

Leu

125

Val

Glu

Glu

Leu

Gln

Asp

Tyr

30

Gln

Gln

Lys

Pro

Ala

110

Leu

Ala

Tyr

Ala

Ile

190

Met

Ser

15

Lys

Glu

Lys

Gly

Phe

95

Leu

Ile

Asp

Thr

Ser

175

Arg

Glu

Asp

Ala

Asp

Phe

80

Ala

Gln

Glu

Pro

His

160

Lys

Ser

Lys



10

195

ES 2696 773 T3

200

205

Glu Asp Leu Ile Glu Asp Phe Leu Ile Ala Tyr Gln Glu Ala Leu Cys

210

215

220

Glu Ile Gly Phe Ser Ser Arg Asp Ile Ala Arg Met Ala Ala Ala Ala

225

Leu Ala Val

<210> 25
<211> 681
<212> ADN

<213> Synechococcus sp.

<400> 25

atgaccecage
gttgtgattg
ceegetgate
tttgtgggct
tttcagecece
ctggtgatcc
ccggtggecg
cacctcgact
agcgeggtgg
gacatgcgac
cgggaagcgt
gcggeccgecc
<210> 26

<211> 226
<212> PRT

tcgactttge
tgggcgaagg
gcgacgaget
gtggtegeaa
tccatgatct
aggggttgat
atgcctacge
acgctgagac
tggtggagge
agatcggcat
tggaatcggt

ggatggtctg

<213> Synechococcus sp.

<400> 26

230

cagtgcggec
tctegecaat
gcageggote
ccteggtgtg
gttcaaacge
cgtggaatgt
ccggecgatce
ctggetgeag
gttgecegete
ggatccggtyg

ggggtttgag

a

taccgcgagg
cgecatttec
ggacgcatgg
gtggccgate
cacgaccacyg
ttegeegtgg
accgcagcgg
cgccattteg
accctggecga
gagaccctgg

getgtggagy

74

235

cctacagecg
agatgttgge
agggagacca
tgeeccetgge
acggcaatcg
cggcttacecg
tgatgaacga
atcaggtgaa
tgttgcaatce
ccagcttcag

ccaggegact

gatcaacggce
geggogeatt
tgecagegec
ccggegectg
ggccgaatge
ccactacctg
tgaatcggaa
ggccegggtce
gcttgetgea
tgaactgttt

gctgatgcga

240

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

681



ES 2696 773 T3

Mei-;-Thr Gln Leu Asp Phe Ala Ser Ala Ala Tyr Arg Glu Ala Tyr Ser
1 5 10 15

Arg Ile Asn Gly Val Val Ile Val Gly Glu Gly Leu Ala Asn Arg His
20 25 30

Phe Gln Met Leu Ala Arg Arg Ile Pro Ala Asp Arg Asp Glu Leu Gln
35 40 45

75



Arg

Gly

Phe

Arg

val

Pro

Ala

145

Ser

Ser

Leu

Phe

Met
225

Leu

50

Gln

Ala

Ala

Ile

130

Glu

Ala

Leu

Ala

Glu

210

val

<210> 27

<211> 696

<212> ADN

Gly

Asn

Pro

Glu

Ala

115

Thr

Thr

Val

Ala

Ser

195

Ala

Arg

Leu

Leu

Cys

100

Tyr

Ala

Trp

val

Ala

180

Phe

val

Met

Gly

His

85

Arg

Ala

Leu

Val

165

Asp

Ser

Glu

Glu

val

70

Asp

val

His

val

Gln

150

Glu

Glu

Ala

ES 2696 773 T3

Gly

Val

Leu

Ile

Tyr

Met

135

Arg

Ala

Arg

Leu

Arg
215

Asp

Ala

Phe

Gln

Leu

120

Asn

His

Leu

Gln

Phe

200

Arg

His

Asp

Lys

Gly

105

Pro

Asp

Phe

Pro

Ile

185

Arg

Leu

76

Ala

Leu

val

Glu

Asp

Leu

170

Gly

Glu

Leu

Ser

Pro

15

His

Ile

Ala

Ser

Gln

155

Thr

Ala

Ala

60

Leu

Asp

val

Asp

Glu

140

Vval

Leu

Asp

Leu

Arg
220

Phe

Ala

His

Glu

Ala

125

His

Lys

Ala

Pro

Glu

205

Ala

Val

Arg

Asp

Cys

110

Tyr

Leu

Ala

Met

val

190

Ser

Ala

Arg

Gly

Phe

Ala

Asp

Arg

Leu

175

Glu

Val

Ala

Cys

Leu

80

Asn

Ala

Arg

Tyr

Val

160

Gln

Thr

Gly

Arg



<213> Cyanothece sp

<400> 27

atgcaagagc
tacagtcgea
gatatggcge

aaccgtcaca

gactacgetce
ggcaaaattg
gcttataata
gttaaggatg
gcctctaaag
ctcaaccaag
gatttcatga

atgaaaatgt

<210> 28
<211> 231
<212> PRT

ttgetttacg
tcaatgctat
aactteteee

aaaaaggctt
aacaattttt

tcacttgett
tttatattec
aatataccca
cagaattaga
ttgaaaaaga
ttagttatagg

ctgettacgg

<213> Cyanothece sp

<400> 28

ES 2696 773 T3

ctcagagett
tgtcattgaa
agaagacgag

tcaagecectgt
tgctgaactt

attaattcaa
tgtggcagat
cctcaatttt
agacgcaaat
tgccgaagtyg
agaagcttta

gctacggget

gattttaaca
ggggaacaag
gctgagttaa

ggcaagaatt

catggcaact
tctttgatca
ccctttgete
ggggaagtct
aaagaaaatt

ttagggatgg

agtaatattg

gcttaa

77

gcgaaaccta
aagcctatca
ttegtetete

tgaatgtgac

tccaaaagge
tcgaagectt
gtaaaatcac
ggttaaaaga
tacccecttgt
agaaagaagc

gtttctctac

taaagatgct
aaattatctt
caagatggaa

cccagatatg

aaaagccgaa
tgcgatecgee
cgaaggggta
gcattttgaa
ttggcaaatyg
cttagtggaa

ccgtgagatc

€0
120
180

240
300

360
420
480
540
600
660

696



Met

Tyr

Gln

Asp

Lys

Asp

Ala

Ile

Ala

Tyr
145

Gln

Lys

Glu

Glu

50

Gly

Tyr

Lys

Ile

Asp

130

Thr

Glu

Asp

Ala

35

Ala

Phe

Ala

Ala

Glu

115

Pro

His

Leu

Ala

20

Tyr

Glu

Gln

Gln

Glu

100

Ala

Phe

Leu

Tyr

Gln

Leu

Ala

Gln

85

Gly

Phe

Ala

Asn

Leu

Ser

Asn

Ile

Cys

70

Phe

Lys

Ala

Arg

Phe
150

ES 2696 773 T3

Arg

Arg

Tyr

Arg

55

Gly

Phe

Ile

Ile

Lys

135

Gly

Ser

Ile

Leu

40

Leu

Lys

Ala

Val

Ala

120

Ile

Glu

Glu

Asn

25

Ser

Asn

Glu

Thr

105

Thr

val

78

Leu

10

Met

Lys

Leu

90

Cys

Tyr

Glu

Trp

Asp

Ile

Ala

Asn

75

His

Leu

Asn

Gly

Leu
155

Phe

Vval

Gln

Glu

60

val

Gly

Leu

Ile

val

140

Lys

Asn

Ile

Leu

45

Asn

Thr

Asn

Ile

Tyr

125

val

Glu

Ser

Glu

30

Leu

Arg

Pro

Phe

Gln

110

Ile

His

Glu

15

Gly

Pro

His

Asp

Gln

95

Ser

Pro

Asp

Phe

Thr

Glu

Glu

Lys

Met

80

Lys

Leu

Val

Glu

Glu
160



10

Ala Ser

val

Trp

Glu

Lys

Gln

Lys

Ala

Glu

ES 2696 773 T3

Leu Glu

165

Met
180

Glu

1395

Ala Leu

210

Ala
225

Tyr

<210> 29
<211> 696
<212> ADN

Ser

Asn

Leu

<213> Cyanothece sp.

<400> 29

atgcctcaag
tacagcegca
aagctgacgg
gcecegtecaca
gagtttgete
aacaaaattg
gcttataaca
gtcaaagacg
agccagceggg
ctcaatcagg
agcttcatga
atgcgecatgt
<210> 30

<211> 231
<212> PRT

tgecagteccce
ttgatgcgat
aactgctgee
aaaaagggtt
aacagttctt
ccacctgtet
tctatattce
aatacaccca
aagaagtgga
tagagactga
tccaatatgg

ccgtttacgg

Leu

Ala

Ile

Arg

Asn Gln

val

Leu

Phe
215

Gly

Ala
230

Ala

atcggctata
cgtgatcgag
ggattgtcaa
tgaagcttgt
tgctgacctyg
ggtgatccag
tgtcgectgat
cctcaacttt
agcggccaac
tgctcacgtt
tgaagccctg

cctctetgeg

Asp Ala Asn

170

Val Glu Lys

185

Glu Asp Fhe

200

Ser Thr Arg

gacttctaca
ggagaacagg
gaagatctgg
ggccgcaate
cacaacaatt
gccecctgatta
gactttgeece
ggtgaagagt
cgggaaaacc
ttaggtatgg
gaaaatattg

gcataa

79

gtgagaccta

aagcccacga
tececggetgge
tcaaggtcac
tccagaaage
ttgagtgcett
gcaaaattac
ggctcaaagce
tgcegategt
aaaaagaggc

gtttctegac

Lys Glu Asn

Asp Ala Glu

Met Ile Ser

Glu Ile Met
220

130

205

ccaggatget
caattacctg
caaaatggaa
acccgatatg
tgctgeggee
tgccatcgee
cgaaaacgtg
taactttgat
ctggcggatg
tttagtggaa

cegtgagatce

Leu Pro

175

Val Leu

Tyr Gly

Lys Met

Leu

Glu

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

696



ES 2696 773 T3

<213> Cyanothece sp.
<400> 30

Met Pro Gln Val Gln Ser Pro Ser Ala TIle Asp Phe Tyr Ser Glu Thr
1 5 10 15

Tyr Gln Asp Ala Tyr Ser Arg Ile Asp Ala Ile Val Ile Glu Gly Glu
20 25 30

80



Gln

Cys

Lys

65

Glu

Ala

Ile

Ala

Tyr

145

Ser

val

Ala

val
225

Glu

Gln

50

Gly

Phe

Ala

Ile

Asp

130

Thr

Gln

Trp

Glu

Leu

210

Tyr

<210> 31

Ala

35

Glu

Phe

Ala

Ala

Glu

115

Asp

His

Arg

Arg

Lys

185

Glu

Gly

His

Asp

Glu

Gln

Ala

100

Cys

Phe

Leu

Glu

Met

180

Glu

Asn

Leu

Asp

Leu

Ala

Gln

85

Asn

Phe

Ala

Asn

Glu

165

Leu

Ala

Ile

Ser

Asn

Val

Cys

70

Phe

Lys

Ala

Arg

Phe

150

Val

Asn

Leu

Ala
230

ES 2696 773 T3

Tyr

Arg

55

Gly

Phe

Ile

Ile

Lys

135

Gly

Glu

Gln

Val

Phe

215

Ala

Leu

40

Leu

Arg

Ala

Ala

Ala

120

Ile

Glu

Ala

Val

Glu

200

Ser

Lys

Ala

Asn

Asp

Thr

105

Thr

Glu

Glu
185

Ser

Thr

81

Leu

Lys

Leu

Leu

80

Cys

Tyr

Glu

Trp

Asn

170

Thr

Phe

Arg

Thr

Lys

75

His

Leu

Asn

Asn

Leu

155

Arg

Asp

Glu

Glu

Glu

60

val

AsSn

val

Ile

val

140

Lys

Glu

Ala

Ile

Ile
220

Leu

45

Ala

Thr

Asn

Ile

Tyr

125

Val

Ala

Asn

His

Gln

205

Met

Leu

Arg

Pro

Phe

Gln

110

Ile

Lys

Asn

Leu

Val

130

Tyr

Arg

Pro

His

Asp

Gln

95

Ala

Pro

Asp

Phe

Pro

175

Leu

Gly

Met

Asp

Lys

Met

80

Lys

Leu

Val

Glu

Asp

160

Ile

Gly

Glu

Ser



10

<211>702
<212> ADN

<213> Cyanothece sp.

<400> 31
atgtectgatt

taccggeggy
cgcttagetg
gceegecace
gactttgegg
ggccaggtgg
gcctacaata
gttcaggacg
cagtgtaaag
ctcaaccagg
gactttagca
ctcteceetgt
<210> 32

<211> 233
<212> PRT

gcgeccacgaa

tgaacggtat

agctgectece
agaagagctt
cacagttttt
ctacctgtct
cctatttgee
agtacagcca
acgaaattat
tgacaggcga
ctegetatgg

ccgttecaggg

<213> Cyanothece sp.

<400> 32

ES 2696 773 T3

ccecageecte

tgtgattgaa

agagtatcaa
tgttgecetgt
tgctgaactg
ggttgtgcaa
agtagcggat
cctaaacttt
cacagctaac
attgcgcatt
agaggccetg

tttacaggecg

gactattaca
ggcgagaage
gcggaattaa
ggccaaaatc
catcaaattt
gccctgatca
gaatttgcce
ggtgaagtct
cgtcttgete
ctgggcatgg
ggccagattg

gttacgcctt

82

gtgaaaccta

aagcctacga

cccgteotgge
tcaaggttag
ttgecatctge
ttgaatgett
gtaaagtcac
ggctgcagaa
tgccgetgat
acaaagcttc

gtttcaaact

ag

ccgcaatgct

caactttate

taaaatggaa
cccggactta
agcaaatgcg
tgcgatcgeco
cgcatocgtt
tgegtttgag
ctggaaaatg
tctggtagaa

atctgaaatt

€0

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660

702



Tyr

Lys

Tyr

Lys

65

Asp

Ala

Ile

Ala

Tyr

145

Gln

Ile

Ala

Val
225

Ser

Gln

Gln

50

Ser

FPhe

Ala

Ile

Asp

130

Ser

Cys

Irp

Asp

Leu

210

Gln

Asp

Asn

Ala

35

Ala

Phe

Ala

Aszn

Glu

115

Glu

His

Lys

Lys

Lys

195

Gly

Gly

Cys

Ala

20

Tyr

Glu

Val

Ala

Rla

100

Cys

Phe

Leu

Asp

Met

180

Ala

Gln

Leu

Ala

Tyr

Leu

Ala

Gln

85

Gly

Phe

Ala

Asn

Glu

165

Leu

Ser

Ile

Gln

Thr

Asn

Thr

Cys

70

Phe

Gln

Ala

Arg

Phe

150

Ile

Asn

Leu

Gly

Ala
230

Asn

FPhe

Arg

55

Gly

Fhe

Val

Ile

Lys

135

Gly

Ile

Gln

Val

Fhe

215

Val

ES 2696 773 T3

Pro

Val

Ile

40

Leu

Gln

Ala

Ala

Ala

120

val

Glu

Thr

val

Glu

200

Lys

Thr

Ala

Asn
25

Asn

Glu

Thr

105

Ala

Thr

Val

Ala

Thr

185

Asp

Leu

Pro

Leu

10

Gly

Leu

Lys

Lau

Leu

30

Cys

Tyr

Ala

Irp

As=n

170

Gly

Phe

Ser

83

Asp

Ile

Ala

Met

Lys

15

His

Leu

Asn

Ser

Leu

155

Arg

Glu

Ser

Glu

Tyr

Val

Glu

Glu

&0

Val

Gln

Val

Thr

Vval

140

Gln

Lau

Leu

Thr

Ile
220

Tyr

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Ile

Val

Tyr

125

Val

Asn

Ala

Arg

205

Leu

Ser

Glu

30

Leu

Arg

Pro

Fhe

Gln

110

Leu

Gln

Ala

Leu

Ile

130

Tyr

Ser

Glu

15

Gly

Pro

His

Ala

95

Ala

Pro

Asp

FPhe

Pro

175

Leu

Gly

Leu

Thr

Glu

Glu

Gln

Lau

8o

Ser

Leu

Val

Glu

GZlu

160

Lau

Gly

Glu

Ser



10

<210> 33
<211> 696
<212> ADN

<213> Anabaena variabilis

<400> 33

atgcagcagg
tatagtogoa
caactatccc
agtcgocaca
gagttogcta
ggtaaagttg
gcatacaata
gttaaagatg
caatcaaaag
ctcaatcaag
gattttatga

atgocggatgt

<210> 34
<211> 231
<212> PRT

ttgcagcoga
taaatgcgat
aactgctgcc
aaaaaggatt
aagaattott
tcacttgoet
tetacateee
aatacagtca
cagaactaga
ttgccgatga
ttecagtacgg

cagoctacgg

<213> Anabaena variabilis

<400> 34

ES 2696 773 T3

tttagaaatc
cgtgattgaa
agacgataaa
tgaagcttgt
tgocecgggcta
attgattcaa
cgtggotgac
cctocaactte
agaagctaat
tgcggcagtac
cgaagcacta

actcacageca

gatttcaaga
ggggaacaag
gaagacctaa
ggacggaacca
cacggtaatt
tcocctgatta
gattteogeococa
ggogaagttt
cgtcataate
ttagctatgg
agtaatattg

gcottaa

gcgaaaaata
aagcatatga
ttogocotecte
tgoaagtate
tccaaaaagc
ttgaatgttt
gtaaaatcac
ggttacagaa
ttoccatagt
aaaaagaagec

gottcacaac

taaagatgcc
gaattacatt
gaaaatggaa
cccagacata
ggcagctgaa
tgcgateogeoo
tgagggtgta
aaattteget
ctggaaaatg

cctagtggaa

cagagatatt

Mat Gln Gln Val Ala Ala Asp Leu Glu Ile Asp Phe Lys Ser Glu Lys

84

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

696



Tyr

Gln

Lys

65

Glu

Ala

Ile

Ala

Tyr

145

Gln

Vval

Ala

Ala
225

Lys

Glu

Lys

50

Gly

Fhe

Ala

Ile

Asp

130

Sar

Sar

Irp

Glu

Leu

210

Tyr

<210> 35

Asp

Ala

35

Glu

Fhe

ARla

Ala

Glu

115

Asp

His

Lys

Lys

Ly=

195

Ser

Gly

Ala

20

Tyr

Asp

Glu

Lys

Glu

100

Cys

Fhe

Leau

Rla

Mat

180

Glu

Asn

Tyr

Glu

Leu

Ala

Glu

85

Gly

Fhe

Ala

Asn

Glu

165

Leu

Ala

Ile

Thr

Ser

Asn

Ile

Cys

70

Phe

Lys

Ala

Phe

150

Leu

Asn

Leaun

Gly

Ala
230

Arg

Tyr

Arg

55

Gly

Fhe

Val

Ile

Lys

135

Gly

Glu

Gln

Val

Phe

215

Ala

ES 2696 773 T3

Ile

Ile

40

Arg

Ala

Val

Ala

120

Ile

Glu

Glu

val

Glu

200

Thr

Asn

25

Gln

Ser

Asn

Gly

Thr

105

Ala

Thr

val

Ala

Ala

185

Thr

10

Ala

Leu

Lys

Leu

Leu

20

Cys

Iyr

Glu

Trp

Asn

170

Asp

Fhe

Arg

85

Ile

Ser

Met

Gln

15

His

Leu

Asn

Gly

Leu

155

Asp

ASP

Val

Gln

Glu

Val

Gly

Leu

Ile

val

140

Gln

His

Ala

Ile

Ile
220

Tle

Leu

45

Ser

Sar

Asn

Ila

Tyr

125

val

Lys

Aszn

Ala

Gln

205

Met

Glu

30

Leu

Arg

Pro

Fhe

Gln

110

Ile

Lys

Asn

Leu

val

150

Tyr

Arg

15

Gly

Pro

His

Asp

Gln

95

Ser

Pro

Fhe

Pro

175

Leu

Gly

Met

Glu

Asp

Lys

Ila

8O

Lys

Lau

Val

Glu

Ala

160

Ile

Ala

Glu

Ser



10

<211>765
<212> ADN

<213> Synechococcus elongatus

<400> 35
gtgecgtacec

cgcagactoa
aaagacgctt
aactacaatce
aagatggaac
cctgacatgg
gctgeggaag
gocgatogogg
gagggggteg
aattttgatg
tggcoctaatge
ctogtogagg
cgogaaatca
<210> 36

