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DESCRIPCION
Procedimiento para la conversion de un éster de acido carboxilico usando células deficientes para BioH
La invencion se refiere a un procedimiento para la conversion de un éster de &cido carboxilico de férmula (1)
R' — A — COOR? 0}
seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno, -CHOH, -CHO, -COOR?, -CH2SH, -CH20R® y -CHaNH;,
seleccionandose R? del grupo que consiste en alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,
seleccionandose R® del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

y tratandose en el caso de A de un resto alquileno o alquenileno, lineal, no sustituido, con al menos 4, mas
preferiblemente 6, alin mas preferiblemente 8 atomos de carbono,

por medio de una célula, que comprende la etapa de

a) poner en contacto la célula con el éster de acido carboxilico en una disolucién acuosa, tratdndose en el caso de la
célula de una célula recombinante, en la que la actividad de un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una
variante del mismo, presentando la variante esencialmente la misma actividad enzimatica del polipéptido que
comprende SEQ ID NO 2 y presentando la variante una homologia con SEQ ID NO 2 de al menos el 90%, esta
reducida con respecto al tipo silvestre de la célula.

La biotecnologia se encarga de la producciéon entre otros de productos quimicos finos utilizando diferentes
organismos, que presentan capacidades de sintesis interesantes. Con respecto a los procedimientos quimicos
convencionales, los procedimientos biotecnoldgicos presentan una serie de ventajas. En primer lugar prescinden por
regla general completamente de sustancias peligrosas para la salud, tales como catalizadores a base de metales
pesados, y condiciones de reaccién con valores de pH, presién y temperatura extremos. Ademas, durante la
construccion de la infraestructura necesaria para el procedimiento biotecnolégico es suficiente en multiples
ocasiones con pocas inversiones y medidas de seguridad. La selectividad y especificidad de enzimas
biotecnol6gicamente relevantes supera a menudo considerablemente la de catalizadores quimicos, de modo que
puede reducirse la formacion de subproductos no deseados y a menudo dificiles de separar del producto, que
necesariamente se generarian durante una sintesis usando procedimientos de sintesis organica. Finalmente, los
organismos biotecnoldégicamente relevantes aceptan como eductos en muchos casos compuestos, tales como
hidratos de carbono complejos, que pueden obtenerse de materias primas renovables. Por consiguiente puede
reducirse la dependencia de una empresa de produccién de materias primas fosiles, tales como petréleo y gas
natural.

Sin embargo, el establecimiento de procedimientos biotecnoldgicos estd asociado con dificultades considerables,
que conducen a que hoy en dia solo se produzcan muy pocas sustancias a escala industrial. El problema principal
consiste en que una célula con una actividad de sintesis deseada no solo presenta la enzima responsable de esa
actividad de sintesis, sino méas bien miles de enzimas, que coexisten en la misma célula y compiten entre si por
sustratos o incluso catalizan reacciones completamente opuestas. Asi, solo en el genoma de Escherichia coli estan
codificadas aproximadamente 80 polipéptidos identificados con procedimientos bioinformaticos como hidrolasas, es
decir enzimas, que escinden determinados enlaces consumiendo una molécula de agua. En qué condiciones una
enzima se produce por la célula y qué reacciones con qué sustratos cataliza, solo estd realmente aclarado
exhaustivamente en pocos casos. Por tanto, la seleccion dirigida de una enzima para la catalisis de una determinada
reaccion no es posible en muchos casos.

En consecuencia, en el caso de utilizar células como biocatalizadores en lugar de catalizadores biolégicos aislados o
quimicos existe también siempre el peligro de que un producto o producto intermedio producido por una enzima
dotada de una actividad no deseada o ya el educto original se convierta por otra enzima en un subproducto no
deseado. Si esto tiene lugar y cual de las numerosas enzimas presenta en este caso la actividad no deseada, no
puede preverse a pesar de los avances técnicos en el campo de la bioinformatica.

Precisamente en el caso de sustancias quimicamente reactivas, que estan demandada industrialmente como
eductos reactivos para la produccion de productos mas complejos, no es improbable que reaccionen en el interior de
la célula con componentes esenciales del organismo y por consiguiente actiuen toxicamente. Si este es el caso,
entonces se ve perjudicada la capacidad de crecimiento y de sintesis del organismo hasta la muerte de la célula, sin
que el desarrollador pueda reconocer directamente la toxicidad. Qué organismo tolera qué concentracién de una
sustancia quimicamente reactiva igualmente tampoco es previsible.

En el caso de procedimientos con varias reacciones, en cada caso catalizada por una enzima, la complejidad del
sistema dificulta la busqueda de factores que limitan el rendimiento o la pureza. Si el rendimiento de producto es
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demasiado bajo, entonces esto puede deberse a que una de las enzimas estd presente en una concentracion
demasiado baja, sin que se conozca de cudl de las enzimas en cuestién se trata a este respecto, es decir el educto
no se convierte en el periodo de tiempo previsto o antes de la degradacion por enzimas competidoras debido a una
capacidad de sintesis insuficiente. Alternativamente, es absolutamente posible que una enzima esté presente de
manera detectable en la célula en forma de un polipéptido, pero precisamente en esta célula no presente el plegado
esencial para la actividad o se carezca de un cofactor desconocido hasta la fecha, pero esencial para la actividad.
Igualmente, como ya se ha mencionado, el producto metabdlico puede ser tdxico para la célula o degradarse.

El experto en la técnica, que desea establecer o mejorar un procedimiento biotecnologico, se ve entonces
confrontado con numerosos puntos de partida posibles, pero en la mayoria de los casos no obtiene del estado de la
técnica ninguna indicacidon concreta y aplicable, sobre de cual de estos puntos de partida debe partir para llegar al
objetivo.