<211> 254
<212> PRT

cctgggatec
tgoocgoageot
acagccocgoat
gocttgetga
agocgccacat
gttttgeoceca
gceaaggtegt
cttacaacat
tgogogacga
cttccaaage
tcaacgaagt
actttatgat

tgogtatgte

<213> Synechococcus elongatus

<400> 36

ES 2696 773 T3

accaaatecce
tgaagocago
caacgogatoc
gatgctgeocco
gaaaggottt
gaaattttte
cacctgocta
ctacatceocca
atacctgecac
cgaactggaa
ggocgatgat
tgectacggt

cgactatgge

acattetece
cttgaactgg
gtgattgaag
gaccagoggyg
atggcctgtg
gagegoettge
ctgattoaat
gtggeggatyg
cgcaacttog
gaagccaatc
gotocgogaac
gaagctotgg

cttgoggocg

86

tctcatecegt
actttocaaag
gogaacaaga
atgagecttea
gcaaaaatct
acgagaactt
cgotaatcat
cttttgoceg
gtgaagagtg
gtcagaacct
tegggatgga
aaaacatcgg

tttga

gtcaggagac
cgagtoctac
ggcgttogac
caagctageocc
ctocogtoact
caaagcggcg
cgagtgottt
caaaatcacg
gotgaaggog
gocococttggtt
gegtgagteg

cttcacaacg

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

765



Val

Leu

Ala

Leu

65

Lys

Leu

Arg

Sar

Asp

Ila

50

Ala

Met

Ser

Thr

Gly

FPhe

as

Val

Glu

Glua

Val

Pro

Asp

20

Gln

Ile

Met

Gln

Thr
100

Trp

Arg

Ser

Glu

Leu

Arg

85

Pro

Asp

Arg

Glu

Gly

Fro

70

His

Asp

Pro

Leu

Ser

Glu

55

Asp

Mat

ES 2696 773 T3

Pro

Tyr

40

Gln

Gln

Lys

Gly

Asn

Pro

25

Lys

Glu

Arg

Gly

Fhe
105

Pro

10

Gln

Asp

Ala

Asp

Phe

30

Ala

87

Thr

Leu

Ala

Fhe

Glu

15

Met

Gln

Phe

Glu

Tyr

Asp

60

Leu

Ala

Lys

Sar

Ala

Ser

45

Aszn

His

Cys

Phe

Lau

Ser

20

Arg

Tyr

Lys

Gly

Fhe
110

Sar

15

Leu

Ile

Asn

Leu

Lys

895

Glu

Sar

Glu

Asn

Arg

Ala

BO

A=n

Arg



10

15

ES 2696 773 T3

Leu His Glu Asn Phe Lys Ala Ala Ala Ala
115 120

Cys Leu Leu Ile Gln Ser Leu Ile Ile Glu
130 135

Tyr Asn Ile Tyr Ile Pro Val Ala Asp Ala
145 150

Glu Gly Val Val Arg Asp Glu Tyr Leu His
165 170

Trp Leu Lys Ala Asn Phe Asp Ala Ser Lys
180 185

Asn Arg Gln Asn Leu Pro Leu Val Trp Leu
155 200

Asp Asp Ala Arg Glu Leu Gly Met Glu Arg
210 215

Fhe Met Ile Ala Tyr Gly Glu Ala Leu Glu

225 230

Arg Glu Ile Met Arg Met Ser Ala Tyr Gly
245 250

<210> 37

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

88

zlu

Cys

Phe

155

Ala

Glu

Asn
235

Leu

Gly

Phe

140

Ala

Asn

Glu

Leu

Sar

220

Tle

Ala

Lys
125

Ala

Phe

Leu

Aszn

205

Leu

Gly

Ala

Val

Ile

Lys

Gly

Elu

130

Glu

Val

Phe

Val

Val

Ala

Ile

Glu

175

Glu

Val

Glu

Thr

Thr

Ala

Thr

160

Glu

Ala

Ala

Asp

Thr
240



10

15

20

25

30

<221> MOD_RES

<222> (8) .. (11)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (13) .. (14)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (17) .. (18)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 37

Tyr Xaa Xaa Ala Tyr Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Val Xaa Xaa Gly Glu

1 5

Xaa Xaa Ala

<210> 38

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

10

<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222>(2)..(3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (7)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(9) .. (11)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (13) .. (14)

89

15



10

15

20

25

30

35

<223> Cualquier aminoacido

<400> 38

Leu Xaa Xaa Met Glu Xaa Xaa His Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Cys

1 5
<210> 39
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

10

<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2) .. (4)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (9)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (11) .. (11)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (15)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 39

Cys Xaa Xaa Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Phe Ala Xaa Xaa Ala

1 5
<210> 40
<211>19
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>
<221> MOD_RES

90



10

15

20

25

30

<222> (2) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (7)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(9) .. (10)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (12) .. (17)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 40

Thr Xaa Xaa Val Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Xaa His Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5

Xaa Trp Leu

<210> 41

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2) .. (2)
<223> Lys, Arg o GiIn
<220>

<221> MOD_RES
<222> (3) .. (3)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (6) .. (6)
<223> Ser o0 Arg

91



10

15

20

25

30

35

<220>

<221> MOD_RES
<222> (8) .. (8)
<223>lle o Val
<220>

<221> MOD_RES
<222>(9) .. (9)
<223> Asp o Asn
<220>

<221> MOD_RES
<222> (10) .. (10)
<223> Gly o Ala
<220>

<221> MOD_RES
<222> (11) .. (11)
<223>Val o lle
<220>

<221> MOD_RES
<222>(13) .. (13)
<223>lle o Leu
<220>

<221> MOD_RES
<222>(14) .. (14)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (17) .. (18)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (20) .. (21)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (22) .. (22)
<223> Asn o His
<220>

ES 2696 773 T3

92



10

15

20

25

30

<221> MOD_RES
<222> (23) .. (23)
<223> Tyr o Phe
<400> 41

Tyr Xaa Xaa Ala Tyr Xaa Arg Xaa Xaa Xaa ¥aa Val Xaa Xaa Gly Glu

1 5

Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Xaa
20

<210> 42

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2) .. (2)

<223> Ala, Ser o Gly

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(7) .. (7)

<223> Arg, Asp o Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (9) .. (10)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

93

15



10

15

20

25

30

<222> (11) .. (11)
<223> Ala, Ser o Gly
<220>

<221> MOD_RES
<222>(13) .. (13)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES
<222> (14) .. (14)
<223> Ala, Ser o Gly
<220>

<221> MOD_RES
<222> (16) .. (16)
<223> Ala o Gly
<220>

<221> MOD_RES
<222> (17) .. (17)

<223> Cualquier aminoacido

<220>
<221> MOD_RES
<222> (20) .. (20)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES
<222> (21) .. (21)
<223>Val o lle
<400> 42

Leu Xaa Xaa Met Glu Xaa Xaa His Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Cys Xaa

1

Xaa Asn Leu Xaa
20

<210> 43

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

Xaa

ES 2696 773 T3

10

94
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35

ES 2696 773 T3

<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222>(2) .. (2)
<223> Leu, Met o Phe
<220>

<221> MOD_RES
<222> (3) .. (3)
<223>Val o Leu
<220>

<221> MOD_RES
<222> (4) .. (4)
<223>lle o Val
<220>

<221> MOD_RES
<222> (6) .. (6)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(7) .. (7)
<223>Leuolle
<220>

<221> MOD_RES
<222> (8) .. (8)
<223> lle, Leu o Met
<220>

<221> MOD_RES
<222>(9) .. (9)
<223>lle 0 Val
<220>

<221> MOD_RES
<222> (11) .. (11)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (14) .. (14)
<223> lle o Val

95
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30

ES 2696 773 T3

<220>

<221> MOD_RES
<222> (15) .. (15)
<223> Ala o Ser
<220>

<221> MOD_RES
<222> (18) .. (18)
<223> Asn, His o Arg
<220>

<221> MOD_RES
<222>(19) .. (19)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (21) .. (21)
<223>lle o Leu
<400> 43

Cys ¥Xaa Xaa Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Phe Ala Xaa Xaa Ala
1 5 10 15

Tyr Xaa Xaa Tyr Xaa
20

<210> 44

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222> (2) .. (2)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(3)..(3)

<223> Phe o Tyr

<220>

96
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ES 2696 773 T3

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (5)

<223> Arg o Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (7) .. (7)

<223> lle o Val

<220>

<221> MOD_RES

<222> (9) .. (10)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(12) .. (12)

<223> Val o Met

<220>

<221> MOD_RES
<222>(13) .. (13)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (14)

<223> Asp o Glu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (16) .. (16)

<223> Tyr o Ser

<220>

<221> MOD_RES

<222> (17) .. (17)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
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ES 2696 773 T3

<222>(19) .. (19)
<223> Leu o Arg
<220>

<221> MOD_RES
<222> (20) .. (20)
<223> Asn o Asp
<220>

<221> MOD_RES
<222> (21) .. (21)
<223> Tyr o Phe
<220>

<221> MOD_RES
<222>(22) .. (22)
<223> Ala o Gly
<220>

<221> MOD_RES
<222> (23) .. (23)
<223> Glu o GIn
<220>

<221> MOD_RES
<222> (24) .. (24)
<223> Cualquier aminoacido
<400> 44

Asp Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Val Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
1 5 10 15

Xaa His Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Leu
20 25

<210> 45

<211> 699

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 45

98



10

atgcagcaac
gocgtattete
attaccctagg
gagtogogto
ctgecagtteg
gaaggtaagg
gcagoctata
gtggttaaag
gcggaaageca
atgctgaatc

gaggacttca

attatgogoc

<210> 46
<211> 696
<212> ADN

tgacggatca
gtatcaacge
cgoagotget
acaaaaaggyg
ctaaggagtt
ttgtcacctg
acatttacat
aagaatacag
aggcggagect
aagtggaggyg

tgatccagta

tgagogogta

<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2696 773 T3

gagcaaagaa
tatcgttate
gootgaateo
ttttgaggco
cttocageogge
cctgctgatt
ccoggtggeg
ccacctgaac
ggaattggca
tgatgcacac

cggcgaggcg

tggoctgate

ctggactteca
gagggtgaac
cacgatgaac
tgcggtegta
ctgcatcaaa
caaagcctga
gacgattttg
ttcggtgagyg
aatcgtcaaa
acgatggcta

ctgagcaaca

ggtgcgtaa

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 46

atgcocogeoaaa
tactctegta
cgtotgggtyg
gcccgtcaca
gacttogeogo
gataaagttc
goegtataaca
gtcaaggacg
gacgtgaagg
ctgaacgagg
gacttoatga

atgocgtatgt

cgeaagcetat
tegatggtat
aaatgttgec
agaagggctt
gtogottott
cgacctgett
tttacatecece
aataccagca
cogagatcca
ttgacaagga

tteocaatacgg

ctgogtacgg

tagogaaatt
cgtgatocgag
tgagcatcaa
tgaggecttgt
ctoggacctyg
ggttattcag
ggttgoogat
tectgaactat
ggaagcaaat
cgceagcaghtg
tgaggooctyg

toctggtggca

gatttectatt
ggtgagcaag
gacgacttta
ggtcgtaact
cacaagaact
toccctgatca
gatttegeto
ggcgaggagt
cgcaagaatc
ctgggeatgg
tocaacattg

goctaa

99

aaagcgaaac
aagaagogca
tgattogtot
acctggoggt
actttcagac
tcattgagtg
cacgcaagat
totggttgaa
acctgococgat
tggaaaaaga

ttggctttag

ctgacaccta
aggogeatga
tocogtttgag
tgaaggtgac
tocaagatge
tocgaatgett
gtaagattac
ggctgaagge
tgocgatogt
agaaggaagc

gottttotac

ctacaaggac
cgagaattac
gagcaaaatg
cacteceggac
ggcagcggcg
tttegetate
cactgagggt
ggagocacttt
cgtgtggaaa

cgctctggtg

cacccgtgac

taaggacgct
gaactacatt
caagatggag
ttgegatectg
tgecggeocgag
cgocgattgca
cgagagegte
cecatttogac
ttggeogtatyg
gttggttgaa

cggcgagate

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

6320

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

696



10

15

<210> 47
<211> 696
<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2696 773 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 47

atgaccaccg
tacagcogcoa
gatctggeta
goocogooaca
gagttogcga
ggtaagacecg
gocgtacaaca
gtcaaggatyg
agocgtcaagg
ttgaatcagg
gactttatga
atgaaaatgt

<210> 48
<211>732
<212> ADN

cgaccgcaac
tcaacgogat
aactgctgcc
agaagggttt
aagcgttett
caacctgtet
tttacatccc
aatactctea
gcgagttgga
togaggcaga
toccagtactc

ctgtgtatgg

<213> Secuencia artificia

<220>

gccggtgetg
tgtcatogaa
tcaacaccaa
tgaagcgtgce
tgagaagctg
gctgatecag
tatggccocgat
cttgaacttt
ggaagctaac
cgoaaaggto
cggtgogotg

cctgacegge

gactatcaca
ggtgaacaag
gaagagctga
ggtcgcaatc
cgocgogaact
gogttgatca
cocgtttgege
ggcgaaatct

cgtgocgaata

gcgaccgcta
aggcocccacga
ccegtetgge
tgtcecgttac
ttcagogtgo
ttgaatcctt

gcaagattac

ggttgaagga

tgecocgotggt

ctgggecatgg agaaggatge

gagaacatcg gctttaccac

gogtaa

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 48

100

caaggacgca
caattacatt
gaagatggag
cccggatatg
cctggocggag
ocgcaattgeoo
cgaaagcgtco
acattteogag
ttggaagatg
totggtggaa

ccgtgaaatc

60
120
180
240
300
360
420

480

540

&00

660

696



atggogoctg
gocactggact
atcgaaggog
gctgccgagy
gocttgoggoa
cogoctgogog
atccaaagoo
gcagacgact
aatttoggog
gccaatgeococ
gaggcaatct
gocgoetggcaa
cgtgcagcat

<210>49
<211>732
<212> ADN

caaacgtgct
acagctctec
agcaggaagc
aactgcgtaa
agaacttgeoa
acaacttecea
tgatcatoga
tcgoococgtaa
agogttggtt
agaacctgecc
atatggacog
goattggott

aa

<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2696 773 T3

gocaaatacg
gcgttaccogt
goacgataacg
gctggcaaag
ggtggageet
atccgocagea
gtgttttgeg
gatcacggag
gggtgaacac
gctggtgege
tgaggogato

caacacgoge

cocgoogagec
caggcgtaca
tacctgaagt
atggaattge
gacgtegagt
geggeeggtyg
ategetgegt
ggcgtggtta
ttogoagagg
caaatgotgo

gttgaggatt

gaagtgatgo

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 49

atgcococgacgt tggagatgoc ggtogetgog gtoctggaca

gogetgoogg actttaccag cgaccgotac aaagacgott

gtgatcgagg gtgaacaaga agcccacgac aactacatcg

101

cgaccgatgg
gccgtatcaa
tggoggagat
gtcacatgaa
ttgocogoge
atctggttte
ataacattta
aggacgagta
ttaaagcaca
agcaagttga
tcatgattge

gtetgageoge

tggtggtacg
tggcattgtt
getgeoctgag
gggottteoag
tttottegeg
ctgtttegte
catccoggtt
tctgecatctg
gatcgaggca
ggcggacgtce
ttatggeogaa

acagggoettg

gecacggtcgg tagctctgag

attcgogtat caacgogatt

caattggcac cctgttgecg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

732

&0
120

180



10

gaccatgtagg
accgogtgeg
gococcogttgo
ttgatccaag
gttagocgatc
ctgaactacg
gaagcgaacc
gocggcagtec
gagagottga
ctggtcaget

<210> 50
<<211>717
<212> ADN

aagaactgaa
gtaagaactt
gogacaactt
cgctgotgat
cgttogeacy
gtgaggecatg
gtgagaatct
tgcagatgga
ctgagatogy

aa

<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2696 773 T3

acgtctggcg
gggtgtggaa
tcaaaccgcg
tgaagecgtte
taagatcact
gctgaaggcg
goeogetgate
taaggaagac

ctttaacacg

aaaatggaaa
googatatgg
ctgggtcaag
gogatctegg
gaaggtgteg
aatctggaga
cgoogeatge
ctgatcgaag

cgtgaaatca

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 50

atgcaaaccc
ttocacgacgg
gaacaggaag
gaattgacca
cgeaatctgg
ggcaacttec
atcttgattg
tttgcgaaaa
caggaatggt
gttaatctge
gctatggatco

gaaatecggtce
<210> 51
<211>726
<212> ADN

tggagagcaa
acagctacaa
cccatgacaa
aactggccaa
gtgttcagge
aagttgcoget
aagccttege
agattactca
tgaaggagaa
cgectgattaa
gtgaggagcet

tggacaatecg

caagaaaacc
ggatgegtat
ctatatecage
gatggagctg
cgatatgatce
gagcaacggt
gatttececgeg
aggtgtggtyg
tectggoaaco
gaaaatgctg
gatggaggag

tgaaattgeg

aacctggaaa
toccegtatea
ctggeccacco
aaacacaaac
tttgogaaag
aagacgacca
taccacgtgt
aaggatgagt
tgtaaggacyg
gatcaggtga

ttcatgatcg

cgtatggecaa

102

tgogtcacaa
acttcgeoocog
goaagaccoc
cotaccacac
ttaaggacga
goctgoogoga
tggatcaggt
acttcctgat

cocgtatgge

acagcattga
atgctatogt
tgatcccgaa
gtaggectttac
agtttttete
cctgettget
acattegtgt
acctgoacct
aactgatgga
gogaggatgeo
cgtatcagga

tggctgegat

gaaaggttta
tgagttecttt
tacgtgtctg
ttacatteceg
atacacccat
ggaactgctg
cgegggegac
tgcttaccaa

cgcagoeggeyg

cctgeocagat
cattgaaggt
tgaactggag
ggcatgoggt
taagectgeac
gatccaggecc
cgcggacccg
gaactatggt
agcaaacaaa
ctetgtgttyg
caccctgttg

tgtgtaa

240

300

360

420

480

540

600

660

720

732

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



10

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 51

atgcaggcoct
ctgooggatt
atcgaaggtg
cacgccgacg
gegtgtggte
aagctgoaca
atccaatgea
gcagatecegt
aattacggtc
gcgaacaaag
gaagtgctgo
agoctgotgg
atttaa

<210> 52
<211>732
<212> ADN

togocaageaa
tcaccagoga
aacaagaggc
agctggtgeg
gtaacttggc
acaatttect
tecttgatega
ttgccaagog
aagagtggct
agaatctgcoce
acatggataa

aaattggococt

<213> Secuencia artificia

<220>

taacctgacg
gagctataag
ttattctaac
cttgggtaag
agttaaacca
ggaggegttt
gteoctttgec
tatcacggaa
gaaagcgaac
attgattaag
agaagagctg

ggacaaccgo

gtcgaaaagg
gatgcatact
tttctggace
atggaaaaga
gacatgecogt
aaggtgggcy
atcagocgeogt
ggtgttgtte
ctggagactg
toctatgeotgg
atggaagagt

gagatcgeoac

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 52

103

aagaactgag
ctogtatcaa
tggocaaget
aacacatgaa
tocgogaagac
atacgacgac
accacgtgta
aagacgagta
tgaagaaaga
acgaagtcte
ttatgattge

goatggogot

ctcoccaatage
tgeogtggtt
gatcccocggag
cggottotge
gttetttage
ctgtttgttyg
cattegegtg
cctgeoatttyg
cctgatgogo
caacgacgct
atatcaggac

ggcagcggtt

60

120

180

240

200

360

420

480

540

600

660

720

7286



atgococgacoo
cgoctgocgy
gtgattgaag
gaacagaagg
accagctgtg
gcacagetge
ctgattcagg
gttgctgace
ctgaactacg
gaagccaaca
goggoogtge
gaagctctgt

ctggocggttt
<210> 53
<211> 681
<212> ADN

tggaaactag
actttacoag
gogagcaaga
acgagctggo
gtecgtaacct
atggtaactt
cactgoctgat
cgtttgcacg
gtcaagagtg
aggcgaatct
tgcaaatgga
gtgagattgg

ada

<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2696 773 T3

cgaggtggea
cgaggcotat
agogcatgac
togooctggoet
gggtgtggaa
tecaggeggeg
tgaggeogtte
caagattacc
gttgaaggcg
gocogotgate
gaaagaggac

cttotegtoo

gttetggaag
aaggacgegt
aactacattg
cgtatggaaa
gcggatotgo
ctgcaggaag
gocattageog
gaaggtgttg
aatttocgaag
cgttotatge
ctgattgaag

cgtgatateg

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 53

104

actogatgge
atagocogtat
cactgggcac
tgaaacacat
cgttocgogaa
gtaaggtggt
cttatcacat
tgaaagacga
coctccaaaga

tggaacaagt

acttcocctgat

coocgecatgge

cagocggtage
caatgogato
goctgatceoca
gaagggcttt
ggagttotte
gacctgtetyg
ttacattecg
gtataccecat
cgaactgatg
cgctgetgat

cgcatatcaa

ggcagcogea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

132



10

15

20

atgacccaat
gtogttattg
ccggcagacc
tttgttggtt
tteccagccgo
ctggtgatec
ceggtggeag
cacctggact
agcgctgtgg
gatatgegoo
cgtgaagcgo
gotgeoagete

<210> 54
<211> 28
<212> PRT

tggactttge
ttggcgaggyg
gtgacgaatt
goggtogoaa
tgcatgatct
agggtoctgat
acgogtatge
acgcagaaac
ttgtggagge
aaatocggoat
tggaaagcgt

gtatggttta

<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2696 773 T3

atctgeggea
cctggogaat
gcaacgtttg
tetgggtgtg
gttcaagcgt
tgttgagtge
cegtoogate
ctggctgcoag
gctgoogetg
ggacccggtg
tggttttgaa

a

taccgtgagg
cgtcacttco
ggccgecatgg
gtogetgate
cacgaccacg
tttgeggttyg
acecgetgegg
cgocacttog
acgctggoga
gaaacgotgg

geggtcgaag

<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES

<222> (9) .. (12)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (26)

catacagcog
aaatgctgge
agggtgacca
tgcogotgge
acggtaaccg
cocgogtateoeg
ttatgaatga
accaagttaa
tgttgcaaag
cgagettecag

cgocgoogttt

<223> Cualquier aminoacido y esta region puede abarcar 12 6 13 residuos

<400> 54

105

tatcaatggt
gogtogoatt
cgcaagcgoo
acgoogoctg
tgctgaatgo
tcattacectg
cgagagcgaa
agcccgogtg
cctggctgca
ocgagcectgttt

gctgatgegt

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

681



ES 2696 773 T3

Gly Ala Xaa Gly Asp Ile Gly Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala Arg

10

15

20

25

30

20 25
<210> 55
<211> 34
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: polipéptido sintético
<220>
<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223>Val o lle
<220>
<221> MOD_RES
<222> (6) .. (6)
<223> Cualquier aminoacido
<220>
<221> MOD_RES
<222> (17) .. (17)
<223> Cys o Thr
<220>
<221> MOD_RES
<222> (21) .. (21)
<223> Aspolle
<220>
<221> MOD_RES
<222> (22) .. (22)
<223> Cualquier aminoacido
<220>
<221> MOD_RES
<222> (24) .. (27)
<223> Cualquier aminoacido
<220>
<221> MOD_RES

106
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15

20

25

30

ES 2696 773 T3

<222> (28) .. (28)
<223> Asp o Glu
<220>

<221> MOD_RES
<222> (30) .. (30)
<223> lle, Leu o Phe
<220>

<221> MOD_RES
<222> (32) .. (32)
<223> Thr, lle o Val
<400> 55

Ala Thr Val Ala Xaa Xaa Gly Ala Thr Gly Asp Ile Gly Ser Ala Val
1 5 10 15

Xaa Arg Trp Leu Xaa Xaa Lys Xaa XHaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Leu Xaa
20 25 30

Ala Arg

<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES
<222>(1).. (1)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (4) .. (4)

<223> Phe, Leu

<220>

107



10

15

20

25

30

35

ES 2696 773 T3

<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223> Cualquier aminoacido excepto Lys o Trp

<400> 56

¥Naa Leu Xaa Xaa XNaa Arg Phe Thr Thr Gly Asn

1 5

<210> 57

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8) .. (13)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 57

Met Phe Gly Leu Ile Gly His Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala

1 5

<210> 58

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2) .. (2)
<223> Asp o Glu
<220>

<221> MOD_RES
<222> (3) .. (3)
<223> Phe, Leu, Val o Met
<220>

<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223> Cys o Ser

108
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (6) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES
<222> (10) .. (10)
<223> GIn o Val
<220>

<221> MOD_RES
<222> (11) .. (11)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES
<222> (12) .. (12)
<223> Leu o Val
<220>

<221> MOD_RES
<222> (13) .. (13)
<223> Asp o Glu
<220>

<221> MOD_RES
<222> (14) .. (16)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES
<222> (17) .. (17)
<223> Val o lle
<220>

<221> MOD_RES
<222>(18) .. (18)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 58

Leu Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Ala Pro Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

<210> 59
<211> 21

5

ES 2696 773 T3

10

109

15



10

15

20

25

30

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (8) .. (8)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (10) .. (10)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(12) .. (13)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (15) .. (15)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (17) .. (17)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 59

Ser Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Ile Xaa Gly Xaa Tyr Xaa Xaa Ser Xaa Phe

110



10

15

20

25

30

¥Xaa Pro Glu Met Leu

20

<210> 60

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2) .. (2)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (4) .. (4)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (7) .. (9)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(12) .. (14)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (16) .. (20)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (22) .. (23)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 60

111

15



10

15

20

25

30

Lys Xaa Ala Xaa Arg Lys Xaa Xaa Xaa Ala Met Xaa Xaa Xaa Gln Xaa

1 5

Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Xaa Xaa Leu Gly Gly FPhe

20
<210> 61
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

25

10

<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222>(2) .. (2)
<223> Leu, Val o Met
<220>

<221> MOD_RES
<222> (3) .. (4)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223> Ala o Ser
<220>

<221> MOD_RES
<222> (6) .. (6)
<223> Asp o0 Asn
<220>

<221> MOD_RES
<222>(7) .. (7)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(8)..(9)
<223>Val o lle
<220>

<221> MOD_RES

112

15



10

15

20

25

30

35

<222> (14) .. (14)
<223> Leu, Met o lle
<400> 61

Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Val Ala Ser Xaa

1 5

<210> 62

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2696 773 T3

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2) .. (5)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 62

FPro Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Gly Gly Tyr Pro Lys Asn

1 5

<210> 63

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8) .. (8)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (10) .. (16)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (19) .. (20)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

113



10

15

<221> MOD_RES

<222> (22) .. (23)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 63

ES 2696 773 T3

Asn Phe Ser Trp Gly Arg Asn Xaa Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

5

10

Ile Gly Xaa Xaa Ser Xaa Xaa His Gly

<210> 64
<211>9
<212> PRT

20

<213> Secuencia artificial

<220>

25

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 64

Phe Thr Thr Gly Asn Thr His Thr Ala

1

<210> 65
<211> 1026
<212> ADN

5

<213> Synechococcus elongatus

<400> 65

atgttoggte
atgggotacyg
atcgttgatg
gaatcgtgtt

gttctcaatg

ttateggtca
acgaatacgc
aaatcacagt
tocttgoogga

ccatgtccca

tetcacecagt
cgatcaagga
caccagtgeoco
aatgctggeg

tgcccaaaaa

ttggagcagg
ttggagtttt
acaggcaagg
gogegooget

cacggcatecg

114

cocgogacgt
ggagtagege
tgattcacgg
tcaaaacage

acatctogge

15

ttetegeoagg
tectecteaa
tegeotacate

cacgogoaaa

cttggggggce

&0

120

180

240

300



tttacctoga
accttggagt
caggtggaag
gteggegega
gteggtgatt
cteggoocggg
tgggtogoca
gtectaatog
tatgtoctea
gctgcagaga
ttggaatttg
aagatggaag
atttga

<210> 66
<211> 341
<212> PRT

ttattttoga
ttgaacggtt
cogetgetaa
ctggogatat
tgatcctgac
gcaagattect
gtatgocteoa
acgggggcta
atggoggggt
tggcgoggoc
aaggctggea

cgatcggtga

<213> Synechococcus elongatus

<400> 66

ES 2696 773 T3

gaatttogat
caccaccggc
aacgctgggo
cggtagecgcet
ggogogcaat
goocttggaa
gyggcgtagtyg
CCCCaaaaac
agttgaacat
cgagcgcocag

tactaacttec

ggcatcggtg

ttggocagtt
aatactcaca
atcgacatta
gtctgooget
caggagegtt
googoetoctgo
atcgacccag
ttgggcagca
tgettegaca
atgtttgcoct
tcctggggee

cgccacgget

115

tgoggcaagt
cggoctacgt
cocaagogac
ggctogacct
tggataacct
cggaagctga
caaccctgaa
aagtccaagg
togactggeoa
goctttgoocga
gcaaccaaat

tocaaceocctt

gogogacact
aatctgtaga
agtageggtt
caaactgggt
gcaggctgaa
ctttategtg
geaacacctge
tgagggcatao
gatcatgtco
ggcgatgeoto
cacgatcgag

ggcattggca

360

420

480

540

600

660

T20

780

840

00

960

1020

1026



Met

Val

Fhe

Ser

Leu

65

Val

Ala

Ser

Phe

Ser

Trp

Ala

50

Pro

Leu

Leu

Lau

Gly

Arg

Ser

35

Thr

Glu

Asn

Gly

Arg

Leu

Arg

20

Ser

Gly

Mat

Ala

Gly
100

Gln

Ile

Met

Ala

Lys

Leu

Met

85

Phe

Vval

Gly

Gly

Pro

val

Ala

70

Ser

Thr

Arg

His

Tyr

Pro

Ile

55

Ala

His

Ser

Asp

ES 2696 773 T3

Leu

Asp

Gln

40

His

Ala

Ile

Thr

Thr

Glu

25

Ile

Gly

Gln

Ile
105

Thr

Ser

10

Tyr

Val

Arg

Phe

Lys

20

Phe

Lau

116

Leu

Ala

Asp

Tyr

Lys

His

Glu

Glu

Glu

Asp

Glu

Ile

60

Thr

Gly

Asn

Phe

Gln

Gln

Ile

45

Glu

Ala

Ile

Phe

Glu

Ala

Gly

30

Thr

Ser

Thr

Asp

Asp

110

Arg

Arg

15

Leu

Val

Cys

Arg

Ile
a5

Leu

Phe

Asp

Glu

Thr

Lys

Ser

Ala

Thr



Thr

Ala

145

Val

Leu

Leu

Met

225

Val

Gly

Arg

Gly

305

Lys

Leu

Gly
130

Ala

Gly

Lys

Lau

Glu

210

Pro

Lau

Glu

Tle

Gln

290

Trp

Met

Ala

<210> 67

115

Asn

Lys

Ala

Leu

Asp

195

Rla

Gln

Ile

Gly

Asp

275

Met

His

Glu

Thr

Thr

Thr

Gly

180

Asn

Rla

Gly

Asp

Ile
260

Trp

Fhe

Thr

Ala

Ala
340

His

Leu

Gly

165

Val

Leu

Leu

Val

Gly

245

Tyr

Gln

Ala

Asn

Ile

325

Ile

Thr

Gly

150

Asp

Gly

Gln

FPro

Vval

230

Gly

Val

Tle

Cys

Phe

310

Gly

Ala

135

Ila

Ile

Asp

Ala

Glu

215

Ile

Tyr

Leu

Met

Fhe

235

Ser

Glu

ES 2696 773 T3

120

Tyr

Asp

Gly

Lau

Glu

200

Ala

Asp

Pro

Asn

Ser

280

Ala

Trp

Ala

Val

Ila

Ser

Ile

185

Lau

Pro

Lys

Gly

265

Ala

Glu

Gly

Ser

Ile

Thr

Ala

170

Leu

Gly

Fhe

Ala

As=n

250

Gly

Ala

Ala

Arg

Val
330

17

Cys

Gln

155

Val

Thr

Ile

Thr

235

Leu

Val

Glu

Met

Asn

315

Arg

140

Ala

Cys

Ala

Gly

Val

220

Leu

Gly

Val

Met

Leu

300

Gln

His

125

Gln

Thr

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Sar

Glu

Ala

285

Leu

Ile

Gly

Val

Val

Trp

Asn

150

Ila

Val

Gln

Lys

His

270

Glu

Thr

Phe

Glu

Ala

Leu

175

Gln

Leu

Ala

Pro

Val

255

Cys

Pro

Fhe

Ile

Gln
335

Ala

Val

160

Asp

Glu

Pro

Sar

Cys

240

Gln

Fhe

Glu

Glu

Glu

320

Pro



10

<211>1023
<212> ADN

<213> Synechocystis sp.

<400> 67
atgtttggte
ttaggctate
gtggttgata
gagtcttget
atcctcoaatg
tttteottcaa
gaactagatt
caggtcgagt
tgtggogeoca
gttaaggaat
ttgggtcagg
tgggtggcta
ttgattgtgg
catattecteca
attgtggaga
ctagagtttg
aaaatggagg
tag

<210> 68
<211> 340
<212> PRT

ttattggtea
ctgagtacge
attttecaggt
ttttgoecgga
ctatggccct
tocgtatttga
ttecageggtt
ctggagctaa
cgggagatat
tattgctaat
goaaaattat
gtatgcccaa
atgggggcota
agggggggat
tggatattec
agggctggeg

cgattggtga

<213> Synechocystis sp.

<400> 68

ES 2696 773 T3

tctecacgagt
caaccaaggco
gaaaagtgtg
aatgttaacc
ggoccaaaaqg
agaatttaac
caccactggt
acagttgggt
tggtagegee
tgccogtaac
ggatttggaa
gggggtagaa
tococaagaat
tgtagaacat
ctocoggeoaa
cactaatttt

agctteotgte

ttagaacacg
ctggattttt
acggggcagg
caacggcgga
gtgggettgg
ctcaagcaaa
aatacccaca
attgatctaa
gtatgtogtt
cgccaaagat
acagoccoctgo
attgcggggg
ttagacacca
tocccttgata
atgtteogect
tecctggggeco

aagcatggct

118

cccaageggt
ggtgttegge
tgattgaagg
tcaaageogge
atattacggec
ataatcaagt
cogettatgt
gtcaggcaac
ggttagatag
tggaaaatct
cccaggeaga
aaatgcotgaa
gggtgaaage
ttacctggga
gttttgeogga
gcaaccaaat

tttgecocttt

tgctgaagat
toccteceococaa
caaatatgtg
cattogtaaa
cctgggagge
cocgeaatgtg
gatctgcoegt
ggtagcggtt
caaacatcaa
ccaagaggaa
tattattgtt
aaagccotgt
ggatggggtyg
aattatgaag
ggcocattttg
ttcegttaat

agtagctett

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

T20

T80

840

900

960

1020

1023



val

Fhe

Ser

Leu
65

Phe

Ala

Trp

Val

50

Pro

Gly

Glu

Cys

35

Thr

Glu

Leu

Asp

20

Ser

Met

Ile

Leu

Ala

Gln

Leu

Gly

Gly

Pro

Val

Thr
70

His

Tyr

Pro

Ile

55

Gln

ES 2696 773 T3

Pro

Gln

40

Glu

Arg

Thr

Glu

25

Val

Gly

Arg

Ser

10

Tyr

Val

Lys

Ile

119

Leu

Ala

Tyr

Lys
75

Glu

Azn

Asn

Val

60

Ala

His

Gln

Phe

45

Glu

Ala

Ala

Gly

30

Gln

Ser

Ile

Gln

15

Leau

Val

Cys

Arg

Ala

Asp

Lys

Phe

Lys
a0



Ile

Ala

Gln

Thr

Gly

145

Cys

Ser

Arg

Leu

Met

225

Leu

Ala

Gly
305

Lys

Leu

Leu

Asn

Gly

130

Ala

Gly

Lys

Leu

Glu

210

Pro

Ile

Asp

Ile

Gln
290

Trp

Mat

Asn

Gly

Asn

115

Asn

Lys

Ala

His

Glu

185

Thr

Lys

Val

Gly

Thr

275

Met

Glu

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Gln

Thr

Gln

180

Asn

Ala

Gly

Asp

Val
260

Trp

Fhe

Thr

Ala

Met

g5

Phe

Val

His

Leu

Gly

165

Val

Leu

Leu

Val

Gly

245

His

Glu

Ala

Asn

Ile

Ala

Ser

Arg

Thr

Gly

150

Asp

Lys

Gln

Pro

Glu

230

Gly

Ile

Ile

Cys

Phe

310

Gly

Lenu

Ser

Asn

Ala

135

Ile

Ile

Glu

Glu

Gln

215

Ile

Tyr

Leu

Met

Phe

2895

Ser

Glu

ES 2696 773 T3

Ala

Ile

Val

120

Tyr

Asp

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Ala

Pro

Lys

Lys

280

Ala

Trp

Ala

Gln

val

105

Glu

Val

Leu

Ser

Leu

185

Leu

Asp

Gly

Lys

Gly

265

Ile

Glu

Gly

Ser

Lys

90

Phe

Leu

Ile

Ser

Ala

170

Leu

Gly

Ile

Glu

Asn

250

Gly

Val

Ala

Val

120

Val

Glu

Asp

Cys

Gln

155

Val

Ile

Arg

Ile

Met

235

Leu

Ile

Glu

Ile

Asn

315

Lys

Gly

Glu

Fhe

Arg

140

Ala

Cys

Ala

Gly

Val

220

Leu

Asp

Val

Met

Leu

300

Gln

His

Leu

Phe

Gln

125

Gln

Thr

Arg

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Thr

Glu

Asp

285

Leau

Ile

Gly

Asp

Asn

110

Arg

Val

Val

Trp

Asn

130

Ile

Val

Lys

Arg

His

270

Ile

Glu

Ser

Fhe

Ile

95

Leu

Fhe

Glu

Ala

Leu

175

Arg

Met

Ala

Pro

Val

255

Ser

Pro

Phe

Val

Cys

Thr

Lys

Thr

Ser

Val

160

Asp

Gln

Asp

Ser

Cys

240

Lys

Leu

Ser

Glu

As=n

320

Pro



10

325

Leu Val Ala Leu

<210> 69
<211>1023
<212> ADN

340

<213> Cyanothece sp

<400> 69
atgtttggtt

tttggctatg
ttegtegage
gaatcogctt
atactgaatg
ttttcttega
tectttagagt
caagttgaac
tgoggggeaa
acccaggaac
ttgggacggg
tgggtggega
ttaattateog
catatcctga
actgtcaata
ttagagtttg
aaaatggaac
taa
<210>70

<211> 340
<212> PRT

taattggtca
goccatacgoc
attttecatgt
tottaccaga
cgatggeoctt
ttatttttga
ttgateogett
aggcatceoge
coggagatat
tattcttaat
gtaaaattat
gtatgcccaa
atggtggtta
aagggggaat
tggatgtteec

aacaatggca

aaataggaga

<213> Cyanothece sp.