Los ésteres de acidos carboxilicos representan un grupo de compuestos muy demandados industrialmente, que o
bien en si mismos o bien en forma de productos procesados adicionalmente se usan como compuestos
farmacéuticos, cosmeéticos, plasticos y similares.

Sin embargo, con frecuencia para un procesamiento se necesita no solo una funcién éster que debe introducirse en
primer lugar en un precursor, sino que en el éster tiene que realizarse una derivatizacién adicional, sin que la funcién
éster se hidrolice a este respecto o posteriormente. Esto Ultimo no es facil de llevar a cabo, dado que muchos
ésteres de acidos carboxilicos en particular en disoluciones acuosas y a valores de pH que difieren mucho del punto
neutral tienden ya a la hidrdlisis incluso en ausencia de enzimas que catalizan tales reacciones.

Una posibilidad importante de derivatizar adicionalmente ésteres de acidos carboxilicos consiste en la oxidacion de
cadenas alquilo contenidas en los mismos. A este respecto, en primer lugar se produce un alcohol, que o bien puede
utilizarse como tal o bien se oxida adicionalmente para dar el aldehido o la cetona. El aldehido o la cetona puede o
bien aminarse de manera reductora u oxidarse adicionalmente para dar acido carboxilico, que en caso necesario
puede a su vez esterificarse de nuevo.

Estas mudltiples posibilidades de conversion, de las que muchas se catalizan por enzimas endégenas, es decir
presentes de manera natural en un organismo, muestran que el problema de la formacién de subproductos o
metabolizacion incontrolada durante la conversion de ésteres de acidos carboxilicos por medio de procedimientos
biotecnoldgicos es especialmente grave.

Un ejemplo de un éster de &cido carboxilico muy demandado industrialmente, que se produce convencionalmente
partiendo de hidrocarburos contenidos en el petr6leo, es el éster metilico del acido 12-aminolaurico (ALSME). El
ALSME es un producto de partida importante en la produccion de polimeros, por ejemplo, para la produccion de
sistemas de conduccién a base de nailon. Hasta la fecha se produce ALSME en un proceso con bajo rendimiento
partiendo de materias primas fésiles.

Una nueva via muy prometedora para la produccion biotecnolégica de ALS o ALSME se describe en el documento
WO 2009/077461.

Se convierte un éster de acido carboxilico de féormula (I) por medio de una célula en un procedimiento, que
comprende la etapa de

a) poner en contacto la célula con el éster de acido carboxilico en una disolucién acuosa.

A este respecto, se oxida éster metilico del acido laurico en una primera etapa por una monooxigenasa, y el
aldehido generado se convierte por medio de una transaminasa en el ALSME. Una desventaja de este
procedimiento consiste en que se generan subproductos, por ejemplo, los acidos dicarboxilicos, que solo pueden
separarse del producto deseado ALSME con dificultades. Esto reduce el rendimiento y dificulta el reciclado de
disolventes hidréfobos e intercambiadores catidnicos liquidos hidréfobos, que segun el documento WO 2012/110124
pueden usarse para la separacion del producto de la mezcla de reaccion acuosa, a costa de la eficiencia en el
aprovechamiento de recursos.

El documento WO 2007/139871 da a conocer un procedimiento para la conversion del éster de acido carboxilico
dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato (DMB-S-MMP) por medio de una célula, que comprende la etapa de

a) poner en contacto la célula con el éster de acido carboxilico en una disolucién acuosa,

tratandose en el caso de la célula de una célula recombinante, en la que la actividad de un polipéptido que
comprende SEQ ID NO 2 esta reducida con respecto al tipo silvestre de la célula.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733312713

Ante este trasfondo, el objetivo en el que se basa la invencidn consiste en proporcionar un procedimiento
biotecnoldgico lo més eficiente posible en cuanto al rendimiento, al balance de carbono y/o de nitrégeno y/o a la
pureza para la conversién de ésteres de acidos carboxilicos.

Un objetivo adicional en el que se basa la invencidon consiste en proporcionar un procedimiento biotecnolégico lo
mas eficiente posible en cuanto al rendimiento, al balance de carbono y/o de nitrdgeno, a la capacidad de
reutilizacién de los agentes usados y/o a la pureza del producto para la conversion de ésteres de acidos carboxilicos
en ésteres de acidos carboxilicos aminados. En este contexto, por un balance de carbono y/o de nitrégeno eficiente
se entiende que un porcentaje lo mas alto posible del carbono y/o nitrégeno alimentado para la conversion de un
éster de &cido carboxilico en forma de sustratos adecuados a una célula se encuentra en el producto final deseado,
en lugar de, por ejemplo, convertirse en otros productos distintos al deseado.

Un objetivo adicional en el que se basa la invenciéon consiste en mejorar la capacidad de procesamiento de una
mezcla de reaccién de multiples fases de la conversion de un éster de acido carboxilico, especialmente en cuanto a
la capacidad de reutilizacién para el procesamiento de disolventes hidréfobos usados e intercambiadores catidnicos
liquidos, asi como en cuanto a la formacién y separaciéon de fases en un sistema bifasico que comprende una fase
acuosa, en la que transcurre la conversion del éster de &cido carboxilico, y una fase organica con disolventes
organicos y/o intercambiadores cationicos liquidos.

Estos y otros objetivos se alcanzan mediante el objeto de las reivindicaciones independientes adjuntas,
obteniéndose formas de realizacion de las reivindicaciones dependientes.