<400> 70

ES 2696 773 T3

tecttacaagt
cactcaggga
tactageoate
aatgctgata
tgoctcagaaa
agaatttaat
caccaccgga
taaactaggg
tggocagtgca
tgctegcaat
gggattggag
aggagtggaa
toctaagaat
tgtagaacat
ttoctogteoaa
cactaatttt

agcttetgte

330

ttagaacacg
cttgatttgt
acaggacaaa
aagcgacgga
aataacctta
ctcaaagaga
aacacccata
attgacttat
gtgtgtegtt
aaagaacgat
gaggotttac
attaatgccg
ttagacacaa
totctagata
atgtttgeott
tottggggac

aaacatgggt

121

cccacteogt
ggtgttctgec
cocatcgaagg
ttaaagcagc
acatcacagc
atagacaagt
ctgecttatat
cccaagcaac
ggttagatag
tacaacgact
cocgaagcaga
aaactctcaa
aaattaaaca
ttgactggaa
gttttgeocoga
gcaatcaaat

tacaacegtt

335

tgctgatgece
tccaccocaa
aaagtatata

aattcgcaaa

attagggggc
tcgtaatgtco
catttgtegt
ggttgetatt
aaaaaccgat
gcaagatgag
tattatogtt
aaaaccctgt
toctgatgteo
gattatggaa
agccatttta

tacagtgact

gttgagttgg

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1023



ES 2696 773 T3

Met Phe Gly Leu Ile Gly His Leu Thr Ser Leu Glu His Ala His Ser
1 5 10 15

Val Ala Asp Ala Fhe Gly Tyr Gly Pro Tyr Ala Thr Gln Gly Leu Asp
20 25 30

122



Leu

Ser

Leu

65

Ile

Ala

Glu

Thr

Ala

145

Cys

Leu

Meat

225

Leu

His

Asp

Trp

Ile

50

Pro

Leu

Leu

Asn

Gly

130

Ser

Gly

Lys

Leu

Glu

210

Pro

Ile

Pro

Ile

Cys

35

Thr

Glu

Asn

Gly

115

Asn

Ala

Ala

Thr

Gln

195

Glu

Lys

Ile

Asp

Asp
275

Ser

Gly

Met

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Lys

Thr

Asp

180

Arg

Ala

Gly

Asp

Val
260

Trp

Ala

Gln

Leu

Met

85

Fhe

Val

His

Leu

Gly

165

Thr

Leu

Leu

Val

Gly

245

His

Lys

Pro

Thr

Ile

70

Ala

Ser

Thr

Gly

150

Asp

Gln

Gln

Pro

Glu

230

Gly

Ile

Ile

Pro

Ile

55

Lys

Phe

Ser

Asn

Ala

135

Ile

Ile

Glu

Asp

Glu

215

Ile

Tyr

Leu

ES 2696 773 T3

Gln

40

Glu

Arg

Ala

Ile

Val

120

Tyr

Asp

Gly

Glu

200

Ala

Asn

Pro

Lys

Glu
280

Fhe

Gly

Arg

Gln

Ile

105

Ser

Ile

Leu

Ser

Fhe

185

Leu

Asp

Ala

Lys

Gly

265

Thr

val

Lys

Ile

Lys

20

Phe

Leu

Ile

Ser

Ala

170

Leu

Gly

Ile

Glu

Asn

250

Gly

val

123

Glu

Tyr

Lys

15

hAsn

Glu

Glu

Cys

Gln

155

val

Ile

Arg

Ile

Thr

235

Leu

Ile

Asn

His

Ile

60

Ala

Asn

Glu

Phe

140

Ala

Cys

Ala

Gly

Val

220

Leu

Asp

Val

Phe

45

Glu

Ala

Leu

Phe

Asp

125

Gln

Thr

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Thr

Glu

Asp
285

His

Ser

Ile

Asn

Asn

110

Arg

Val

Val

Trp

Asn

130

Ile

Val

Lys

Lys

His

270

Val

val

Ala

Arg

Ile

25

Leu

Fhe

Glu

Ala

Leu

175

Lys

Met

Ala

Pro

Ile

255

Ser

Pro

Thr

Phe

Lys

80

Thr

Lys

Thr

Gln

Ile

160

Asp

Glu

Gly

Ser

Cys

240

Lys

Leu

Ser



Arg Gln
290

Gln Trp
305

Lys Met

Leu Leu

<210> 71
<211> 1041
<212> ADN

Met

His

Glu

Ser

Fhe Ala

Thr Asn

Cys Fhe

Phe Ser

ES 2696 773 T3

285

310

Ila
325

Gln

Trp
340

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 71
atgtttggge
ttgggotttg
ctagttgaaa
gattcatgtt
aatgcaatgg
tectatcatet
gagtgggaaa
gagatgaatg
gotactggag
gaacttcottt
ggtggaacta
gcaagtatgo
attgatggag
gtaaaaggag
gaaatgcaaa
tttgaaaaat
gagtttattg

ccaaaagtac

ttataggtca
atcatattge
atgtagaggt
togttcctga
aattagctca
ttgaaaattt
ggtttacaac
ctectaaaat
atataggecag
tggtagctag
tcaaaaatct
caaagacaat
gttatccaaa
gtatagtaag
atccocagag
gtcatacaaa
gagcotgcotte

tagcagtttg

Gly Glu

ttcaactagt
ggatggtgat
taaaagtgct
aatgctttea
aaaaaaaggt
taatcteoctt
tggtaatact
aggtattgat
tgetgtttgt
gcaaaaggaa
agatgaagca
ggaaatcgat
gaatctagat
attcttecaat
agaaatgttt
ctttagotgg
tgtaaagecat

a

Ala Glu Ala Ile

Trp Gly Arg Asn

315

Ala Ser Val Lys

330

tttgaagatg
ttagatgttt
ataggtatat
agatttaaaa
attaatatta
caacataage
catactgogt
cttaaaagog
cgatggttaa
cocttggatt
ttgcoctgaag
gotaataata
gaaaaatttc
gatataggtt
gocatgetttg
ggaagaaata

ggectteotetg

124

Leu Leu Glu Phe

300

Gln Ile Thr Val

His Gly Leu Gln

Caaaaagaaa
ggtgcacage
caattgaagg
cggcaagaag
cogetttggg
agattagaaa
gggttatttg
caacagttge
tcaataaaac
ctttgcaaaa
cagatattgt
ttaaacaace
aaggaaataa
ggaatatgat
cagaagcaat
atatatocteot

caattggocot

Glu

Thr
320

Pro

335

ggcttecatta
teccaccteaa
ttettatatt
aaaagtatta
ggggttcact
cacttecacta
caggcaatta
tgtagttggt
aggtattggg
ggaattagat
tgtatgggta
atgtttaatg
tatacatgtt
ggaactagct
gattttagaa
cgagaaaatg

agataageat

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

T80

840

900

960

1020

1041



<210> 72

<211> 346

<212> PRT

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 72

ES 2696 773 T3

125



Met

Lys

Val

Ser

Val

65

Asn

Gly

Lys

Asn

Fro

145

Ala

Thr

Glu

Lys
225

Phe

Ala

Trp

Ala

30

Pro

Ala

Gly

Gln

Thr
130

Lys

Thr

Gly

Sar

Ala

210

Thr

Gly

Ser

Cys

35

Ile

Glu

Met

Phe

Ile

115

His

Ile

Gly

Ile

Leu

195

Leu

Met

Leu

Leu

20

Thr

Gly

Met

Glu

Thr

100

Thr

Gly

Asp

Gly

180

Gln

Pro

Glu

Ile

Leu

Ala

Ile

Leu

Leu

85

Ser

Asn

Ala

Ile

Ile

165

Glu

Lys

Glu

Ile

Gly

Gly

Pro

Ser

Sar

70

Ala

Tle

Thr

Trp

Asp

150

Gly

Leu

Glu

Ala

Asp
230

His

Phe

Pro

Ile

55

Gln

Ile

Ser

Val

135

Leu

Ser

Leu

Leu

Asp

215

Ala

ES 2696 773 T3

Ser

Asp

Gln

40

Glu

Fhe

Lys

Fhe

Leu

120

Ila

Lys

Ala

Leu

Asp

200

Ile

Asn

Thr

His

25

Leu

Gly

Lys

Lys

Glu

105

Glu

Cys

Ser

Vval

val

185

Gly

val

Asn

Ser

10

Ile

Val

Ser

Thr

Gly

50

Asn

Trp

Arg

Ala

Cys

170

Ala

Gly

val

Leu

126

Phe

Glu

Tyr

Ala

13

Ila

Fhe

Glu

Gln

Thr

155

Arg

Thr

Trp

Lys
235

Glu

Asp

Asn

Tle

&0

Arg

Asn

Asn

Leu

140

Val

Trp

Gln

Ile

Val

220

Gln

Asp

Gly

Val

45

Asp

Arg

Ila

Leu

Phe

125

Glu

Ala

Leu

Lys

Lys

205

Ala

Pro

Ala

Asp

30

Glu

Ser

Lys

Thr

Leu

110

Thr

Val

Ile

Glu

130

Asn

Ser

Cys

Lys

15

Leu

Val

Cys

Val

95

Gln

Thr

Asn

Val

Asn

175

Pro

Leu

Met

Leu

Arg

Asp

Lys

Phe

Leu

BO

Lau

His

Gly

Ala

Gly

160

Lys

Leu

Asp

Pro

Met
240



Ile

Asn

Gly

His
305

Glu

Leu

Asp

Ila

Trp

Phe

230

Thr

Phe

Asp

<210>73

<211>1053

<212> ADN

Gly

His

Asn

275

Ala

Asn

Ile

Lys

Gly

Val

260

Cys

FPhe

Gly

His
340

Tyr

245

Val

Met

Phe

Ser

Ala

325

Pro

<213> Gloeobacter violaceus

<400> 73

Pro

Lys

Glu

Ala

Irp
310

Ala

Lys

Lys

Gly

Leu

Glu

295

Gly

Ser

Val

ES 2696 773 T3

Asn Leu

Gly Ile

265

Ala Glu

280

Ala Met

Arg Asn

Val Lys

345

ABp

250

Val

Met

Tle

Asn

His

330

Val

127

Glu

Gln

Leu

Ile

315

Gly

Lys

Phe

Asn

Glu

300

Ser

Phe

FPhe

Fhe

FPro

285

Phe

Leu

Ser

Gln

Asn

270

Gln

Glu

Glu

Ala

Gly

255

Asp

Arg

Lys

Lys

Ile
335

ABn

Ila

Glu

Cys

Met

320

Gly



atgtttggcc
ctgggotacg
gcggtogatg
gaatcgtget
atcctcaatg
ttetogtoga
accctocgaca
caggtogago
gtoggggeca
atccacgaac
ctoggoacog
tgggtegect
ctgotoatog
catatccteg
tttectaaatg
ctggaatteog
aagatggooc
agtcagcgca

<210> 74
<211> 350
<212> PRT

tgatcggaca
acgagtatge
aaatcacgat
ttctgoocgga
cocatggeococt
tcatcttoga
toccagogett
agggtgcggt
coggogacat
tettgotggt
gtoggatoct
cgatgaacca
acggcggeta
acggoggoat
tgocccaacoc
aagggcttca
agatoggote

goggocgaact

<213> Gloeobacter violaceus

<400> 74

ES 2696 773 T3

cttgaccaat
aagccacgac
caccagegtc
gatgcteogeoo
ggteccagaag
gaatttcage
caccaccggo
acgctacggo
cggtagegee
ggoccogogac
googgtogaa
gggcatggco
ccccaagaac
ggtocgagcac
cgoocogocag
cttcaatttt
gectgtotaaa

cgtacacgga

ctttecccatg
ctogaattet
accggtcagg
cagggcogcet
cgoggeatog
ctogataaat
dacacccaca
atcgatcocgg
gtetgoogat
gococgaaagge
gaagcactteo
atcgaccccg
atggccocggea
tcgcoctogaca
ttettogeoct
tecctggggoo
aaacatggct

taa

128

coccagogggt

ggtgcatgge

tgatccacgg
tcaagaccgeo
acattacgge
tgoctcaacgt
cggocctacat
ccaaagocgac
ggotcacoga
tocgacogget
ccaaagccga
coggectgog
coctgoagog
tcgactggeca
gettogooga
gcaaccacat

ttegtoccot

cgcocgcgac
cocctoccocag
tcagtacgte
catgogcaag
cctgggaggc
cogogacato
cctttgtecag
cgtggeggta
ccgegeogge
gcagcaggaa
catocgtogte
caccccctge
cococgggoato
gatcatgtcg
gtcgatgectyg
caccgtcgag

gottgaacco

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1053



val

Fhe

Ser

Leu

65

Ila

Ala

Lys

Thr

Gly

145

Val

Asp

Fhe

Ala

Trp

Val

50

Pro

Lau

Leu

Leu

Gly

130

Ala

Gly

Arg

Gly

Arg

Cys

35

Thr

Glu

Asn

Gly

Leu

115

Asn

Val

Ala

Ala

Leu

Asp

20

Gly

Ala

Gly

100

Asn

Thr

Arg

Thr

Gly
180

Ila

Leu

Ala

Gln

Leu

Met

g5

FPhe

Val

His

Tyr

Gly

165

Ile

Gly

Gly

Pro

val

Ala

70

Ala

Sar

Arg

Thr

Gly

150

Asp

His

His

Tyr

Pro

Ile

55

Gln

Leu

Ser

Asp

Ala

135

Ile

Ile

Glu

ES 2696 773 T3

Leu

Asp

Gln

40

His

Gly

Val

Ile

Ile

120

Tyr

Asp

Gly

Leu

Thr

Glu

25

Ala

Gly

Gln

Ile

105

Thr

Ile

Pro

Ser

Leu
185

Asn

10

Tyr

val

Gln

Phe

Lys

90

Phe

Leu

Lau

Ala

Ala

170

Leu

129

Leu

Ala

Tyr

Lys

=

Glu

Asp

Cys=

Lys

155

Val

Val

Sar

Sar

Glu

val

60

Thr

Gly

Asn

Ile

Gln

140

Ala

Cys

Ala

His

His

Ile

45

Glu

Ala

Ile

Fhe

Gln

125

Gln

Thr

Arg

Ala

Asp

30

Thr

Ser

Asp

Ser

110

Arg

Val

Val

Trp

Asp
190

Gln

15

Leau

Ile

Cys

Il&

95

Leau

Fhe

Glu

Ala

Leu

175

Ala

Glu

Thr

Phe

Lys

BO

Thr

Asp

Thr

Gln

Vval

160

Thr

Zlu



Arg Leu

Val Glu
210

Met Asn
225

Leu Leu

Arg Pro

Asp Ile

Arg Gln
290

Gly Leu
305

Lys Met

Leu Leu

<210>75
<211> 1020
<212> ADN

<213> Nostoc punctiforme

<400> 75

Asp

185

Glu

Gln

Ile

Gly

Asp

275

Fhe

His

Ala

Glu

Arg

Ala

Gly

Asp

Ile
260

Trp

Phe

FPhe

Gln

Pro

340

Leu

Leu

Gly

245

His

Gln

Ala

Asn

Ile

325

Ser

Gln

Pro

Ala

230

Gly

Tle

Ile

Cys

Phe

310

Gly

Gln

Gln

Lys

215

Ile

Tyr

Met

FPhe

295

Ser

Ser

Arg

ES 2696 773 T3

Glu

200

Ala

Asp

Pro

Asp

Ser

280

Ala

Trp

Ser

Leu

Asp

Fro

Lys

Gly

265

Phe

Glu

Gly

Ser

Gly
345

Gly

Ile

Ala

Asn

250

Gly

Leu

Sear

Lys
330

Glu

130

Thr

Val

Gly
235

Asn

Asn
315

Lys

Leu

Gly Arg Ile

val
220

205

Trp

Leu Arg

Ala

Val

Val

Lau

300

His

His

Val

Gly

Elua

Pro

285

Lau

Ile

Gly

His

val

Thr

Thr

His

270

Asn

Glu

Thr

Phe

Gly
350

Leu

Ala

Pro

Leu

255

Ser

Pro

Fhe

Val

Arg
335

Pro

Ser

Cys

240

Gln

Leu

Ala

Glu

Glu

320

Pro



atgtttggte
ttgggatacc
attgtogata
gaatcttget
atcctocaacg
tttteococtega
aagctagagt
caggtggaag
tgtggagcaa
gtocaagaac
ctggggcggy
tgggttgcta
ttgttgattg
cacgtgttaa
atagtcaata
ctggaatttg

aaaatggagc

<210> 76
<211> 339
<212> PRT

taattggaca
cagaatatge
gtattattgt
ttttgoocgga
ctatggcoccca
ttatttttga
ttgaacgett
aagcatccaa

ctggggatat

tocctgoctaat
ggaaaatcat
gtatgccoccag
atggtggcta
atggtgggat
tggacgtgcc
agaagttata

agattggceg

<213> Nostoc punctiforme

<400> 76

ES 2696 773 T3

tctgactagt
cgatcaaggg
caccagtgtt
aatgctaget
tgcacagaag
aaactttaag
caccacagga
acaactggga
tggtagtgcc
cgocegoegat
gggtttgaca
aggcgtggaa
tocctaaaaac
tgtagagecat
agoccogtoag
cacgaacttt

ggtgtcagta

ttagaacacyg
ctagactttt
actgggcaac
agtcgoogca
cacggcatta
ttagagoagt
aacacgecata
attaatctat

gttacacgct

caagaacgtc
gaagcactac
attgacccca
ttagcaacaa
toccctggata
ttgtttgoct
tegtggggac

aaacatggat

131

ctoaagoogt
ggtgcagege
aaattgaagg
tcaaagcoge
acatcacagc
ttagcoaagt
ctgoctacat
caaacgcgac
ggctagatgeo
tcaaagagtt
cccaagccga
ccactttgaa
aaattcaata
ttgactggaa
gttttgooga
ggaatcagat

ttagaccgtt

agcocaagaa
ccocgoogeoaa
acgatatgta
aacacggaaa
tttaggegga
ccgaaatato
tatttgtaag
tgttgeggta

gagaacagat

gcaaggogaa
tgttgtagtt
acaaccctgt
tcctggegta
aattatgaaa
atcaatgcta
taccgtagat

gttggtttag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020



Val

Fhe

Ser

Leu

65

Ile

Ala

Gln

Thr

Ala
145

Phe

Ala

Trp

Val

50

Pro

Leu

Leu

Phe

Gly

130

Ser

Gly

Gln

Cys

35

Thr

GElua

Asn

Gly

Ser

115

Asn

Lys

Leu

Elu

20

Ser

Gly

Met

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Gln

Ila

Leu

Ala

Gln

Leu

Met

85

Fhe

Vval

His

Leu

Gly

Gly

Pro

Gln

Ala

70

Ala

Ser

Arg

Thr

Gly
150

His

Tyr

Pro

Ila
55

Ser

His

Ser

Asn

Ala

135

Ile

ES 2696 773 T3

Leu

Pro

Gln

40

Glu

Ala

Ile

Ile

120

Tyr

Asn

Thr

Glu

25

Ile

Gly

Gln

Ile

105

Lys

Ile

Leu

Sar

10

Tyr

Val

Arg

Ile

Lys

50

Phe

Leu

Ile

Ser

132

Leu

Asp

Tyr

Lys

75

His

Glu

Glu

Cys

Asn
155

Glu

Asp

Ser

Val

60

Ala

Gly

Asn

Fhe

Lys

140

Ala

His

Gln

Ile

45

Glu

Ala

Ile

Phe

Glu

125

Gln

Thr

Ala

Gly

30

Ile

Ser

Thr

Asn

Lys

110

Val

Val

Gln

15

Leu

Val

Cys

Arg

Ile

95

Leu

Fhe

Glu

Ala

Ala

Asp

Thr

Phe

Lys

BO

Thr

Glu

Thr

Glu

Vval
160



Cys

Ala

Arg

Leu

Met

225

Leu

Tyr

Asp

Arg

Lys

305

Lys

Leu

Gly

Arg

Leu

Thr

210

Pro

Leu

Pro

Ile

Gln

290

Leu

Met

Leu

<210>77

<211> 1020

<212> ADN

Ala

Thr

Lys

195

Glu

Arg

Ile

Gly

Asp

275

Leu

Tyr

Glu

Val

Thr

Asp

180

Glu

Ala

Gly

Asp

Val
260

Trp

Phe

Thr

Gln

Gly

165

Vval

Leu

Leu

val

Gly

245

His

Lys

Ala

Asn

Ile
325

<213> Anabaena variabilis

<400> 77

Asp

Gln

Gln

Pro

Glu

230

Gly

Val

Ile

Cys

Phe

310

Gly

Ile

Glu

Gly

Gln

215

Ile

Tyr

Phe
285

Ser

ES 2696 773 T3

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Asp

Pro

Asn

Lys

280

Ala

Trp

Val

Ser

Leu

185

Leu

Pro

Lys

Gly

265

Ile

Glu

Gly

Ser

Ala

170

Lau

Gly

Val

Thr

Asn

250

Gly

val

Ser

Val
330

133

val

Ila

Arg

Val

Thr

235

Leu

Ile

Asn

Met

Asn

315

Lys

Thr

Ala

Gly

Val

220

Leu

Ala

Val

Met

Leu

300

GEln

His

Arg

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Thr

Elu

Asp

285

Leu

Tle

Gly

Trp

Asp

130

Ile

Val

Gln

Lys

His

270

Val

Glu

Thr

Phe

Leu
175

Gln

Met

Pro

Ile

255

Ser

Pro

Phe

Val

Arg
335

Asp

Glu

Gly

Ser

Cys

240

Gln

Leu

Ala

zlu

Asp

320

Pro



atgtttggte
ctgggatacc
atagttgacc
gaatcttget
gtoctcaatg
ttectcoeteoea
acactagagt
caggtagaac
tgtggggcta
gtaaaagaat
ttgggacgeg
tgggtagcta
ttattgattg
tatgtactga
atagtcaata
ttggaatttyg
aaaatggagc

<210>78
<211> 339
<212> PRT

taattggaca
cagaatacgc
acattaaagt
ttttaccaga
ctatggcteca
ttatttttga
ttgaacgott
aagcatcaca
ctggtgacat
tactgttaat
gtaaaatcat
gtatgoctaa
atggtggtta
acggaggtat
tggatgtacc
agaagttgta

agattggtca

<213> Anabaena variabilis

<400> 78

ES 2696 773 T3

tctgacaagt
cgaccaaggg
tactagoatt
aatgctagcec
tgotcaaaaa
aaacttcaaa
cactacaggo
acaactoggoc
tggtagtgca
cgoccgtaat
gagcocctagat
aggcgtggaa
tccocgaaaaac
cgtogaacat
tgcacgccaa
caogaaocttt

agcatcagtg

ttagaacacg
ctagattttt
actggtgaaa
agcocgtagga
catggcattg
ttggaacagt
aacactcaca
attgaactect
gttacteoget
caagaacgtc
gaagcattge
attaatecete
ttgggtacaa
toccctagata
ttatttgectt
tettggggge

aaacatgggt

134

ctcaageggt
ggtgcagogo
taattgaagg
ttaaagccge
acatcaccge
ttagccaagt
cagcttatat
cccaagcaac
ggctggatge
tccaagagtt
ctcaagctga
aagttttgaa
aagttcagta
ttgactggaa
gttttgeocgga
goaatocagat

ttagaccact

agctcaagaa
tccaccgcaa
gaggtatgta

dacccgCaaad

tttgggtggt
tegtaatgte
catttgtegg
agtagctata
caaaacagac
gcaaagcgag
tattgtagtt
acaaccotgt
tococtggtgtt
aatcatgaaa
atctatgecte
tacogtagac

gctggtttag

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



Met

Val

Fhe

Ser

Lau

65

Val

Ala

Gln

Phe

Ala

Trp

Ile

50

Pro

Leu

Leu

Phe

Gly

Gln

Cys

Thr

Glu

Asn

Gly

Ser
115

Leu

Gzlu

20

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Gln

Ile

Leu

Ala

Glu

Leu

Met

85

Fhe

Val

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

70

Ala

Sar

Arg

His

Tyr

Pro

Ile

55

Ser

His

Ser

Asn

ES 2696 773 T3

Leu

Pro

Gln

40

Glu

Ala

Ile

val
120

Thr

Glu

25

Ile

Gly

Arg

Gln

Ile

105

Thr

Ser
10

Tyr

Val

Ile

Lys

g0

Phe

Leu

135

Leu

Ala

Tyr

Lys

15

His

Glu

Glu

Glu

Asp

His

Val

&0

Ala

Gly

Asn

Phe

His

Gln

Tle

45

Glu

Ala

Tle

Phe

Glu
125

Ala

Gly

30

Lys

Ser

Thr

Asp

Lys

110

Arg

Gln

15

Leu

Val

Cys

Arg

Ile

85

Leu

Fhe

Ala

Asp

Thr

Fhe

Lys

8O

Thr

Glu

Thr



Thr Gly
130

Ala Ser
145

Cys Gly

Ala Lys

Arg Leu

Leu Asp
210

Met Pro
225

Leu Leu

Tyr Pro

Asp Ile

Arg Gln
2390

Lys Leu
305

Lys Met

Leu Leu

<210>79
<211> 1026
<212> ADN

Asn

Gln

Ala

Thr

Gln

195

Glu

Lys

Ile

Gly

Asp

275

Leu

Tyr

Glu

Val

Thr

Gln

Thr

Asp

180

Glu

Ala

Gly

Asp

Val
260

Trp

Phe

Thr

Gln

His

Leu

Gly

165

Val

Leu

Leu

val

Gly

245

Tyr

Lys

Asn

Ile
325

Thr

Gly

150

Asp

Lys

Gln

Pro

GZlu

230

Gly

val

Ile

Cys

Phe

310

Gly

Ala

135

Ile

Ile

Glu

Ser

Gln

215

Ile

Tyr

Leu

Mat

Phe

2395

Ser

Gln

ES 2696 773 T3

Tyr

Glu

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Asn

Pro

Asn

Lys

280

Ala

Irp

Ala

Ile

Leu

Ser

Leu

185

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

265

Ile

Elu

Gly

Ser

Ile

Ser

Ala

170

Leu

Gly

Ile

Gln

Asn

250

Gly

val

Ser

Arg

Val
330

136

Cys

Gln

155

Val

Ile

Arg

val

val

235

Leu

Ile

Asn

Asn
315

Lys

Arg

140

Ala

Thr

Ala

Gly

val

220

Leu

Gly

val

Met

Leu

300

Gln

His

Gln

Thr

Arg

Arg

Lys

2058

Irp

Lys

Thr

Glu

Asp

285

Leu

Ile

Gly

Val

Val

Trp

ASD

150

Ile

Val

Gln

Lys

His

270

Val

Glu

Thr

Phe

Glu

Ala

Leau

175

Gln

Met

Ala

Pro

Vval

255

Ser

Pro

Fhe

Val

Arg
335

Gln

Ile

160

Asp

Glu

Ser

Ser

Cys

240

Gln

Leu

Ala

GElu

ABD

320

Pro



<213> Synechococcus elongatus

<400> 79

atgttoggte
atgggctacg
atcgttgatg
gaatcgtgtt
gtteoteoaatg
tttacctcoga
accttggagt
caggtggaag
gteoggegega
gteggtgatt
ctoggocggg
tgggtogcoa
gtoctaateg
tatgteoectea
getgecagaga
ttggaatttg
aagatggaag
atttga

<210> 80

<211> 340
<212> PRT

ttatocggtea
acgaatacgc
aaatcacagt
tocttgocogga
coatgtcococa
ttattttega
ttgaacggtt
ccgetgetaa
ctggogatat
tgatcctgac
gcaagatteot
gtatgcctca
acgggggcta
atggcggggt
tggegeggece
aaggctggca

cgatoggtga

<213> Synechococcus elongatus

<400> 80

ES 2696 773 T3

tecteoacoagt
cgatcaagga
caccagtgcc
aatgctggcg
tgoccaaaaa
gaattteogat
caccacoggc
aacgctgggo
cggtageget
ggogogcoaat
gocecttggaa
gggcgtagtg
ccccaaaaac
agttgaacat
cgagogocag
tactaacttc

ggcateggtg

ttggagcagg
ttggagtttt
acaggcaagg
gogocgoogct
cacggcateg
ttggoccagtt
aatactcaca
atcgacatta
gtoctgooget
caggagogtt
geogetetge
atcgacccag
ttgggcageca
tgettegaca
atgtttgeoct
tectggggoo

cgocacgget

137

cocgogacgt
ggagtagege
tgattcacgg
tcaaaacagc
acatcteogge
tgocggcaagt
cggoectacgt
coccaagogac
ggctogacot
tggataacct
cggaagctga
caaccctgaa
aagtccaagg
tegactggea
gotttgooga
gcaaccaaat

tocaaccctt

ttectegoagg
tocctoctcaa
tecgotacatco
cacgcgcaaa
cttgggggge
gogogacact
aatctgtaga
agtagcggtt
caaactgggt
gcaggctgaa
ctttategtyg
gcaaccotgo
tgagggcatc
gatecatgtee
ggcgatgeto
cacgatcgag

ggcattggea

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

780

840

300

960

1020

1026



Vval

FPhe

Ser

Leu
65

Phe

Ser

Trp

Ala

50

Pro

Gly

Arg

Ser

35

Thr

Glu

Lau

Arg

20

Ser

Gly

Ila

Met

Ala

Lys

Leu

Gly

Gly

Pro

Val

Ala
T0

His

Tyr

Pro

Ile

55

Ala

ES 2696 773 T3

Lau

Asp

Gln

40

His

Arg

Thr

Glu

25

Ile

Gly

Arg

Sar

10

Tyr

val

Arg

FPhe

138

Leu

Ala

Tyr

Lys
75

Glu

Asp

Glu

Ile

60

Thr

Gln

Gln

Ile

45

Glu

Ala

Ala

Gly

30

Thr

Ser

Thr

Arg

15

Leu

val

Cys

Arg

Asp

Glu

Thr

FPhe

Lys
g0



Val

Ala

Ser

Thr

Ala

145

Val

Leu

Arg

Leu

Met

225

Val

Gly

Gly
305

Lys

Leu

Leu

Leu

Gly

130

Ala

Gly

Lys

Leu

Glu

210

Pro

Leu

Glu

Ile

Gln

290

Trp

Met

Asn

Gly

Arg

115

Asn

Lys

Ala

Leu

Asp

195

Ala

Gln

Ile

Gly

Asp

275

Met

His

Glu

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Thr

Thr

Gly

180

Asn

Ala

Gly

Asp

Ile
260

Trp

Phe

Thr

Ala

Met

85

FPhe

val

His

Leu

Gly

165

Val

Leu

Leu

Val

Gly

245

Tyr

Gln

Ala

Asn

Ile
325

Ser

Thr

Arg

Thr

Gly

150

Asp

Gly

Gln

Pro

Val

230

Gly

Val

Ile

Cys

Phe

310

Gly

His

Ser

Asp

Ala

135

Ile

Ile

Asp

Ala

Glu

215

Ile

Tyr

Met

Fhe

285

Ser

Glu
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Ala

Ile

Thr

120

Tyr

Asp

Gly

Glu

200

Ala

Asp

Pro

Asn

Ser

280

Ala

Trp

Ala

Gln

Ile

105

Thr

Val

Ile

Ser

Ile

185

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

265

Ala

Glu

Gly

Ser

Lys

90

Phe

Leu

Ile

Thr

Ala

170

Leu

Gly

Phe

Ala

Asn

250

Gly

Ala

Ala

Arg

Val
330

139

His

Glu

Glu

Cys

Gln

155

Val

Thr

Arg

Ile

Thr

235

Leu

Val

Glu

Asn
315

Arg

Gly

Asn

Phe

140

Ala

Cys

Ala

Gly

Val

220

Leu

Gly

Val

Mat

Leu

300

Gln

His

Ile

Phe

Glu

125

Gln

Thr

Lys

205

Trp

Lys

Ser

Glu

Ala
285

Leu

Ile

Gly

Asp

Asp

110

Arg

Val

Val

Trp

Asn

130

Ile

Val

Gln

Lys

His

270

Arg

Glu

Thr

Fhe

Ile

85

Leau

Fhe

Glu

Ala

Leu

175

Gln

Leu

Ala

Pro

Val

255

Cys

Pro

Fhe

Ile

Gln
335

Ser

Ala

Thr

Ala

val

160

Asp

Glu

Pro

Ser

Cys

240

Gln

Phe

Glu

Glu

Glu

320

Pro



10

Leu Ala Leu Ala

<210> 81
<211>1020
<212> ADN
<213> Nostoc sp.
<400> 81

atgtttggte
ctgggatacco
atagttgaceo
gaatcttgeot
gtectcaatg
ttectecteca
acactagagt
caggtagaac
tgtggggeta
gtgaaagaat
ctgggacgeg
tgggtagoca
ttgctgattg
tatgtactga
atagtcaata
ttggaatttg
aaaatggagoc
<210> 82
<211> 339
<212> PRT

<213> Nostoc sp.
<400> 82

340

taattggaca
cagaatacgc
acattaaagt
ttttaccgga
ctatggctca
ttatttttga
ttgaacgott
aagcatcaca
ctggtgatat
tgetgttaat
gtaaaatcat
gtatgoctaa
atgggggtta
acggeggtat
tggatgtacc
agaagttgta

agattggtca

ES 2696 773 T3

tctgacaagt
cgaccaaggg
tactagtatt
gatgctagee
tgctcaaaag
aaactttaaa
cactacaggc
acaactogge
tggtagtgea
cgocogtaat
gagcoccttgat
aggtgtggaa
tccgaaaaac
cgtegaacat
tgcacgocaa

cacgaacttt

agcatcagtg

ttagaacacqg
ctagattttt
actggtgaaa
agtcgteogga
aatggecattg
ttggagoagt
aacactcaca
attgaactct
gttacteoget
caagaacgtc
gaagcactgeo
attaatecte
ttgggtacaa
togetggata
ttatttgeott
tcttgggggce

aaacatgggt

140

ctocaagoggt
ggtgtagege
taattgaagg
ttaaagocoge
atatcacagc
ttagccaagt
cagcatatat
cccaagcaac
ggctggatge
tocaagagtt
cocaagotga
aagttttgaa
aagttcagta
ttgactggaa
gttttgogga
gcaatcagat

ttagaccact

agctcaagaa
tccaccgeaa
gaggtatgta
aacccogcaaa
tttgggtggt
tegtaatgtg
tatttgtcgg
agtagctata
taaaacagac
gcaaagogag
tatcgtagtt
gocaaccotgt
tectggtgtt
aatcatgaaa
atctatgcteo
taccgtagac

getggtttag

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

&00

660

T20

T80

840

500

960

1020



ES 2696 773 T3

Met Phe Gly Leu Ile Gly His Leu Thr Ser Leu Glu His Ala Gln Ala
1 5 10 15

Val Ala Gln Glu Leu Gly Tyr Pro Glu Tyr Ala Asp Gln Gly Leu Asp
20 25 30

Fhe Trp Cys Ser Ala Pro Pro Gln Ile Val Asp His Ile Lys Val Thr
35 40 45

141



Ser

Leu

65

Val

Ala

Gln

Thr

Ala

145

Cys

Ala

Arg

Leu

Met

225

Leu

Tyr

Ile

50

Pro

Leu

Leu

Phe

Gly

130

Ser

Gly

Lys

Leu

Asp

210

Pro

Leu

Pro

Ile

Gln

Thr

Glu

Asn

Gly

Ser

115

Asn

Gln

Ala

Thr

Gln

195

Glu

Lys

Ile

Gly

Asp
275

Gly

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Gln

Thr

Asp

180

Glu

Ala

Gly

Asp

Val
260

Trp

Fhe

Glu

Leu

Meat

85

Fhe

val

His

Leu

Gly

165

val

Leu

Leu

val

Gly

245

Tyr

Lys

Ala

Ile

Ala

T0

Ala

Ser

Arg

Thr

Gly

150

Asp

Lys

Gln

Pro

Glu

230

Gly

Val

Ile

Cys

Ile

=12

Ser

His

Ser

Asn

Ala

135

Ile

Ile

Glu

Ser

Gln

215

Ile

Tyr

Leu

Met

Fhe

ES 2696 773 T3

Glu

Arg

Ala

Ile

Val

120

Tyr

Glu

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Asn

Pro

Asn

Lys

280

Ala

Gly

Arg

Gln

Ile

105

Thr

Ile

Leu

Ser

Leu

185

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

265

Ile

Glu

Arg

Ile

Lys

50

Phe

Leu

Ile

Ser

Ala

170

Leu

Gly

Ile

Gln

Asn

250

Gly

Val

Sar

142

Tyr

Lys

15

Asn

Glu

Glu

Cys

Gln

155

val

Ile

Arg

Val

val

235

Leu

Ile

Asn

Val

60

Ala

Gly

Asn

Phe

Arg

140

Ala

Thr

Ala

Gly

Val

220

Leu

Gly

Val

Met

Lau

Glu

Ala

Ile

Phe

Glu

125

Gln

Thr

Arg

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Thr

Elu

Asp

285

Lau

Ser

Thr

Asp

Lys

110

Arg

Val

Val

Trp

Asn

150

Ile

Val

Gln

Lys

His

270

Val

Glu

Cys

Arg

Ile

95

Leu

Fhe

Glu

Ala

Leu

175

Gln

Met

Ala

Pro

Val

255

Ser

Pro

Fha

Phe

Lys

80

Thr

Glu

Thr

Gln

Ile

160

Asp

Glu

Ser

Ser

Cys

240

Gln

Leu

Ala

Glu



2390
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285

300

Lys Leu Tyr Thr Asn Phe Ser Trp Gly Arg Asn Gln Ile Thr Val Asp
310

305

315

320

Lys Met Glu Gln Ile Gly Gln Ala Ser Val Lys His Gly Phe Arg Pro

325

Leu Leu Val

<210> 83
<211> 1026
<212> ADN

<213> Synechococcus elongatus

<400> 83

atgtttggte
atgggttatg
atocgtogatg
gagtectget
gttctgaatg
tttacgtega
acottggagt
caagtocgaag
gtgggtgcta
gttggcgatec
ttgggtegeg
tgggttgegt
gtgctgattg
tatgtcocctga
gcagcagaaa
ctggagttog
aagatggaag
atttaa

<210> 84
<211> 1041

tgattggtca
atgaatacgc
agatcacogt
toctgoctga
cgatgtccoca
ttatcttoga
ttgagogttt
cagcagcocaa
coggtgatat
tgatcctgac
gtaagatcet
ctatgococgeoa
atggocggecta
atggoggtgt
tggocgogteoc
aaggctggea

cgattggtga

cctgaceocago
tgatcaaggc
gacctocogeoa
gatgctggea
tgogcaaaag
gaacttogat
taccacgggt
aaccctgggt
tggttcocogeg
ggcgcgtaat
gcegttggag
gggtgttgtt
toccgaaaaac
ggttgagecat
ggagocgocaa
tacgaattte

agcaagegtg

330

ttggaacaag
ctggagtttt
accggtaagg
gotegeagtt
catggecattg
ctggcctctt
aatacgcoaca
attgatatca
gtttgeocogtt
caggagcgta
gcagegttge
atcgacccgg
ctgggecagea
tgottogaca
atgtttgecct
agctggggte

cgtcatggtt

143

cgogtgacgt
ggagcagcgoc
tcatccacgg
tcaaaacgge
acattagcge
tgocgcoccaggt
cogcttacgt
coccaggccac
ggctggatet
tggacaacct
cggaggcaga
cgaccttgaa
aggtccaagg
ttgactggca
gttttgcaga
gtaatcagat

tteocagoecact

335

cagocgoogt
gccaccgcag
cogotacatt
cactegtaag
cttgggoggt
gcgtgacacg
tatotgtege
cgtogoogtg
gaaactgggt
gcaagccgag
cttecategte
acagocogtgo
cgagggtatc
gatcatgagc
agccatgetg
taccattgaa

ggcgctgget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

T20

780

840

900

960

1020
1026



ES 2696 773 T3

<212> ADN

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 84

atgtttggte tgattggoca cagcoacgago tttgaggacg caaagogtaa ggogagoctg 60
ctgggotttg atcatattge tgatggeogac ctggacgtcet ggtgcacgge acctocogeoaa 120
ctggttgaga atgtcgaggt gaaatcggog attggcattt ccatcgaagg ctocctacatco 180
gacagctgtt togtgccgga gatgttgage cgtttcaaaa cogcacgtog caaagttotg 240
aatgcaatgg agctggcoaca aaagaagggo atcaacatca cggogotggg tggtttoacce 300
agcattatct ttgagaactt caatctgttg cagcataaac agatccocgtaa taccageoctg 360
gagtgggaac gotttaccac gggtaacace cacaccgogt gggtgatctg cogocagotg 420
gagatgaatg cgccgaaaat cggtattgac ctgaaaagocg cgacggtgge agttgttgge 480
gcaactggog acattggtte ggoogtttgt cgotggeotga ttaacaagac cggtatoggt 540
gaattgttge tggtcgctocg ccagaaggag cctctggaca goctgcaaaa agagcoctggac 600
ggtggtacga tcaagaacct ggatgaagcocg ctgoccagaag cggacatcgt cgtctgggte 660
gcatctatge cgaaaactat ggaaatcgat gocaacaatc tgaaacaacc gtgoctgatg 720
atcgatggog gotacccocgaa gaacttggat gagaagtttc aaggecaataa catccacgtt T80
gtgaagggtg gtattgtcoeg tttetteaat gatateggtt ggaacatgat ggaactgget 840
gaaatgcaga acoccgcaacy tgagatgtte gottgttttg cggaggocat gattotggag a00
ttocgagaaat gocataccaa tttcageotgg ggtcgcaaca acattagoct ggagaaaatg 960
gagttoateog gogectgogag cgttaageoac ggottcageog cgattggttt ggataaacat 1020
cogaaggtoc tggcagttta a 1041