En un primer aspecto, el problema en el que se basa la invencién se soluciona mediante un procedimiento para la
conversion de un éster de acido carboxilico de formula (1)

R' — A — COOR? 0}
seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno, -CH20OH, -CHO, -COOR?, -CH2SH, -CH20R® y -CH2NH,,
seleccionandose R? del grupo que consiste en alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,
seleccionandose R°® del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

y tratdndose en el caso de A de un resto alquileno o alquenileno, lineal, no sustituido, con al menos 4, mas
preferiblemente 6, ain mas preferiblemente 8 atomos de carbono,

por medio de una célula, que comprende la etapa de

a) poner en contacto la célula con el éster de acido carboxilico en una disolucién acuosa, tratdndose en el caso de la
célula de una célula recombinante, en la que la actividad de un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una
variante del mismo, presentando la variante esencialmente la misma actividad enzimatica del polipéptido que
comprende SEQ ID NO 2 y presentando la variante una homologia con SEQ ID NO 2 de al menos el 90%, esta
reducida con respecto al tipo silvestre de la célula.

En un segundo aspecto, el problema en el que se basa la invencion se soluciona mediante un uso de una
desactivacion de un gen que codifica para un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una variante del mismo
como parte de la dotacion genética de una célula recombinante para aumentar la produccién de un éster de acido
carboxilico de férmula (1)

R' — A - COOR? 0}
seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno, -CHOH, -CHO, -COOR?, -CH2SH, -CH20R® y -CHaNH;,
seleccionandose R? del grupo que consiste en alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

seleccionandose R® del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

y tratdndose en el caso de A de un resto alquileno o alquenileno, lineal, no sustituido, con al menos 4, mas
preferiblemente 6, ain mas preferiblemente 8 atomos de carbono,

y presentando la variante esencialmente la misma actividad enzimatica del polipéptido que comprende SEQ ID NO 2
y presentando la variante una homologia con SEQ ID NO 2 de al menos el 90%.

En un tercer aspecto, el problema en el que se basa la invencién se soluciona mediante el uso de una célula
recombinante, en la que la actividad de un polipéptido con SEQ ID NO 2 o de una variante del mismo, presentando
la variante esencialmente la misma actividad enzimatica del polipéptido que comprende SEQ ID NO 2, y
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presentando la variante una homologia con SEQ ID NO 2 de al menos el 90%, esta reducida con respecto al tipo
silvestre de la célula, para la conversién de un éster de &cido carboxilico de formula (1)

R' — A - COOR? ),
seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno, -CH20OH, -CHO, -COOR?, -CH2SH, -CH20R® y -CH2NH,,
seleccionandose R? del grupo que consiste en alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,
seleccionandose R°® del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

y tratandose en el caso de A de un resto alquileno o alquenileno, lineal, no sustituido, con al menos 4, mas
preferiblemente 6, alin mas preferiblemente 8 atomos de carbono.

En una forma de realizaciéon del primer, segundo o tercer aspecto, el problema se soluciona mediante un
procedimiento o un uso, tratandose en el caso de A de un resto alquileno saturado, preferiblemente de un resto
alquileno de féormula -(CHz)n, siendo n al menos 4.

En una forma de realizacién adicional del primer aspecto, el problema se soluciona mediante un procedimiento,
seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno, -CH20H, -CHO y -CH2NH,.

En una forma de realizacién preferida del primer al tercer aspecto, el problema se soluciona mediante un
procedimiento o un uso, expresando la célula ademas una transaminasa.

En una forma de realizacién preferida del primer al tercer aspecto, el problema se soluciona mediante un
procedimiento o un uso, expresando la célula ademas una alanina deshidrogenasa.

En una forma de realizacién preferida del primer al tercer aspecto, el problema se soluciona mediante un
procedimiento o un uso, presentando la célula ademas una proteina de la familia AIkL.

En una forma de realizacién preferida del primer al tercer aspecto, el problema se soluciona mediante un
procedimiento o un uso, presentando la célula una actividad reducida con respecto a su tipo silvestre de al menos
una enzima, que catalizada una de las reacciones de la 3-oxidacion de &acidos grasos, tratdndose preferiblemente de
una enzima del grupo que comprende acido graso-CoA-ligasa, acil-CoA-deshidrogenasa, 2,4-dienoil-CoA-reductasa,
enoil-CoA-hidratasa and 3-cetoacil-CoA-tiolasa, un importador de acidos grasos o variantes de los mismos,
presentando las variantes esencialmente la misma actividad enzimatica de la acido graso-CoA-ligasa, de la acil-
CoA-deshidrogenasa, de la 2,4-dienoil-CoA-reductasa, de la enoil-CoA-hidratasa, de la 3-cetoacil-CoA-tiolasa o del
importador de acidos grasos, de manera especialmente preferible de FadL o una variante del mismo, presentando la
variante esencialmente la misma actividad enzimatica del FadL.

En una forma de realizacién preferida del primer al tercer aspecto, el problema se soluciona mediante un
procedimiento o un uso, presentando y/o sobreexpresando la célula al menos una enzima del grupo que consiste en
alcano hidroxilasa, alcohol deshidrogenasa, transaminasa, alanina deshidrogenasa y proteina de la familia AlkL en
forma recombinante.

En una forma de realizacién preferida del primer al tercer aspecto, el problema se soluciona mediante un
procedimiento o un uso, estando reducida la actividad de un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una variante
del mismo con respecto al tipo silvestre de la célula mediante la desactivacion de un gen que codifica para un
polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una variante del mismo.

La invencién se basa en el conocimiento sorprendente de los inventores que una célula recombinante, en la que la
actividad de un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 especialmente o de una variante del mismo esta reducida
con respecto al tipo silvestre de la célula, es adecuada para la conversién de ésteres de acidos carboxilicos en el
sentido de que el rendimiento, el balance de carbono y/o de nitrégeno y la pureza de los productos que se derivan
de la misma es sorprendentemente mayor que en una célula, que en cuanto al polipéptido que comprende SEQ ID
NO 2 presenta la misma actividad que el tipo silvestre de la célula. Esto es aplicable, por ejemplo, a reacciones, en
las que el éster de &cido carboxilico se oxida usando al menos una alcano hidroxilasa y opcionalmente enzimas
adicionales.