<210> 85

<211> 3522

<212> ADN

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 85

144



atgaccagcg
cagtogacoco
cegttgooog
cagaccctgt
gcocaccgacg
tacgcocagg
cagoccgatot
acgctggatce
coeggtoagoo

gccgaatacco

atgttcacga
goocgoatoge
cegtggtoga
tcaccggcta
agggegggcyg
tgtggtegeg
accooggoga
tegtatgege
ggoctogoooe

tcgacctegeo

ES 2696 773 T3

cgocacagac
cgagectgtac
cgocggogceac
cggtgaccge
caccgtgacg
cgtgoaageg
cgoogtegeg
ctacctggge
gatectggee

agtcgaatcco

ggcgtcaccg
gocaccgatc
aaacoccgggco
ccggegetgg
cgtctgotgo
gtegeegegg
acgatocggtt
ctegtgagtyg
gaggteogaac

gtgcgggacg

145

aaaccgcact
cogagttoge
tgeggotgge
gataccgogeo
cgoggttoga
coctgoegeca
togogagtoc
ttocogotgea
cgoggatoot

tcaactcocggt

cgacgacgag
cgoogocgea
agagatoctg
ccgtgaactg
caccctcacco
caactteogeg
cgattacctg
gcacaacgca
caceogtgage

gtcgecagctco

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gtggtgtteg
gaacaactog
gocogggotgo
ctgtacacct
gegeggetgt
ttcatgeoeoge
ggaaccagtt
gtgocgococga
ctogocacog
geeggtgecg
accgcacogc
gtogacggoct
ccaccggtga
aagccctace
aagocgoooog
gtcatggoog
aaactogogo
gegetggtge
gtggtoccoga
gococgactogoe
gatttcatog
aaactgctgo
gatatocgogg
coggtgatog
gcatcogacg
aacctgotga
accaacctog
cocgagtttea
ctggacaagt
accgagccac

ttgcagtgge

accatcacec

ccggcaaggg

cggccgaacc
cgggttocac
ggaccatgte
tcaaccacct
acttogtace
cogaactogg
togacogoct
aactgocgtga
tggcegegga
acgggctcac
tcgactacaa
cgcgtggega
aggtcacogeo
agaccgcacc
agggogagtt
gocagatott
cgcocggagge
tgcagogoac
togagacoga
ggoccaacct
ccacgcaggc
acaccctcac
cocacttcac
gogatttott
cccaactoge
ccacogbgea
tcatcgacgc
ggacggtgtt

tggaacgcocct
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cgaggtogac
catocgoogte
gatctacacc
cggogcacoec
gtteocatcacg
gggcgggcgc
ggaatcogac
cctggttoog
ggtcacgcag
gcaggtgcto
gatgagggeg
cgagacocggo
goctgatogac
actgectggte
gagogtotte
cgaccacctg
cgtggeggte
cgtgtacgge
gectogageoag
cgoacgogac
googttocage
caaagaccgc
caaccagttg
ccaggooget
cgacctgggo
cggtttogaa
ccagcacatce
cggocgoggac
cgaaacgcto
goctotoggge

ggcoacctgte

gaccacogog
accaccctgg
gocgaccatg
aagggtgega
ggtgacocca
atccoecattt
atgtocacge
cgocgtogoocg
ggcgccgacg
ggcggacgeg
tteoctogaca
gocgtgacac
gttoccocogaac
aggtogoaaa
gaccgggacyg
gtgtacgtgg
gocaacctgg
aacagcgagco
tacgatcogg
gccgaactge
gccgocaacyg
tacgggcoago
cgogaactgo
goccacgateco
ggggattcco
gttocegteg
gaggcgcage
gccaccgaga
cgggcocgeac
gocaacgget

ggcggoaccc

146

acgcactgge
acgogatoge
atcagogocct
tgtacaccga
cgoocggtoat
ccaccgoogt
tgttegagga
acatgctcta
aactgacogc
tgatcaccgg
tcaccctggg
gcgacggtgt
tocggcotactt
cgotgactee
gotactacoa
accgtogcaa
aggoggtgtt
gocagtttoct
cogogoctcaa
aatcctacga
ggctgotgte
goctggagoa
ggcgogocggc
toggcacocgg
tgtoggogot
goaccategt
gcaccgocggg
tcegggegag
cgggtotgoc
ggctgggooyg

tcatcacgat

cogogegegt
cgacgagggc
cgcgatgato
ggcgatggtg
caacgtcaac
gcagaacggt
tectegegetg
cCcagcaccac
cgagaagcag
attocgtoago
cgcacacatco
gatcgtgegg
cagcaccgac
cgggtactac
cacoggogac
caacgtocto
cteeggegeg
tctggoogtg
ggccgegetyg
ggtgcoggce
gggtgtegga
gatgtacgeoo
cgccacacaa
gagogaggtg
gacactttcg
gaacccggeo
tgaccgeoagg
tgagctgacc
caaggtcacc
gttoctcacg

cgtgcgggge

660

720

T80

240

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460



cgogacgacy
toccocegoegoet
gacccgaate
gtggtgeoata
aacgtcogtgg
acgtacctgt
atcocggaceg
agcaagtggy
goegacgtteo
ccagacatgt
ttctacateog
gtggccgagg
gtgatgaacc
gegggocate
gogttgacog
ttocgogeto
gocggtgogea

gacaagtaca

cogoggeceg
tocgococgaget
tgggcctcoac
cggoagogoct
gcacggcocga
ccaccgtgtc
tgagecocoggt
cecggegaggt
gotoggacat
toacgogact
gagacggtga
cggtocacgac
cgoacgacga
cgatcgacog
cgottoocoga
cgeaggcace
cogogaaggt

tacgogatct

<210> 86

<211> 1173

<212> PRT

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 86

ES 2696 773 T3

cgcacggctg
ggocgaccgo
acoccgagatc
ggtcaaccac
ggtgatcaag
ggtggocatg
gogecogete
gctgctgcay
gatocctggeg
cctgttgage
gocgoccgogg
gctoggegeg
cgggatetce
ggtcgacgac
gaagcgeocgco
gttgegoggo
gggcccggga

gegtgagtto

acccaggect
cacctgocggg
tggcacoggo
gtgoctocooct
ctggcocctea
gggatcoccg
gacggcggat
gaggococcacyg
catcocgoget
ctettgatea
gogcactacco
cagcagogeg
ctggatgtgt
tacgacgact
gocacagaccg
goacoocgaac
gacatceocecgo

ggtctgatct

147

acgacaccga
tggtcgeoogg
togocgeocga
accggocaget
cogaacggat
acttcgagga
acgccaacgg
atctgtgegg
acocgoggtca
coggegtoge
coggcoctgac
agggatacgt
tegtggactg
gggtgcgteg
tactgooget
ccacggaggt
acctcgacga

ga

tcocgagttg
tgacatoggco
ggtogacctg
gttoggoocoo
caagccegto
ggacggcgac
ctacggecaac
getgeecegtyg
ggtcaacgtg
geogeggteg
ggtogatttco
gtocotacgac
gectgatocegg
gttogagace
gotgeoacgeg
gttocaocgeo

ggocgctgate

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

31z0

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3522



Met

Leu

Asp

Ala

Thr
65

Thr

Asp

Pro

His

50

Gly

Ser

Asp

Glu

as

Lys

Tyr

Asp

Glu

20

Phe

Pro

Gly

val

Gln

Ala

Gly

Asp

His

Sar

Ala

Leu

Arg
70

Asp

Thr

Ala

55

Pro

ES 2696 773 T3

Ala

Arg

Ala
40

Ala

Thr

Arg

25

Pro

Leu

Asp

Ile

Leu

Glu

Gly

148

Gly

Ala

Pro

Ile

Ty
75

Val

Glu

Ala

Leu

&0

Arg

Thr

Leu

Val

45

Gln

Ala

Glu

Tyr

30

Val

Thr

Arg

Thr

15

Ala

Asp

Leu

Glu

Ala

Thr

Ala

Phe

Leu
80



Ala

Asp

Ala

Val

Val

145

Pro

Leu

Val

Gly

225

Ala

Leu

Ala

Ile

Asn

305

Gly

Thr

Thr

Ala

Ala

130

Cys

Val

Thr

Val

Asp

210

Lys

Gly

Ala

Met

Thr

2590

His

Thr

Asp

Leu

Leu

115

Thr

Ala

Ser

Val

Asn

195

Asp

Gly

Meat

Tyr

275

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

100

Arg

Ile

Tyr

Arg

Ser

180

Ser

His

Ile

Pro

Ile

260

Thr

Asp

Gly

Tyr

Gly

85

Tyr

His

Gly

Leu

Leu

165

Ala

Val

Arg

Ala

Ala

245

Leu

Glu

Pro

Gly

Phe
325

Gly

Ala

Asn

Phe

Gly

150

Ala

Glu

Ser

Asp

Val

230

Glu

Tyr

Ala

Thr

Arg
310

Val

Arg

Gln

Fhe

Ala

135

Leu

Pro

Tyr

Gln

Ala

215

Thr

Pro

Thr

Pro
295

Ile

Pro

ES 2696 773 T3

Thr

Val

Ala

120

Ser

Val

Ile

Leu

Leu

200

Thr

Ile

Ser

val

280

Val

Pro

Glu

Val

Trp

105

Gln

Fro

Ser

Leu

Asp

185

Val

Leu

Tyr

Gly

265

Ala

Ile

Ile

Ser

Thr
90

Ser

Pro

Asp

Val

Ala

170

Leu

Val

Asp

Thr

250

Ser

Arg

Asn

Ser

Asp
330

149

Arg

Arg

Ile

Tyr

Pro

155

Glu

Ala

Fhe

Ala

235

Ala

Thr

Leu

Val

Thr

315

Met

Leu

Val

Tyr

Leu

140

Leu

Val

Val

Asp

220

Ile

Asp

Gly

Trp

Asn

300

Ala

Ser

Leu

Gln

Pro

125

Thr

Gln

Glu

Glu

His

205

Glu

Ala

His

Ala

Thr

285

Phe

Val

Thr

Pro

Ala

110

Gly

His

Pro

Ser

150

His

Gln

Asp

Asp

Pro

270

Met

Met

Gln

Leu

Arg

25

Val

Asp

Asp

Asn

Arg

175

Val

Pro

Leu

Glu

Gln

255

Lys

Ser

Pro

Asn

Phe
335

Phe

Ala

Ala

Leu

Ala

160

Ile

Arg

Glu

Ala

Gly

240

Gly

Phe

Leu

Gly

320

Glu



Asp

Ala

Thr

Leu

385

Thr

Gly

Thr

Ile

Arg

465

Lys

His

Val

Ala

Gln

545

Val

Lys

Leu

Asp

Gln
370

Arg

Ala

Ala

Asp
450

Gly

Thr

Asp

Val

530

Ile

Val

Ala

Ala

Meat

355

Gly

Glu

Pro

His

Asp

435

Val

Glu

Pro

Gly

515

Ala

Fhe

Pro

Ala

Leu

340

Leu

Ala

Gln

Leu

Ile

420

Gly

Pro

Leu

Glu

Asp

500

Arg

Asn

Val

Thr

Leu
580

val

Tyr

Asp

Val

Ala

405

Val

Val

Glu

Leu

Val

485

Val

Asn

Lau

Tyr

Pro

565

Ala

Arg

Gln

Glu

Leu

390

Ala

Asp

Ile

Leu

val

470

Thr

Met

Asn

Glu

Gly

550

Glu

Asp

Pro

His

Leu

375

Gly

Glu

Gly

Val

Gly

455

Arg

Ala

Ala

Val

Ala

535

Asn

Ala

Ser
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Thr

His

360

Thr

Gly

Tyr

Arg

440

Tyr

Ser

Ser

Glu

Leu

520

Val

Ser

Leu

Leu

Glu

345

Leu

Ala

Arg

Arg

Gly

425

Pro

Fhe

Gln

Val

Thr

505

Lys

Fhe

Glu

Glu

Gln
585

Leu

Ala

Glu

Val

Ala

410

Leu

Pro

Ser

Thr

Phe

490

Ala

Leu

Sar

Gln
570

Arg

150

Gly

Thr

Lys

Ile

395

Phe

Thr

Val

Thr

Leu

475

Asp

Pro

Ala

Gly

Ser

555

Tyr

Thr

Leu

Val

Gln

380

Thr

Leu

Glu

Ile

Asp

460

Thr

Asp

Gln

Ala

540

Phe

Asp

Ala

Val

Asp

365

Ala

Gly

Asp

Thr

Asp

445

Lys

Pro

Asp

His

Gly

525

Ala

Leu

Pro

Arg

Pro

350

Arg

Gly

Phe

Ile

Gly

430

Tyr

Pro

Gly

Gly

Leu

510

Glu

Leu

Leu

Ala

Asp
590

Arg

Leu

Ala

Val

Thr

415

Ala

Lys

Tyr

Tyr

Tyr

495

Val

Fhe

Val

Ala

Ala

575

Ala

Val

Val

Glu

Ser

400

Leu

Val

Leu

Pro

Tyr

430

Tyr

Tyr

Val

Arg

Val

560

Leu

Glu



Leu

Fhe

Pro

625

Asp

Ala

Ile

Leu

Asp

705

Thr

Gly

Glu

Thr

Thr

785

Leu

Ile

Ala

Gln

Ser

610

Asn

Ile

Ala

Leu

Gly

690

Phe

Asn

Asp

Tle

Leu

T70

Val

Gln

Val

Tyr

Ser

5895

Ala

Leu

Ala

Thr

Gly

675

Gly

Phe

Leu

Arg

755

Arg

Trp

Asp

Tyr

Ala

Lys

Ala

Gln

660

Thr

Asp

Gly

Ala

Arg

740

Ala

Ala

Leu

Gly
820

Thr

Glu

Asn

Thr

645

Pro

Gly

Ser

Fhe

Gln

125

Pro

Ser

Ala

Ser

Glu
805

Val

Gly

Arg

630

Gln

Val

Ser

Leu

Glu

710

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

790

Asp

Pro

Pro

Leu

615

Tyr

Ala

Ile

Glu

Ser

6325

Val

Ala

Fhe

Gly

775

Ala

Leu

Asp

Glu
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Ala

600

Leu

Gly

Asn

Asp

val

680

Ala

Fro

Gln

Thr

Thr

T60

Leu

Asn

Ala

Ala

Leu

Ser

Gln

Gln

Thr

665

Ala

Leu

val

His

Thr

745

Leu

Pro

Gly

Pro

Ala

825

Ser

Phe

Gly

Arg

Leu

650

Leu

Ser

Thr

Gly

Ile

T30

Val

Asp

Lys

Trp

Val

B10O

Ala

Arg

151

Ile

val

Leu

635

Arg

Thr

Asp

Leu

Thr

715

Glu

His

Lys

val

Leu

795

Gly

Arg

Arg

Val

Gly

620

Glu

Glu

Gln

Ala

Ser

700

Ile

Ala

Gly

Phe

Thr

780

Gly

Gly

Ala

Phe

Glu

605

Lys

Gln

Leu

Ala

His

685

Asn

Val

Gln

Ala

Ile

TES

Thr

Thr

Arg

Ala

Thr

Leu

Met

Arg

Ala

670

Fhe

Leu

Asn

Arg

Asp

750

Asp

Glu

Phe

Leu

Leu

830

Glu

Glu

Leu

Tyr

Arg

655

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

135

Ala

Ala

Pro

Leu

Ile

815

Thr

Leu

Pro

Arg

Ala

640

Ala

Thr

Asp

Ser

Ala

720

Ala

Thr

Glu

Arg

Thr

800

Thr

Gln

Ala
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835 840 845

Asp Arg His Leu Arg Val Val Ala Gly Asp Ile Gly Asp Pro Asn Leu
B50 855 gel

Gly Leu Thr Pro Glu Ile Trp His Arg Leu Ala Ala Glu Val Asp Leu
865 B70 875 B8O

Val Val His Pro Ala Ala Leu Val Asn His Val Leu Pro Tyr Arg Gln
BES B90O B35S

Leu Phe Gly Pro Asn Val Val Gly Thr Ala Glu Val Ile Lys Leu Ala
900 905 510

Leu Thr Glu Arg Ile Lys Pro Val Thr Tyr Leu Ser Thr Val Ser Val
915 920 925

Ala Met Gly Ile Pro Asp Phe Glu Glu Asp Gly ARsp Ile Arg Thr Val
930 935 940

Ser Pro Val Arg Pro Leu Asp Gly Gly Tyr Ala Asn Gly Tyr Gly Asn
945 950 955 960

Ser Lys Trp Ala Gly Glu Val Leu Leu Arg Glu Ala His Asp Leu Cys
965 970 975

Gly Leu Pro Val Ala Thr Phe Arg Ser Asp Met Ile Leu Ala His Pro
980 985 990

Arg Tyr Arg Gly Gln Val Asn Val Pro Asp Met Phe Thr Arg Leu Leu
955 1000 1005

Leu Ser Leu Leu Ile Thr Gly WVal Ala Pro Arg Ser Phe Tyr Ile
1010 1015 1020

Gly Asp Gly Glu Arg Pro Arg Ala His Tyr Pro Gly Leu Thr Val
1025 1030 1035

Asp Phe WVal Ala Glu Ala Val Thr Thr Leu Gly Ala Gln Gln Arg
1040 1045 1050

Glu Gly Tyr Val Ser Tyr Asp Val Met Asn Pro His Asp Asp Gly
1055 1060 1065

Ile Ser Leu Asp Val Phe Val Asp Trp Leu Ile Arg Ala Gly His
1070 1075 1080

152



Fro Ile Asp Arg
1085

Glu Thr Ala Leu
1100

Val Leu Pro Leu
1115

Arg Gly Ala Pro
1130

Thr Ala Lys Val
1145

Leu Ile Asp Lys
1160

<210> 87

<211> 921

<212> ADN

<213> Nostoc punctiforme

<400> 87

Val

Thr

Leu

Glu

Gly

Tyr

Asp

Ala

His

Pro

Pro

Ile

ES 2696 773 T3

Asp
1090

Leu
1105

Ala
1120

Thr
1135

Gly
1150

1165

Tyr

Pro

Phe

Glu

Asp

Asp

Asp

Glu

Arg

Val

Ile

Leu

153

Asp

Lys

Ala

Fhe

FPro

Trp

Arg

Pro

His

His

Glu

Val
1035

Arg
1110

Gln
1125

Ala
1140

Leu
1155

Phe
1170

Arg Arg

Ala

Ala

Ala

Asp

Gly

Gln

Pro

Val

Glu

Leu

Fhe

Thr

Leu

Arg

Ala

Ile



atgactcaag
aatgctcocat
ggtattgttao
caaagtattg
ctatatteoca
tgogtoogec
tctacgeoacce
aaggaaatgt
ggtattgoge
aacccagaat
aaccttttat
ctaactgctg
gaccgegtag
acttacattt
gotgcotaagg
tggcacgtag

<210> 88
<211> 437
<212> PRT

cgaaagcoaa
ttattggecaa
aacaccttaa
gcattattcc
togoctcaac
agttggagta
tgtgttteoct
tgttacccaa
cgatgeggge
accaatttaa
ataaggaaga
ccatcageoeg
cagaacatgc
geggtttgeg
aaggogtaac

aaacttacta

<213> Nostoc punctiforme

<400> 88
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aaaagaccac
ggtaatatet
atttgaccta
gccaggttta
tegtecatggt
caagcaccca

caagccaggg

tgaccctgat
ttacttgtag
aggattotct
actggaagag
cgaacagaaa
tgatgaattg
cggtatggaa
ctggagtgat

ggtgacgttc
aatgaaccat
tetggtggag
gacaagaacg
gatgatgtag
gaaactggog
gaagaggtaa
gcoctaatgtta
cgtcagttta
tggctaatat
attcaacaaa
aatccccaag
tggcagttga
gaaggtattyg

taccagaagc

154

ctgttaacac
tagtcaaaga
atttgaagta
gcaagcctga
atgataagac
aaacagtcta
aaattacagg
tcatgatggeo
aagatgcgga
ttggogtace
aatatcctga
goggtagaat
ttaaaaatga
atgcagectt

aactcaagaa

ttacecgteoco
aggtggtatt
tatagaaggt
aaaactcaga
agtatcactg
cggtgtttge
gcctgtgggt
tactggaaca
aagagegget
tacaactceca
gaacttecoge
gtatattcaa
aaaaacccac

aactgetget

agcoggtoge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

s500

921



Met

Ser

Thr

Arg

Leu

65

Val

Leu

Thr

Gly

Pro

145

Ser

Leu

Ser

Lys

Tyr

Arg

Asp

val

50

Gly

Asn

Ala

Pro

Asn

130

Val

Asn

Lys

Ile

Leu

210

Asp

Asn

Ila

Gln

35

Pro

Gly

Gly

Lys

Val

115

Thr

Asn

Glu

Phe

Gly

195

Lys

Gln

FPhe

20

Thr

Tyr

Thr

Lys

Ser

100

Asn

Thr

Pro

Asp

180

Ile

Leu

Thr

Gly

Vval

Asn

Asn

Ile

Ala

85

Gly

Ala

Thr

Tyr

Leu

165

Leu

Ile

Tyr

Vval

Ala

Tyr

Tyr

Arg

Val

70

Ser

Glu

His

Gln

150

Val

Ser

Pro

Ser

Sar

Val

Glu

Fro

Met

55

Ser

Fhe

Thr

Ser

Ala

135

Pro

Lys

Gly

Pro

Ile

215

Leu
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Glu

Val

Ile

40

Asn

Ile

Gly

Ala

Ala

120

Lys

Asn

Glu

Gly

Gly

200

Ala

Cys

Gly

Val

25

Arg

Gln

Gln

Asn

Asn

105

Glu

Ala

Ala

Gly

Asp

185

Leu

Ser

Val

Ala

10

Gly

Lys

Zlu

Pro

Ala

30

Ser

Glu

Lys

Pro

Gly

170

Leu

Asp

Thr

Arg

155

Ala

Leu

Ser

Met

Ile

15

Thr

Glu

Gln

Lys

Phe

155

Ile

Lys

Lys

Gln

Asn

Gly

Arg

60

Thr

Ser

Gly

Asn

Asp

140

Ile

Gly

Tyr

Asn

His

220

Leu

Ile

Gln

Ser
45

Arg

Ala

Val

ABD

Lys

125

His

Gly

Ile

Tle

Gly

205

Gly

Glu

Glu

Gly

20

Val

Ile

Leu

Val

Gly

110

Asp

Gly

Lys

Val

Glu

120

Lys

Asp

Tyr

Leu

15

Glu

Fhe

Thr

Glu

Ser

35

Lys

Lys

Asp

Val

Gln

175

Gly

Pro

Asp

Lys

Gly

Glu

Ile

Arg

Pro

8O

GZlu

Ala

Lys

val

Tle

160

His

Gln

Glu

Val

His



225

Pro

FPhe

Glu

Thr

Lys

305

Ser

Glu

Thr

Tyr

Ila

385

Glu

Val

His

Glu

Lau

Met

Gly

290

Asp

Trp

Glu

Ala

Ila

370

Lys

Glu

Thr

val

<210> 89

<211> 300

<212> ADN

Thr

Lys

Leu

275

Thr

Rla

Leau

Leu

ARla

355

Gln

Asn

Gly

Trp

Glu
435

Gly

Pro

260

Gly

Glu

Ile

Glu

340

Ile

Asp

Glu

Ile

Ser

420

Thr

Glu

245

Gly

Pro

Ila

FPhe
325

Glu

Ser

Lys

Asp
405

Tyr

230

Thr

Glu

Asn

Ala

Ala

310

Gly

Ile

Val

Thr

390

Ala

Tyr

Val

Glu

Asp

Pro

295

Ala

Val

Gln

Glu

Ala

375

His

Ala

Gln
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Tyr

val

Pro

280

Asn

Fro

Gln

Gln

360

Glu

Thr

Leu

Lys=

Gly

Lys

265

Arg

FPro

Thr

Lys

345

Lys

His

Tyr

Thr

Gln
425

Val

250

Ile

Ala

Ala

Glu

Thr

330

Iyr

Asn

Ala

Ile

Ala

410

Lau

156

235

Cys

Thr

Asn

Tyr

Tyr

315

Pro

Pro

Pro

Cys
395

Ala

Lys

Ser

Gly

Val

Leau

300

Gln

Asn

Glu

Gln

Glu

380

Gly

Ala

Lys

Thr

Pro

Tle

285

Trp

Phe

Leu

Asn

Gly

365

Leu

Leu

Ala

Ala

His

Val

270

Met

Arg

Lys

Leu

Fhe

350

Gly

Trp

Lys

Gly
430

Leu

255

Gly

Met

Gln

Gly

Tyr

335

Arg

Arg

Gln

Gly

Glu

415

Arg

240

Cys

Lys

Ala

Phe

Fhe

320

Lys

Leu

Met

Lau

Met

400

Gly

Trp



10

15

<213> Nostoc punctiforme

<400> 89

atgccaactt ataaagtgac

gttgaggacg atacctatat
tcttgeoocgeog ctggtgettg
caaggaogate aatcattott

gttgcttace caacttctaa

<210> 90
<211>99
<212> PRT

<213> Nostoc punctiforme

<400> 90

Met Pro Thr
1

Thr Thr Leu

Glu Ala Gly

Thr Cys Ala
50

Ser Phe Leu
65

Val Ala Tyr

Glu Leu Tyr

<210> 91
<211> 369
<212> ADN

Tyr

Asp

20

Ile

Gly

Asp

Pro

Lys
=

Val

Lys

Thr
g5

<213> Nostoc punctiforme

<400> 91

Val

Glu

Leu

Leu

Asp

70

Sar

Thr

Asp

Pro

Val

25

Gln

Asn
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Leu

Asp

Tyr

40

Ser

Ile

Vval

Ile

Thr

25

Ser

Gly

Glu

Thr

Asn

10

Tyr

Cys

Thr
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REIVINDICACIONES

Célula huésped no humana para su uso en la produccion de un aldehido graso o un alcohol graso, dicha
célula modificada por ingenieria genética para expresar un polinucleétido que comprende una secuencia de
acido nucleico que tiene al menos el 70% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 65 o0 69, en la que la
secuencia de acido nucleico codifica para un polipéptido que tiene actividad acil-ACP o acil-CoA reductasa
y que es de una cianobacteria.

Célula huésped no humana segun la reivindicaciéon 1, en la que el polinucleétido esta comprendido por un
vector recombinante.

Célula huésped no humana segun la reivindicaciéon 1, en la que el polinucleétido se incorpora de manera
estable en el ADN gendmico de la célula huésped.

Célula huésped no humana segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la célula huésped
es una célula microbiana.

Célula huésped no humana segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la célula huésped
es una célula bacteriana.

Célula huésped no humana segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la célula huésped
es una célula de Escherichia o una célula cianobacteriana.

162



ES 2696 773 T3

163



ES 2696 773 T3

164



ES 2696 773 T3

Abundancia

A

A000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

SO0000

Heptadeceno

N
L,

TIC: A1.D\data.ms

Tiempo

9,00

2.50

T p—_——-

Octadecanal

1
10.00

—
P50

L T T
11.00

Abundancia

B 4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

200000
ol

Tiempo

N S —

TIC: AS4,

i -

||
i
i i,!\

Y

10,50

Didata.ms {*)

|

11,00

L.

LI"*—-._,_,_,J

E
|;

AU

- ——

11.60

FIG. 5

165




ES 2696 773 T3

Abundancia

TIC: andieQ11.0vdatans

IDOLO00
2000000
1000000

L e | 3
Bl
8,00 $,20 8,30 850 350

900 20 S0 980 950 1000 10,20

Tiempo

wAbundancia

TG andied 1.0 data.ns
BOO000O0 B
Hes adz<canaol
SO00000
B ]

BO00000

-,

Ditadece
=oooouo Herad=conal d nol
1OOO00D Tatiadsanol Heoadzzanol Oatadesenal

F

o .
2,00 820 #40 FHE0 530 00 S0 940 HE0 HB0 1000 10,20
Tiempo

FIG. 6

166




'Abundancia

FOTCO0 4
00000
Tooooe ]
GOODO0D 4
TCOOOD
El=l=]el=]=]
x20oo0 ]
zooooo ]

| 1000Co

i

e

ES 2696 773 T3

Tetradzzanel

He- ad=<anaol

N

Hevadezenel
Hevad=:anal

gatada canol

dctadesenal

3,70 3,30 X590 4,00 4,18 4,28 4,30 4,40 4,50 3,60 4,70 4,20 4,90

167



ES 2696 773 T3

Abundancia

R
R
]
R ]

rasan

e

e

R

e

B

Ay e

Pentadecano

L e N L ]

Heptadeceno

Abundancia

[ i)
L= 5
L=LE 2 5}
ERD
LT

Sl
RlL= =_s]

B

AW e

Abundancia

A

[- ]

Harmido rseees (o @i rverds ssruiescs 158 I sieies e

4 28

CEE- Y

thera o

=

P

i

S

ST O S,
DO BT E abho 480 oo

I T Pt . e

="

T T T
P T T ALy S Lal}

Abundancia

C

i ]

Abundancia

[EREPEre
e
Ed-l-J-
fol=l=ls}
EEESI e TR
& ALBABT
atadhG
sreaases
4 e

TR

Barrido

i e L I

TR

TEREEE e

e

AEn mvew

L O e

WEE m e e SR W OB O3 H BRCT LEERES

P e .

e e emamermanamy T R Sy
o N S o e s S

s,

-

[T T P S S S ——

WECRAR O

R R W ST S A0 8 3 SRR B 8 TH AR TR G TRk OB AR A R A I o, N i

FIG. 8

168




ES 2696 773 T3

Abundancia

JISOO000

3000000

2600000

2000000

1500000

1000000

S00000

Tridecaneo Pentadec nn:f

TIC: andred 9, 0% data s

Heptadeceno [

Pentadecaneo

4
|

=

Tiempe

5,50 6,00

e
8 .50

il

o s
700

Alcoheles grasos + aldehidos grases

7,50 AO00 &80 900 850 10,00

FIG. 9

Abundancia
o e e
Papp———
SR
sooooo o
et LS RN
——
£ ar s
[ ——
——
soooooa
S
T aooos e

R

Tiempo

Pentadecano

o e

e T

Heptadeceno

- I L) v .
gy L

Alcoholes grasos + aldehidos grasos

FIG. 10

169




ES 2696 773 T3

Abundaneia

T
PSR LR LS
Bk -ls Il als]
AT -
Boooooo
sooaooo
e == 11
OO O

BRI 3 R

A AT T

L = s N e L

Heptadeceno

Alcoholes grasos + aldehides grases

Pentadecano

I
e

A Jl
L
e ] i P EIET LA L= D-E; e - ID-GJA ”"‘:’_‘:f‘_:.‘,;_ﬂ_ o
Tiempo ' ' )
FIG. 11
== —
Abundancia

W LT RS
Rl R=l=R<i-T1=}
TRBOODo0D
WL RO ERED
LB R CRES
padalalelals
e -]
HOo000
eSS e
FoOoIoe
S ESOOO0
- oooooD
ChEFAI I T
PRI ES
Eag 2= =2=1=]
1 EIEILICICR

T
T
S EREITICIES
o= l=letel=]
T ERLIIEICH
gR-=l=t-i-1+]

Lo leloleln)

Tiempeo
e

‘Tridecano

. =TTy , : . :: = v
T 0 =V U il oy = . i - g . o g g e

Pentadecano

LR s A T o L v

Heptadecens

Aleccheles grases + aldehides grases

Pentadecano |
|
L, (N S L

T

FIG. 12

170




ES 2696 773 T3

Abundancia

Tiempo

Pentadecane

|

L e R e e e e e e e o

2,60 2,80 3,003, 203

TIC: as048.D\ data.ms

Heptadeceno

Alcoholes grases + aldehidos grases

_,.-—""""'—'-'_"_ =

1 J{
e i e "?’w"a._'r-:—'.-_.ﬁ”". TR e

i T
yA0 3,60 3,80 4,00 4,204 40 4 60 4,80 5,005,20 5,40 5 60 5,80

FIG. 13

Abundancia
ADOOO0
ASOOO0
bolalalelels]
S IETALS ]
2o0000
1S0000
100000

S0000

Tiempo

Pentadecaneo

B Rt pM"lL\w R rr"\r"\r—v—-—-—v—-"—f""“ i
0 B0 S, 00 3,20 3,40 3680 3, B0, 00 4,20 4,40 4 60

T MeOS . ER cota _noes

Heptadeceno

L

Alcoholes grasos + aldehidos grasos

|

wf.t‘. S

FIG. 14

171

B |

EdEQQEEQEJOﬁGUﬂBO




ES 2696 773 T3

Abundancia

Pentadecano

Ties: Mol O 7 DY dota . ros

Heptadeceno

Alceholes grasos + aldehidos graseos

Abundancia

pReist=lels) !
S =T=T-T=1
T SO
ultalalelel
R L=l=l= 5}
S = T=T-T-T:1
L F-L=T-T-T=]
SR T=1=1-T-]
pR=lel=tsls]
[=T=T= =T
Lo l=l=leke]
Clzl=s=t=]
aoooo

[-S=T=T=la)
SRFEIENEN
pet=2=lels]
2OOOOD

RE=l=1=1=]

Tiempo

Heptadeceneo

Pentadecaneo

e

f

-
3,0 3,0 D00 o, a0

TS selED.

L N ]

1]

Alcoholes grasos + aldehidos grasos

-
e

n 4 'n..'.-h._;,m_‘__-___fd,\j '\J WK\__‘J “?M

1

4,00 4,20 4,90 4,80 4,80 6,00 6,20 6,40 6,00

FIG. 16

172




ES 2696 773 T3

Abundancia

2000000
1800000
glal=lalsluls]
14 OO DO
1200000
gl=lslalslels]
Lal=t=l=lnls]
[={slslslulal
= lelalala]

ZOODOo0

Tiempo

EDD

Pentadecans

=M=

TS androQEsS, DY doata. s

Heptadeceno

I %l&a_.*% J\Mﬁ,‘

Lt ]

Aleoholes gr

|
|

JA

EX-T-1

asos + aldehides grases

FIG. 17

Abundancia

AB0000
400000
FS0000
300000
250000
200000
AS0000
100000

50000

Tiempo

Pentadecano

TIC: as055. D\ data. ms

Heptadeceno

'|1
II'“'M ooy g

Alceh

oles grasos + aldehidos grasos

'\-1-1- P “-!H:'f"ﬁ'f'\--l—r

230 30|:|‘ 32‘0 3dD 3,60 380 400 4?{}440 4,60 4,80 500 520 5,40 EED

FIG. 18

173




ES 2696 773 T3

Abundancia

SS0000
SO0000
A850000
SO0000
350000
200000
250000
200000
1 S0000
e slalels]

SO000

Tiempo

FPentadecano

|
e e g p e -*‘n‘"—r

TIHC: asD S0, D0 data s

Heptadeceno

i \ |
“fg,am.gmﬂ# J;-:H

Aleoholes grasos + aldehidos grasos

L

FI1G. 19

l’ Abundancia

Tiempe

220000
200000
180000
160000
140000
120000
100000

B0000
GOOO0
0000
20000

Pentadecane

Heptadeceneo

TIC: as058. DA data.me

fk

Aleoholes grasos + aldehidos grasos

|
'Il'x, l\‘-u,..;\,,_ ...L_,_f\M

———

g e #ﬁiﬂfﬁ%ﬁ-m-ﬁj et R
3,00 3,20 340 360 380 400 4204413 4,60 43'3 EQU 5?9 5-‘10 5Eﬂ EBCI

L

FIG. 20

174




f Abundancia

i~ ]~

=T 0D DS

(=
1P SHT DTl
1= T DDy
[Pef=i=f=l= b
1SS oD
BT DD
wRooooo
=H0D DD

=EE e

© Abundancia

120000
SE00000
000000
= Toooo D
=00oo00
1 S0000 0
1000000

Sooooe

i Tiempo

Tridecans

ES 2696 773 T3

Pentadecano

Pentadeceno

- i

fi,

Heptadecens

s

-

Alcoholes grasos + aldehidos grasos

g

=5 2R RS TE R Al

BB

ET)

250 4o a4 S50 24,50

L X

FIG. 21

Pentadecano

Tridecane Pentadeceno

f,

Alecoholes grases + aldehidos grasos

Heptadeceneo

: .";LJL—.«*.I. —~ L "

v
3, =0

|
2,0

320 3,3

FIG. 22

175

o

e

1,20 1,10 4,30 ,f!o g:“.:":‘ ﬁ,ib



ES 2696 773 T3

- -Abundmcia

RO O

Tooooo

NI £ ||1
REPLTTSY 1
|

Alcoholes grasos + aldehfd?s grases

Pentadecano

anrt:adncnn]
s i

N =T =]
reeans Pentadecano r

Tndecano
R CHERE £ LL“
5 o "“"TE“'“”“:H“"“*“‘:-': : T ]
Tiempo .."..‘.*ff_‘.._ =N FAS WA e SRR Sem SAw wme ew e
FIG. 23

Abundancia TIC: andre038.Didata.ms

[ =latetals]
Bl sj=le els]
B ll=lel=1c]
je 1 -Y=lalele)
A i
oaooce N .
sooacs Patrén interne
Vs DL
RESTEES TS LS ) *

(Sielulete )
o—

z .?;ﬂ- :.'m E] ;lﬂ BN o =] =1 < ': : L] Iﬂﬂ il SRS I. nn.' . 1=] & CHCE
T|¢mp° B b 3 g e 3

Abundancia
cosoae Pentadecane  TIC: andre042.D\data.ms
EEEE i Heptadeceno

B TR O I |
ooooo [ ! Hexadecanol
reooco Pantadecano

| |
1 BOOOS ii | y )
o

1 fl
[T .l, 1 1 1 (i
R . A T —

Tiempo :;},u-u N ;':.,':.u'.: ’ a T a,au o a",u&-: - .J'u,i.u'.:- - -l‘::_{‘: e =] a0 - H & 5

FIG. 24

176



ES 2696 773 T3

Abundancia

Rl e ]
FooDDoD — 1
R L== =1
ST T

Imooooo
% e
. T DT
oo H

[T I”
LTt i\
-m:: i . ,;J 1Jl

| 1]

L

y i
T ‘_' L1 L T_ T T 1
T,0 mes [sed spes 20 shel see mes (ode 1os ofiel 1ope IoEs e

Abundancia i
IHeptadeceno T PR D A - L AR L L (D0
bttt
ABSOSC0
R =i = =] \‘
bt de = =T

: Pentadecano
B zsccoco QOctadecencl

E%E Pentadeceng r | JL /
o= el L At

T r L= T T Y T
EATS P = e = = e im0 mds a ket valem’ Talse’ TeliE apa Talws b oes

FIG. 25

177




! Abundane |a” -

J0000

ZE000

=0000

15000

10000

S000

! Abundancia

' Tiempo

T0000D

=%000

Z9aaa

12000

19000

000

ES 2696 773 T3

T TEOILCN Clataans

FIG. 26

178

A Patron interno
s, IL&%&*
o e \....’_.JM "’:‘\ ‘.f"“"\"-‘-*-nwa\wu'l.,_,rffl . MZMWMU-M|WW e
3,20 I A0 3,50 320 4,0p 4,20 2,40 450 4,50 | 5,00 20 F&0
T i Haxadacanol .
B 1 \3.1'
Oictacdacanal :
Heptadeceno P
N
i |
) e
\P‘l.-f' N Sl *HM“‘MW"H‘ |
20 340 350 3,50 4,70 4,30 —m50 4,20 CH00 5,20 5,40 |



ES 2696 773 T3

Abundancia
T2 ey ITRCA Gl a T
L ]

- e g Al

Foom  mods  Ei B e s Geidm  Geller | T koo oo

i)

Abundancia
TS gnEr 1T ) 2l S iv e

PR T

Tridecano

Pentadeceno
/ Pentadeceno

SoTTTT ~ /

]
E
t
i
—
el
L—
[
—
1
r'\l\.
z

~

Tiempe o R TN B UM TN A R TY A A ST

FI1G. 27

179




ES 2696 773 T3

45

i@ Alcano

@ Alcohol
graso

= Aldehido
graso

FIG. 28

180




ES 2696 773 T3

FIG. 29

181



ES 2696 773 T3

182



ES 2696 773 T3

183



: :Haptadqcano.." S j’;

ES 2696 773 T3

b A B

“Bbundancia
VLG
RlELEEL

A

Sy

NADH en lugar de NADPH

b "."!ﬂ' g R '."'-ﬁ-q.'-'.-'_'-ﬂn z +l.; '} BT PR

FIG. 32

TIE. Eea 01 Ddabarig

Patron interno

Tiempe 20
Wabundancis

TS0

plELEEEY

00500

Reaccion patrén

o EL S 24 1) 1k el 3]

TIC: Ern 08 (st ren

octadecanal

S J 1_ _— RSV, L VSN

Tiempn ?{‘.{l
rabundancis

p—— il {
T 1o 2k T 200 o ik

TC Eea 07 DAy o

150000 Sin ién metalico

;