Un conocimiento sorprendente adicional de los inventores es que una célula recombinante, en la que la actividad de
un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o de una variante del mismo esta reducida con respecto al tipo silvestre
de la célula, es adecuada para la conversion de ésteres de acidos carboxilicos especialmente en el sentido de que
los disolventes organicos e intercambiadores catidnicos liquidos usados para el procesamiento del producto de
reaccion de la conversion del éster de acido carboxilico pueden recuperarse de manera especialmente eficiente y/o
frecuencia mediante reciclado para un nuevo uso, y que la separacion de la mezcla de reaccion acuosa de una
disolucién hidroéfoba que comprende disolvente organico y/o intercambiador cationico liquido esta mejorada.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733312713

La invencion se refiere a un procedimiento para la conversién de un éster de acido carboxilico por medio de una
célula, pudiendo tratarse en el caso de la conversion de cualquier reaccion quimica, que hace uso del éster de acido
carboxilico de interés como educto, y en la que la hidrélisis o hidrolisis prematura del éster de acido carboxilico o un
compuesto derivado del mismo podria perjudicar el rendimiento, el balance de carbono y/o de nitrégeno y/o la
pureza del producto que debe producirse a partir de la misma. El procedimiento segln la invencion es especialmente
adecuado para conversiones, en las que se convierte una funcién quimica distinta al grupo éster de &cido
carboxilico, por ejemplo, un grupo alquilo terminal, y en las que hay que obtener el grupo éster de acido carboxilico.
Sin embargo, segun la invencién también pueden realizarse reacciones tales como transesterificaciones del grupo
éster de &cido carboxilico, en las que hay que evitar una reaccion prematura e inespecifica del grupo éster de acido
carboxilico. Igualmente, la ensefianza segun la invencion es adecuada para reacciones, en las que un compuesto
que contiene el grupo éster de acido carboxilico no es en si mismo el educto que debe convertirse, sino que
Unicamente es necesaria su presencia y estabilidad a lo largo de un periodo de tiempo prolongado, por ejemplo,
para el caso en el que se trate de un inductor o activador de una enzima con una actividad esencial para el
procedimiento.

Para la realizacién de la invencion es esencial que la célula usada en un procedimiento segun la invencién sea una
célula recombinante, en la que la actividad de un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una variante del mismo
esta reducida con respecto al tipo silvestre de la célula. Esta secuencia codifica para BioH, una enzima, que es
conocida por su capacidad, como parte de la biosintesis de biotina con la enzima adicional BioC transformar alanina
y/o acetato en pimeloil-CoA (Barker, D. F. y Campbell, A. M. (1980) J. Bacteriol. 143, 789-800). BioH se codifica en
Escherichia coli por una secuencia de nucleé6tidos que comprende SEQ ID NO 1. En una forma de realizacion
preferida, la actividad del polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 esta reducida por desactivacion, por ejemplo,
delecion parcial, u otras medidas para la reduccion de la expresion de una secuencia de nucledtidos que comprende
SEQ ID NO 1 o una variante del mismo.

Con el desarrollo de métodos genéticos, microbiol6gicos y de biologia molecular modernos, el experto en la técnica
tiene a disposicion numerosas herramientas, con las que puede medir e influir de manera rutinaria en la actividad de
polipéptidos presentes en células vivas. Para la determinacion de la actividad de una enzima, que se encuentra en
forma de una suspension, de un pellet o puede haberse extraido en forma procesada de un cultivo celular, pueden
usarse y evaluarse pruebas enzimaticas convencionales, tal como se describe en manuales, por ejemplo, Cornish-
Bowden, 1995. Un ensayo para la determinacion de la actividad del polipéptido que comprende SEQ ID NO 1 o una
variante del mismo se describe en X. Xie et al. (2007) Metabolic Engineering 9; 379-386.

También se describen en el estado de la técnica procedimientos que pueden emplearse de manera rutinaria para la
reduccion de la actividad de una enzima en una célula, por ejemplo, mediante mutagénesis no dirigida de células
mediante exposicién a radiacién radiactiva seguida de enriquecimiento o selecciéon de los mutantes, mediante la
introduccion dirigida al sitio de mutaciones puntuales o mediante la interrupcién del marco de lectura o la delecién de
una parte del marco de lectura de un gen cromosémico integrado en una célula que codifica para una enzima activa,
por ejemplo, en Maniatis et al (1989) o en Fuchs & Schlegl (2007), y los puede realizar de manera rutinaria el
experto en la técnica. También es posible una reduccién de la actividad basada en la interferencia de ARN (Tuschl,
2001) o usando inhibidores especificos. La formulacion “presentando la célula una actividad reducida con respecto a
su tipo silvestre” de un polipéptido significa, tal como se usa en el presente documento, que la actividad del
polipéptido en la célula modificada esta reducida con respecto a la actividad de la misma enzima en una célula de
tipo silvestre. Por ejemplo, la reduccion relativa asciende al 5, 10, 20, 40, 50, 75, 90, 95, 99 o mas por ciento de la
actividad. O ya no puede detectarse ninguna actividad de la enzima con respecto a la referencia.

Por ejemplo, se da a conocer la reduccion de la actividad del polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una
variante del mismo mediante una desactivacion. Por el término “desactivacion”, tal como se usa en el presente
documento, se entiende cualquier medida, que reduzca la actividad del polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o
una variante del mismo de manera duradera e irreversible, en particular también en la descendencia de células
correspondientes, por ejemplo, mediante la interrupcion del marco de lectura de la secuencia que codificada para
SEQ ID NO 2 o una variante de la misma, mediante la delecidon de al menos una parte de la secuencia que codifica
para SEQ ID NO 2 o de una variante de la misma, que condiciona una pérdida de la actividad enzimatica del
polipéptido codificado, pero no interrumpe el marco de lectura, o mediante la mutacion de una secuencia de
nucleétidos esencial para la expresion, por ejemplo, de un promotor, de un sitio de unién al ribosoma o similar. Las
medidas para la produccién de células con actividades reducidas de polipéptidos especificos son procedimientos
rutinarios accesibles para el experto en la técnica y se describen suficientemente en el estado de la técnica, por
ejemplo, en Kamionka et al. (2005) Appl Environ Microbiol. febrero de 2005; 71(2): 728-733, Geng et al. (2009),
Journal of Biomedicine and Biotechnology Volume 2009, Article ID 646380, doi:10.1155/2009/646380, y Murphy
(2009) Methods Mol Biol. 2011;765:27-42. También son adecuados kits que pueden obtenerse comercialmente, por
ejemplo, el sistema de desactivacién génica TargeTron™ de Sigma Aldrich.

La invencion se refiere a la conversién de un éster de acido carboxilico de férmula (1)

R' — A — COOR? 0}
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seleccionandose R' del grupo que comprende hidrégeno, -CH2OH, -CHO, -COOR®, -CH2SH, -CH20R® y -CHzNHs,
seleccionandose R? del grupo que comprende alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo, seleccionandose R® del
grupo que comprende hidrégeno y alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo, y tratandose en el caso de A de un
resto alquileno o alquenileno lineal, no sustituido, con al menos 4, mas preferiblemente 6, aliin mas preferiblemente 8
atomos de carbono. En el caso del resto alquileno A puede tratarse, con la condicién previa de que comprenda al
menos cuatro atomos de carbono, de cualquier resto alquileno lineal. Por ejemplo, en el caso de A se trata de una
cadena de alquileno de formula -(CHz)»-, pudiendo sern 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30. Por ejemplo, A representa un resto alquileno de féormula -(CHz)n-, siendo n de 4 a
24, por eJ'empIo, de 4 a 22 0 de 4 a 10, siendo Ry hidrégeno, -CH>OH, -CHO o -COOH, por ejemplo, hidrégeno, y
siendo R” metilo o etilo.

En relacion con eductos de los ésteres de acidos carboxilicos convertidos segun la invencién asi como todos los
demas compuestos descritos en el presente documento, es aplicable que un compuesto designado con
caracteristicas estructurales, por ejemplo, una férmula quimica, designa igualmente compuestos protonados asi
como desprotonados u otros compuestos disociados. Por ejemplo, por el término “acetato” se entiende igualmente la
forma protonada, es decir acido acético, asi como la forma disociada, es decir CH3-COO'.

En el caso de la célula que debe utilizarse segun la invencién se trata, por ejemplo, de un catalizador de célula
completa en forma de una célula metabdlicamente activa, que presenta una actividad enzimatica necesaria para la
conversion del éster de acido carboxilico, por ejemplo, mediante la expresién de una enzima recombinante.