_c |
e e ..--HJ:'\.___ = ..-'\: - :!._!,__ e F— L L Ao, _—_1 - 'i

Tiemgo 20 28 il 1 340 1 1 oo T i

184



ES 2696 773 T3

|
|

| [

i |

R0 i ,
i |

t

|

FIG. 34

185



ES 2696 773 T3

Abundancia

S——
N A
Ry ey
Rttt ]
ASD SIS C1dax-ol
Ssooces
FemETE C1g:1-0l
amomes
e s

cled.ol

':1'.'-" .:a. :.d
{le:l-ol

£15 1-al

R E-T-0 ]
b L ald Seal

[R=1~T=1~"= =]

e L-3l
[15:€-0l

Aeeoes | L1200l

[
I-.ED:-, TG B, B0 B D TS 0 B0 2 a1 ST 1 e, S8 o,

L-mendscsme Sl e L

FIG. 35

LI Y £ 7T [ St T —— - — —
1 AT AR 8 A st e
B
T O
TS

P pentadetanﬁ

EER-T-T-T—F hnptadtuun 3

- o
. e i
[ET-T-T-T-
[ET-T- -1
[ER-1-T-T-F
EOOOe
IET-TT-T-%

TESSS tridecane pentadeceno

[E -

e = e =, Bs S Ea o o= ==Y TaBa 5 g =

<acce ! |
=eeee L . A._ L AN Ly h{ﬁ_J ‘\_JL

FIG. 36

186



ES 2696 773 T3

Abundancia

i

S Pentadecano Hexadecanol
Tetradecanol

]
1
|
H
i
\;.a

T

i

|

|

i Tridecano
\]; Pentadeceno

| || | fol Lv i
o ILJ \“—-"\-\\ - _lIL.,_-"\J i Ml--..-x.__; U'i“‘"" e j\-fk)"-u"\.n
= SR

‘o -"I:-:n. x."h.n "y = e R —a gt

Hi

Tiempo

FIG. 37

187



FIG. 38

ES 2696 773 T3

Nameros de registro a partir del 10 de abril de 2009

Namero de registro % de identidad | % de similitud Longitud de
— alineacién
gi| 135970898 |gb |EBLOS614.1 59,5 743 237
gi| 134964254 |gb | EBES9803,1| 57,6 74.2 229
g§i]142528845|gb |ECY73505.1| 60.4 77.9 222
Bi|135713677 |gb |ERI3R387.1| 61.1 78,7 221
Ri|141225813 |gb |ECQ49060.1 | 59.7 77.8 21
£i[144115151|gb |EDI97334.1] 67.7 805 220
gi[142133005|gb |ECV83152,1| 67.3 809 220
£il137965371|gb |EBX01252.1] 67.3 80.9 220
gi|134786157 |gb |EBD42319,1| 67,3 809 220
£il136216894|gb | EBMG6672,1 | 62.3 77.7 220
gi]143271262 |gb | EDEC4654,1| 63.0 78.5 219
£i|135973786|gb |EBLO7573.1] 63.0 78.1 219
gi[140222739|gb | ECK35865.1] 63,0 776 219
£i|139710482|gb |ECGS3903.1] 62.6 78,1 219
£i| 140109767 | gb | ECI60294,1| 62.6 78,5 219
gi|137939755|gb | EBWE6789.1] 62,6 78.1 219
£i|140086977 | gb | ECJ44522,1| 62.6 78.1 219
gi|143729007 |gb | EDG48416.1 | 62.6 78.1 219
£i[143217179|gb | EDDE6368,1 | 62.6 78.1 219
gi|138728422|gb | ECBE0007,1| 62.6 78.1 219
£i]143540790|gh |EDF53461,1] 62.6 78.1 219
gi[143580323|gb |EDF73830.1] 62.6 78.1 219
£i|137317024|gb |EBT41871.1| 62.6 78.1 219
£i|143567212|gb |EDF67415.1] 62.6 78.1 219
£i[140726723 |gh |ECNOZE81.1| 62.6 78.1 219
£i|136249402 | gb | EBMB8E88.1] 6.6 78.1 219
£i]141156650|gb | ECQ02018.1| 62.5 78.1 219
£i|143550472|gb |EDF58473,1] 62.6 78.1 219
£11139581046|gb | ECG04925.1 | £2.6 78.1 219
£i|141904835 | gb | ECU06854.1 | 62,6 78.1 219
£i|143596624|gb |EDF78559,1] 62.1 78.1 219
gi|142808717 |gh |EDA73967.1| 62.1 78,1 219
£i|137639134|gb |EBV19468,1 | 62.1 78.1 219
£i]140970945|gb |ECO75236,1 | £2.1 77.6 219
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gi]137724335|gb| EBVE6164.1| 62,1 781 219
gi]143095952 |gb| EDC78454.1 66,1 80,2 718
gi| 135019851 |gh | EBK71172.1] 66.1 80,3 218
£i] 143083445 | gb | EDC69308.1 | 66.1 80,2 218
gi]137949431 |gh | EBW92260.1| 63.1 77.6 214
£i]136336883 |gh| EBNA8108.1| 62.2 78.0 214
gi| 136008042 |gh | EBL28916.1| 62,2 78,0 214
gi|134796061|gh | EBDA9256.1 | 60,8 75,6 214
£i]143142117 | gh| EDD12240.1 | 608 76.6 214
gi| 141842906 | gb | ECT63492.1 | 603 77.6 214
gi| 137436109 | gb| EBUOG046.1 | 803 77.1 214
gi| 142796298 |gb | EDAG4685.1] 71,0 83,3 210
gi| 138143480 | gb | FBX98705.1| 705 B3.2 210
gi] 136004890 | gb | EBL27104.1| 68.6 82,4 210
gi] 142206956/ gb| ECW39307.1| 67,1 824 210
gi| 135813588 | gb| EBKOO752.1] 62.4 78,6 210
gi| 137008728 | gb| EBRE9250.1] 62.7 79.0 209
£i1141443295 | gh | ECRB6509.1| 63.0 78,8 208
£i] 135999440 gb | EBL23890.1| 63.1 79.1 206
gi]136001501 |gh | EBL25083.1| 62,6 77.7 206
gi| 137008499 |gb| EBRE9124.1] 62.3 77.5 204
gi| 135813080 gb | EBKO0444,1] 60,8 77.5 204
£i]139947991 | gb | ECI56786.1| 63.6 79.8 198
gi|136255251|gh | EBM92608.1] 61.1 77.3 198
gi]141717528 | gh | ECS91623.1| 58.6 76.8 198
gi] 141153056 | gb| ECP99448.1] 50,3 75.3 194
£i]140654921 | gb| ECM59517.1] £7.9 81.5 193
gi]140993407 | gb | ECOS1072.1] £3.9 79,6 191
£i1143171676|gh | EDD33295.1 | 63,9 79,6 191
£i]143659341 |gh| EDG12240.1| 58,5 75.8 190
gi| 138539256/ gb| ECA29247.1| 68,1 81,8 188
gi| 141964470 |gb| ECUAB335.1 | 64.5 80.3 183
gi|139227663 |gh| ECE2B885.1| 63,9 79,2 183
gi| 135926500 | gh | EBK75672.1| 58.2 76.4 182
gi] 140708786 | gb| ECM97174.1| 68.4 814 177
gi]139523141|gb| ECF65392.1| 62.6 79,3 174
gi] 137874181 | gb | EBW49523.1| 615 764 174
gi1143221750| gh | EDDES688.1 | 609 75,9 174
gi| 140086962 |gb | ECJ44914.1| 634 80,2 172
gi]142781070|gb| EDAS3384.1| 61.8 77.1 170
£i]139775004 | gb | ECH37282.1 | 61.0 76,3 169
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£i1136260534 |gb | EEM96169.1 |
gi1137441185 |gb | EBU11854.1 |
£1136330550 |gb |EBN43814.1 |
g1139650149|gb |ECG51660.1 |
gi| 143638003 |gb | EDF99869.1 |
gi|137949739|gb |EEW92432.1]
gi|143382653|gb | EDE68551.1]
gi| 138989189 |gb | ECCT0595.1)
gi|138408887 |gb | EBZ46853.1]
gi]137230040|gb | EBS93199.1|
£i|141605381 |gb | FCS53854.1
gi| 137858747 | gb | EBWA0699.1
£i]140209383 |gb | ECK27191.1]
gi1142753984 |gb |EDA33411.1]
211137242084 |gb | EBS99775.1 |
gi136229422 |gb | EBM75188.1
£i140311369 | gb | ECKBS744.1]
£1]140866197 | gb | ECO03647.1|
£11139229558 | g | ECE29833.1
£11141659030| gb | ECSE8172.1)
£i1139580852 | gb | ECG04786.1
gi1138338712|gb | EBZ05758.1]
2i]136204827 |gb | EBMS8548.1
2i 139095530 | gb | ECD38154.1
gi|136351648 | gb | EBNS2150.1|
gi| 138155154 | gb | EBYD6350.1]
21137644530 gh | ERV22059.1]
£i|143775710|gb |EDG72409.1]
gi|143500230|gb | EDF32920.1)
gi| 139709584 | gb | ECG93249.1]
g1|142537519|gb | ECY79816.1]
211137944410 gb | EBWE9433.1
£/]137387955|gb |EBTB1682.1]
£11139955976 | gb |ECI62054.1
gi|137251843 | gb |EBT05348.1]
gi|138442523 | gb |EBZ70326.1]
£11141590592 | gb | ECS49420.1
£i1143187997 | gb |EDDA5026.1|
gi] 143655969 |gb |EDG10472.1|
£i1139459255 | gb | ECF24788.1]
g1 141976584 | gb |ECUS6751.1]
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gi1139233104|gh |ECE31190.1| 69.6 83.3 102
£i]139233107|gb|ECE31193.1| 70,3 82.2 101
gi|138582711|gh|ECA59616.1 | 61,4 77.2 101
gi|138442855|gh |EBZ70514.1| 61.4 753 101
gi|137662676|gh |EBV31757.1| 60.4 76.2 101
gi]139846062 | gh | ECH87248.1| 62.6 . 74.8 99
gi]136935327|gh |EBR27657.1| 60.6 74,5 94
gi| 137466252 |gb |EBU25703.1] 67.0 80,2 91
gi| 137820604 |gb | EBW18665.1| 63.7 80.2 91
gi|138539295 | gh |ECA29276.1] 62.6 79.1 a1
gi| 136239262 |gh |EBM81844.1] 64.7 81.2 85
£i1136294902 | gh | EBN19768.1| 64.7 81,2 85
gi|137413136|gb|EBT96003.1| 61.2 76,5 85
gi]137641041|gh|EBV20354.1 | 60.0 72.8 85
£i]142508710|gh | ECY58869.1| 64.3 82.1 84
gi| 140096399 |gb | ECI51008.1| 62.2 81,7 82
gi|137938664 |gh | EBW86178.1 | 64.0 81.3 75
gi|137275448 |gb|EBT18729.1| 58.1 70.3 74
gi1141955842 | gh | ECU42610.1] 630 80,8 73
gi|139221707 |gh | ECE24659.1| 66,2 83,1 71
gi| 142508709 | gh | ECY58868.1 | 529 68.6 .70
gi|137523719|gb |EBU55323.1| 65,2 82,6 69
gi] 140781524 | gb |ECN46583.1| 65.6 82.8 64
81137627577 |gb |EBV13553.1] 60,0 73.3 60
gi|141951833 |gh|ECU39722.1| 59.7 73.7 57
gi|137232510|gh |EBS94613.1| 59,7 73,7 57

Punto de corte usado: >50% de identidad con y >25% de longitud de synpcc7942_ 1593
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FIG. 39

Nameros de registro a partir del 10 de abril de 2009

192

% de
Numero de registro iden- % de - [Longitud dal
tidad similitud | alineacién
Bil143288250|gb|EDE13503,
1] 71.3 20.5 87
£2i]142342310 | gb |ECX39602.
1| 71,3 80.5 87
gil 137949588 |gb |EBWS2 34
6.1 70,7 85,8 92
gi| 139984340 |gb | ECIB1897.
1] 70,6 78.8 85
£i| 140249046 gb | ECK54318.
1] 69.7 82,0 267
gi|142111437 |gh |ECVETA0E.
1| 69.2 81,3 182
£i| 142994709 |gb |EDC04737.
1] 68,8 81,2 138
£i] 143066602 |gh | EDC56955.
i Y £1.5 248
£i] 138840827 |gb |ECC11022.
1| 67.1 78,8 146
Eil137829071 |gb |EBW 2360
6.1} B6.7 77.1 95
2i[142133008 |gb | ECVE3155.
1| 665 79.5 337
£i| 143095956 |gb | EDC78458. ;
1| 664 | T79.1 339
gi| 144115152 |gb |EDI97335.
1] 66,4 79.4 339
2i|140732156|gh |ECN13587
Al 65,1 79.5 254
g1]1136241230|gh | FBMEI1T0
A| 65,0 78,6 103
gi| 140001769 |gb |ECI93451,
1] 65.9 76.9 a1
2i|139305662 |gb |ECE4R752.
1| 65,9 £20.0 205
gi]|137634503 |gh |EBV17219,
1] 65.8 80.7 114
gi|138584841 |gb|ECAR1142,
1] B5.5 81.9 116
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gi| 135919849 |gb | EBK71170.
;il:l 141153057 |gb| ECP99449.
;ili 141976585 |gh| ECUS6752
gl=|I 142206955 |gh| FCW3930
:Eﬂq 1804802 |gb|ECT36785.
;ill 138931154 |gh|ECCAT219,
;ili 138408888 |gh | EBZ46854.
;ili 134743188 |gb | EBD14308
glr; 138168794 |gh| EBY16028.
;ili 135749749 |gb | EBI60T21.
;iI] 138338711 |gb| EBZDSTST.
;ili 142827948 |gb | EDASS4AT7
-ElilliBEH-E:lS?ﬁlgbl EBZ15968.
;ili 140517919 |gh | ECMOB416
glnil 135813081 |gh | EBKD0O445.
;ill 137627576 |gh| EBV13552.
;il] 141161845 |gh| ECQD5757
;?143992 124 |gh | ECOR0156
‘gli-|i13?i“ﬁ6334|ghi EBW0459
:5 |11|3?+519413 |gb | EBVO&S50.
;ilj 140517917 |gh | ECMO&414
gl. :13?2325{19|ghl EBS94512.
;ili 135811491 |gb| EBI29446,
1|
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Ei|141167040|gb | ECQO9480
;?14344132{“3“ EDES7777.
;ill 140311368 | gh| ECKBO743.
;ill 140970943 | gh|FCOT5234
;; |I1353 17739 gb | EBQE0E6E
;il 141717529 |gb | ECS91624.
gli|| 137632337 |gb |EBV16047.
;ill 137662677 |gb|EBV31758,
;i|| 140091056 | gb | ECJ47190.
;ill 143217178 | gh|EDDGGIET
.Eli |I 139984339 |gh|FCIR1896.
;ill 139382506 |gh | ECE73591.
;iFI 140096397 |gb | ECI51006.
;ill 134606350 | gb |EBC34611.
;ill 140705175 |gh | ECMI5033
;Il 139846064 |gh | ECHE7250
gl. || 137953535 | gb| EBW9457
2.1

Ei| 143738737 |gb | EDGS3066
sllil 141951832 |gb | fCU39721
glul 143271261 |gh | FOEDA653,
;ill 139846065 |gb | ECHET251
éli:13?251844 |gb| EBTO5349,
;ilpl 136249401 |gh | EBMSSGS7

. |

640
640
640
64,0
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63.1
63.1
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£i| 134628580 |gb | EBCA8074.
.;.ill 126312048 |gb|EBN31461

-gli' |I 143321751 |gh | EDDEOEED

; |I 141955844 |gb | ECU42612

‘gli |I 143395654 |gb | EDE73119.
gliII 142781071 |gb |EDAS3285

31”1 136303394 |gb | EBN25555

gl.|| 143557688 |gb | EDF62238.
;il| 136008043 |gb | EBL28917.

;i|| 143596625 |gb | EDF78560.
;ill 137641042 |gb | EBV20355.
;ill 136231267 |gb | EBM76426
‘slill1431?5 604 |gb | EDD36054

;:142503?[!3 |gb| ECYS8867.

;ll 135926501 |gh | EBK75673.
;i]| 141955884 |gb | ECU42641

éli || 142821119 |gh | EDAB3282

.gli ||1345r39411 lgb|EBC36492,
;i|| 142885864 |gh|EDE27722

rgjil rlsﬁzmsza |gb| EBM58549
:i II143 580324 |gh| EDF73831.
;iti 143766375 |gb| EDG67769
;illlmas.nns 32|gb|EDF32922.
1
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62,9
62,9
629
62.8
62,8
627
62,6
62.6
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Bil139233105 |gb | ECE31191.
;||| 143738779 |gh | EDG53089
Ig:: ;134964255!gh |EBESS804,
;ill 140863545 | gh |FCOO1751
gli iI 137944409 |gh | EBWS943
2.1)

gi|143411619|gb |EDER1261.
;ill 142753988 |gh |EDA3RA15
gll 139580853 |gh | ECGO4787
Ig,]i-||14122?933 |gb | ECOS0EDE
; ||143659340|gh |EDG12239
;i ||136935323|gb | EBR27658.
;ill 137275449 |gh | EBT18730.
;il| 138585243 |gh| ECAS1437.
;il| 139195947 |gh | ECE0G889.
;i!| 1394245973 |gb | ECFO2640.
;i[| 141380828 |gh| ECR42771.
;ill 136351647 |gh | EBN58189
51.|| 136304410 | gh | EBN26254
gllll 139948037 |gh| ECIS6814.
;ill 135970899 |gh| EBLOSG1S.
;ill 138627165 |pb | ECAS0647,
;ill 137395720 |gh | EBT86160.
;i:l 140086960 |gb | ECJ44912,
1

62,1

62,1
62 1
621
62,0
620
620
619
619
618
6138
618
6138
617
617
617
617
616

616

616
615
61,5

615 |
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77.0
785
76,7
77,0
75,7
751
783
777
775
765
762
763
758
77,0
757
76 8
76 8
75,5
74,8

771

132

314

153

269

158

339

339

202

173

is5¥

157

204

136

269

274

227

339

185

224

211

143

143

248




ES 2696 773 T3

gi| 141024916 | gb| ECP11582,

1] 614 767 223
gi|139095531 gk | ECD38155.

1] 614 767 210
gi| 141659029 |gb | ECS68171.

1] 61,4 77,2 127
gi| 139969430 gh | ECIT1470.

1] 61,4 767 215
gil 136986729 |gb| EBRSE775.

1] 614 757 202
gil 143634197 |gh | EDFS7600,

1] 613 %67 313
Egi| 135973785 |gh | EBLO7572.

1] 613 763 279
gl 143200944 |gh | EDD54508

1] 613 746 173
gi| 137787263 |gh |ERV99371.

1] 612 763 232
il 139204136 |gb |ECE12313.

1] 612 767 219
gi| 136001500 | gh | EBL25082.

1] 612 76,3 219
gi| 111874476 | gh | ECTR5572.

1 612 764 237
Bi| 137905325 | gh | EBWET37

s.1| 61,1 749 175
gi| 140089341 |gh |ECJ46519.

1] 61.1 75.4 203
gi| 140855194 | gb |[ECN35754

A 611 759 203
gi|134965622 |gb | EREGOT1E,

1] 611 758 339
gi|141527125|gh |ECS15588.

1] 61,1 760 208
gi| 136218988 | gh | EBMBES0EE

1] 610 734 154
£i] 142364499 | gh |ECX54765.

1] 609 761 330
£i]141603393 | gh|EC553340.

1] GOB 748 143
gi]136216893 | gb | EBMEGET 1

1] 60 8 763 245
gi| 143743653 | gb |EDG56305

1| 60 8 73.7 148
gi| 140222741 |gb | ECK35867.

1] 60 7 730 163

197
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gi| 142389887 |gh | ECX71634.

1| 60.6 748 198
gi]139315697 |gb | ECE51398.

1] 60.5 76 4 241
gi] 136255250 |gh | EBM92607

1] 60,5 76 0 291
gi| 137387954 |gh | FBT81681.

1| 605 76 6 124
gi| 139229559 |gb | ECE29834.

1] 60 4 7523 202
gi| 140866196 |gb| ECO03646

1] 601 74 6 303
gi] 139229561 |gb | ECE29836.

1] 600 74.0 100
gi] 140957440 gb | ECO66006

1] 59 9 759 274
gi| 143567213 |gh |EDF67416.

1| 59 8 74 8 286
gi| 139955973 |gb | ECI652051.

1) 59,8 722 97
gi| 140726724 |gb | ECNO9682

A 59 7 73.4 154
gi| 139775003 |gb | ECH37281

1 59 6 73.7 99
gi| 137949740 | gb | EBW9243

3.1) 58 7 717 92
gi| 139650150 | gb | ECG51661

1] 57.7 732 97
gi]142528844|gb |ECY73504.

1] 56 7 70.0 90

Punto de corte usado: >50% de identidad con y >25% de longitud
de synpcc7942_1594
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