En cuanto a la eleccion del organismo, la célula que puede usarse segln la invencion no esta sujeta a ninguna
limitacion, siempre que se cultivable, estable y esté accesible un procedimiento para el debilitamiento de actividades
enzimaticas, por ejemplo, desactivaciones. Asi, puede tratarse igualmente de una célula procariota o eucariota. En el
caso de una célula eucariota puede tratarse de eucariotas unicelulares, por ejemplo, de levaduras tales como
Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Candida albicans y Pichia pastoris. En el caso de células procariotas
puede tratarse, por ejemplo, de una bacteria, que se selecciona del grupo que comprende Magnetococcus,
Mariprofundus, Acetobacter, Acetobacterium, Acidiphilium, Afipia, Ahrensia, Asticcacaulis, Aurantimonas,
Azorhizobium, Azospirillum, Bacillus, Bartonella, tribocorum, Beijerinckia, Bradyrhizobium, Brevundimonas,
subvibrioides, Brucella, Caulobacter, Chelativorans, Citreicella, Citromicrobium, Clostridium, Corynebacterium,
Dinoroseobacter, Erythrobacter, Fulvimarina, Gluconacetobacter, Granulibacter, Hirschia, Hoeflea, Hyphomicrobium,
Hyphomonas, Ketogulonicigenium, Labrenzia, Loktanella, Magnetospirillum, Maricaulis, —Maritimibacter,
Mesorhizobium, Methylobacterium, Methylocystis, Methylosinus, Nitrobacter, Novosphingobium, Oceanibulbus,
Oceanicaulis, Oceanicola, Ochrobactrum, Octadecabacter, Oligotropha, Paracoccus, Parvibaculum, Parvularcula,
Pelagibaca, Phaeobacter, Phenylobacterium, Polymorphum, Pseudovibrio, Rhodobacter, Rhodomicrobium,
Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Roseibium, Roseobacter, Roseomonas, Roseovarius, Ruegeria, Sagittula,
Silicibacter, Sphingobium, Sphingomonas, Sphingopyxis, Starkeya, Sulfitobacter, Thalassiobium, Xanthobacter,
Zymomonas, Agrobacterium, Rhizobium, Sinorhizobium, Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia, Orientia, Rickettsia,
Wolbachia, Bordetella, Burkholderia, Cupriavidus, Taiwanensis, Lautropia, Limnobacter, Polynucleobacter, Ralstonia,
Chromobacterium, Eikenella, corrodens, Basfia, Kingella, Laribacter, Lutiella, Neisseria, Simonsiella, Achromobacter,
Acidovorax, Alicycliphilus, Aromatoleum, Azoarcus, Comamonas, Dechloromonas, Delftia, Gallionella,
Herbaspirillum, Herminiimonas, Hylemonella, Janthinobacterium, Leptothrix, Methylibium, Methylobacillus,
Methylophilales, Methyloversatilis, Methylovorus, Nitrosomonas, Nitrosospira, Oxalobacter, Parasutterella,
Polaromonas, Polaromonas, Pusillimonas, Rhodoferax, Rubrivivax, Sideroxydans, Sutterella, wadsworthensis,
Taylorella, Thauera, Thiobacillus, Thiomonas, Variovorax, Verminephrobacter, Anaeromyxobacter, Bdellovibrio,
bacteriovorus, Bilophila, Desulfarculus, Desulfatibacillum, Desulfobacca, Desulfobacterium, Desulfobulbus,
Desulfococcus, Desulfohalobium, Desulfitobacterium, Desulfomicrobium, Desulfonatronospira, Desulfotalea,
Desulfovibrio, Desulfuromonas, Geobacter, Haliangium, Hippea, Lawsonia, Myxococcus, Pelobacter, Plesiocystis,
Sorangium, Stigmatella, Syntrophobacter, Syntrophus, Arcobacter, Caminibacter, Campylobacter, Helicobacter,
Nitratifractor, Nitratiruptor, Sulfuricurvum, Sulfurimonas, Sulfurospirillum, Sulfurovum, Wolinella, Buchnera,
Blochmannia, Hamiltonella, Regiella, Riesia, Citrobacter, Cronobacter, Dickeya, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Pectobacterium, Proteus, Providencia, Rahnella, Salmonella, Serratia, Shigella,
Sodalis, Wigglesworthia, Glossina, Xenorhabdus, Yersinia, Acidithiobacillus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax,
Alkalilimnicola, Allochromatium, Alteromonadales, Alteromonas, Baumannia, Beggiatoa, Bermanella, Carsonella,
Ruthia, Vesicomyosocius, Cardiobacterium, Chromohalobacter, Colwellia, Congregibacter, Coxiella, Dichelobacter,
Endoriftia, Enhydrobacter, Ferrimonas, Francisella, Glaciecola, Hahella, Halomonas, Halorhodospira,
Halothiobacillus, Idiomarina, Kangiella, Legionella, Marinobacter, Marinomonas, Methylobacter, Methylococcus,
Methylomicrobium, Methylophaga, Moraxella, Moritella, Neptuniibacter, Nitrococcus, Pseudoalteromonas,
Psychrobacter, Psychromonas, Reinekea, Rickettsiella, Saccharophagus, Shewanella, Succinatimonas,
Teredinibacter, Thioalkalimicrobium, Thioalkalivibrio, Thiomicrospira, Tolumonas, Vibrionales, Actinobacillus,
Aggregatibacter, Gallibacterium, Haemophilus, Histophilus, Mannheimia, Pasteurella, Azotobacter, Cellvibrio,
Pseudomonas, Aliivibrio,  Grimontia, = Photobacterium, Photobacterium, Vibrio, Pseudoxanthomonas,
Stenotrophomonas, Xanthomonas, Xylella, Borrelia, Brachyspira, Leptospira, Spirochaeta, Treponema, Hodgkinia,
Puniceispirillum, Liberibacter, Pelagibacter, Odyssella, Accumulibacter, en particular B. subtilis, B. megaterium, C.
glutamicum, E. coli, Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri,
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Acinetobacter sp., Burkholderia sp., Burkholderia thailandensis, cianobacterias, Klebsiella sp., Klebsiella oxytoca,
Salmonella sp., Rhizobium sp. y Rhizobium meliloti. Por ejemplo, se trata de una enterobacteria, por ejemplo, de
Escherichia coli.

El procedimiento segun la invencién requiere que la célula se ponga en contacto con el éster de acido carboxilico en
una disolucién acuosa. Por ejemplo, por el término “poner en contacto”, tal como se usa en el presente documento,
se entiende que la célula entra en contacto directo con el respectivo agente, por ejemplo, el éster de éacido
carboxilico o un intercambiador catiénico liquido, por ejemplo, sin que estén intercaladas barreras fisicas tales como
membranas porosas o similares. La puesta en contacto tiene lugar en el caso mas sencillo porque el agente, por
ejemplo, el éster de acido carboxilico o el intercambiador catidnico liquido, se afiade a una disolucién acuosa, en la
que se encuentra la célula.

Como disolucion acuosa pueden usarse todas las disoluciones a base de agua, que son adecuadas para la
obtencion o el cultivo de la célula y/o su actividad necesaria para la conversion del éster de acido carboxilico. Entre
ellas se encuentran igualmente medios de cultivo para microorganismos, entre ellos medios completos tales como
medios LB, medios minimos tales como medios M9, asi como medios selectivos, por ejemplo, aquellos que presenta
una alta concentracion de sal y por tanto solo posibilitan el crecimiento de organismos haléfilos o al menos
halotolerantes. Por ejemplo, este es un medio minimo, que contiene el menor nimero posible de componentes que
pueden separarse faciimente del producto de la conversion del éster de &cido carboxilico, para facilitar el
procesamiento del producto.

Siempre que el producto de la conversién prevista presente una hidrofobicidad suficiente y una carga adecuada,
resulta apropiada una extracciéon en una etapa b) mediante la puesta en contacto de la disolucién acuosa con una
disolucién organica hidréfoba que comprende un intercambiador cati6nico. Modos de proceder adecuados se
describen en la solicitud de patente internacional WO 2012/110124 o en la solicitud de patente europea
EP12181153.3. Resumiendo, la disolucidén acuosa puede ponerse en contacto durante o tras la conversién con una
disolucién hidréfoba que comprende un éster de acido graso como disolvente y un acido graso, preferiblemente un
acido graso insaturado.

Durante el ajuste de la temperatura y de las condiciones en la etapa a) deben tenerse en cuenta las demandas de la
célula, de la reaccién de conversion y de las enzimas necesarias. Las demandas de temperatura de diferentes
células importantes desde el punto de vista biotecnol6gico pueden extraerse de manuales de microbiologia y de
biologia molecular, por ejemplo, Fuchs/Schlegl, Allgemeine Mikrobiologie, 2008, o determinarse mediante ensayos
de crecimiento en el marco de trabajos rutinarios. En una forma de realizacion preferida, el valor de pH del medio de
cultivo acuoso en el momento de la puesta en contacto se encuentra a entre 4 y 9, por ejemplo, entre 4,5y 8,5, o
entre 6,5y 7,5. Por ejemplo, la temperatura se encuentra a entre 0 y 45°C, por ejemplo, entre 15y 40°C, o entre 20 y
37°C.

Preferiblemente, para el procedimiento segun la invencién se usa una célula, que expresa una alcano hidroxilasa
recombinante, estando reducida la actividad de un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una variante del
mismo con respecto al tipo silvestre de la célula. Por ejemplo, en el caso de la alcano hidroxilasa se trata de una
citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153. Por ejemplo, por el término “citocromo P450-monooxigenasa
de la familia CYP153” se entiende una oxidasa citosoélica, que forma parte de un sistema de 3 componentes, que
comprende ademas una ferredoxina y una ferredoxina reductasa, con un sitio de unién a alcano y la capacidad de
hidroxilar alcanos. Por ejemplo, se trata de una enzima, que presenta en al menos el 80, por ejemplo el 90, 0 el 95 0
el 99 por ciento una identidad de secuencia con la citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153 de
Alcanivorax borkumensis SK2 (codigo de base de datos YP_691921) o de una enzima, que comprende una
secuencia de polipéptidos, que presenta al menos el 80, por ejemplo, el 90 0 95 o 99 por ciento de identidad de
secuencia con la citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153 de Alcanivorax borkumensis SK2 (cédigo de
base de datos YP_691921) y ademas presenta actividad alcano hidroxilasa. A este respecto, dichos codigos de base
de datos se refieren, tal como en toda esta solicitud, a las bases de datos del NCB (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, EE. UU.)l, mas exactamente la version disponible en linea el 8 de noviembre
de 2012. Por ejemplo, por el término “actividad alcano hidroxilasa”, tal como se usa en el presente documento debe
entenderse la capacidad de catalizar la hidroxilacion de alcanos o restos alquilo lineales no sustituidos que
comprenden al menos seis, por ejemplo, doce restos hidrocarbonados. Por ejemplo, por el término “citocromo P450-
monooxigenasa de la familia CYP153” se entiende una oxidasa no unida a membrana, que comprende un sitio de
unién para alcanos, restos alquilo lineales no sustituidos que comprenden al menos cinco, por ejemplo, doce restos
hidrocarbonados o alcanos monohidroxilados y su cadena polipeptidica el motivo LL(I/L)(V/I)GGNDTTRN. Por
ejemplo, en el caso de una “citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153”, tal como se usa en el presente
documento, se trata de una citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153 de Alcanivorax borkumensis SK2
(cédigo de base de datos YP_691921) o una variante que presenta, por ejemplo, actividad alcano hidroxilasa.

En el caso de las enzimas usadas segun la invencidn se trata, por ejemplo, de enzimas recombinantes. Por ejemplo,
por el término “recombinante”, tal como se usa en el presente documento, se entiende que la molécula de acido
nucleico correspondiente no aparece en la célula natural y/o se ha producido usando métodos de técnica genética.
Se habla de una proteina recombinante, cuando el polipéptido correspondiente se codifica por un acido nucleico
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recombinante. Por ejemplo, por una célula recombinante, tal como se usa en el presente documento, se entiende
una célula que presenta al menos un &cido nucleico recombinante o un polipéptido recombinante. El experto en la
técnica conoce procedimientos adecuados para la produccion de células o moléculas recombinantes, por ejemplo,
los descritos en Sambrook/Fritsch/Maniatis (1989): Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 22 edicion. Las enzimas recombinantes, por ejemplo, se sobreexpresan usando, por ejemplo,
sistemas de vectores pET o pGEX, que el experto en la técnica conoce. Para el abastecimiento éptimo de la
citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153 con electrones del agente reductor, por ejemplo, NADH, la
célula puede expresar la monooxigenasa junto con ferredoxina reductasa que interacciona funcionalmente con la
misma y ferredoxina que interacciona funcionalmente con la misma. A este respecto, puede tratarse de polipéptidos
aislados o en el caso de usar un catalizador de célula completa de polipéptidos coexpresados o de polipéptidos
fusionados de manera N- o C-terminal con la citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153. Si una
ferredoxina reductasa o una ferredoxina interaccionan funcionalmente entre si con una citocromo P450-
monooxigenasa de la familia CYP153 dada lo puede establecer el experto en la técnica facilmente en funcién de si el
agente reductor se oxida en presencia de un sustrato de alcano y de los tres polipéptidos. Alternativamente puede
usarse la prueba enzimatica descrita por Scheps, D., Malca, H., Hoffmann, B., Nestl, B. M. y Hauer, B. (2011) Org.
Biomol. Chem., 9, 6727, que en el caso de polipéptidos que interaccionan funcionalmente muestra un claro aumento
de la velocidad de reaccién. Por ejemplo, la citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153, la ferredoxina y
la ferredoxina reductasa proceden del mismo organismo. Por ejemplo, se trata de la ferredoxina reductasa de
Alcanivorax borkumensis SK2 (cédigo de base de datos YP_691923) o una variante de la misma, la ferredoxina de
Alcanivorax borkumensis SK2 (codigo de base de datos YP_691920) o una variante de la misma y la citocromo
P450-monooxigenasa de la familia CYP153 de Alcanivorax borkumensis SK2 (c6digo de base de datos YP_691921)
0 una variante de la misma.

En un ejemplo adicional, en el caso de la alcano hidroxilasa se trata de una AlkB-monooxigenasa. AlkB representa
una oxidorreductasa dada a conocer en primer lugar por el sistema AIkBGT de Pseudomonas putida Gpo1, que
depende de dos polipéptidos adicionales, AIkG y AIKT. AIKT se caracteriza como rubredoxina reductasa dependiente
de FAD, que transmite electrones de NADH a AIkG. En el caso de AIkG se trata de una rubredoxina, una proteina
redox que contiene hierro, que actia como donador de electrones directo para AlkB. Por ejemplo, por el término
“AlkB-monooxigenasa” se entiende un polipéptido con una homologia de secuencia de al menos el 75, 80, 85, 90,
92, 94, 96, 98 0 99% con la secuencia del AIkB de Pseudomonas putida Gpol (cddigo de base de datos:
CAB54050.1; este cddigo de base de datos procede como todos los deméas usados en la solicitud del estado de la
técnica, concretamente de la base de datos del NCBI, mas exactamente de la versién disponible en linea el 15 de
octubre de 2012) con la capacidad de oxidar alcanos. Por ejemplo, en el caso de la AlkB-monooxigenasa se trata de
una oxidorreductasa que oxida alcanos, que actda conjuntamente desde el punto de vista funcional con los
polipéptidos AIkG (CAB54052.1) y AIKT (CAB54063.1) de Pseudomonas putida Gpo1. Para el abastecimiento 6éptimo
de la AlkB-alcano hidroxilasa con electrones, la célula puede expresar la monooxigenasa junto con proteinas
auxiliares que interaccionan funcionalmente con la misma, por ejemplo, AIkG y/o AIKT o en cada caso variantes de
las mismas, tratandose, por ejemplo, a su vez de polipéptidos AkG (CAB54052.1) y AIkT (CAB54063.1) de
Pseudomonas putida Gpo1.

La capacidad de la célula usada en el procedimiento segun la invencién para la oxidacion de sustratos puede
reforzarse al expresar la célula alternativa o adicionalmente a la alcano hidroxilasa una alcohol deshidrogenasa.

Por ejemplo, por el término “alcohol deshidrogenasa”, tal como se usa en el presente documento, se entiende una
enzima, que oxida un aldehido o cetona para dar el alcohol primario o secundario correspondiente. Los ejemplos
comprenden las alcohol deshidrogenasas de Ralstonia eutropha (ACB78191.1), Lactobacillus brevis (YP_795183.1),
Lactobacillus kefiri (ACF95832.1), de higado de caballo, de Paracoccus pantotrophus (ACB78182.1) y Sphingobium
yanoikuyae (EU427523.1) asi como las respectivas variantes de los mismos.

En el caso de usar un catalizador de célula completa puede plantearse el problema de que un sustrato tenga que
ponerse en contacto con una enzima localizada intracelularmente, para que se produzca la reaccion deseada. En el
caso de alcanos de cadena larga y derivados de los mismos se prefiere que el catalizador de célula completa
presente un polipéptido de la familia AlkL. Por ejemplo, en el caso del “polipéptido de la familia AlkL”, tal como se
usa en el presente documento, se trata de un polipéptido, que a lo largo de una longitud de 230 aminoacidos
consecutivos presenta al menos el 80, por ejemplo 90, o el 90% de identidad de secuencia con AlkL de
Pseudomonas putida (codigo de base de datos CAB69081) o una variante de AlkL de Pseudomonas putida y, por
ejemplo, presenta la capacidad de respaldar la importacion de alcanos de cadena larga al interior de una célula. En
un ejemplo adicional, en el caso de un “polipéptido de la familia AlkL”, tal como se usa en el presente documento, se
trata de un polipéptido localizado en la membrana externa de una bacteria Gram-negativa, que presenta el motivo de
secuencia DXWAPAXQ(V/A)GXR, representando X un aminodcido proteinogénico, y es, por ejemplo,
adicionalmente AIkL de Pseudomonas putida (c6digo de base de datos CAB69081) o una variante del mismo.
Miembros a modo de ejemplo de la familia AlkL comprenden AlkL de Pseudomonas putida (cédigo de base de datos
CAB69081), Marinobacter aquaeolei VT8 (cédigo de base de datos YP_957722), Oceanicaulis alexandrii HTCC2633
(cédigo de base de datos ZP_00953584), Marinobacter manganoxydans Mnl7-9 (cédigo de base de datos
ZP_09158756), Caulobacter sp. K31 (cédigo de base de datos YP_001672217), Pseudomonas oleovorans (codigo
de base de datos Q00595) y variantes de los mismos.
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La ensefanza de la presente invencion puede implementarse no solo usando macromoléculas con la secuencia de
aminoacidos o de acido nucleico exacta, a la que se hace referencia en el presente documento, o no solo usando
una célula con una actividad reducida relativamente con respecto al respectivo tipo silvestre de un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos exacta, a la que se hace referencia en el presente documento, sino también usando una
variante de tales macromoléculas o una célula con una actividad reducida relativamente con respecto al respectivo
tipo silvestre de la respectiva célula de una variante del polipéptido, que puede obtenerse mediante delecién, adicion
o sustitucién de uno o mas de un aminoacido o acido nucleico.

Segun la invencidn, el término “variante” de una secuencia de &cido nucleico o secuencia de aminoacidos, usada en
lo sucesivo con el mismo significado y de manera intercambiable con el término “homdlogo”, tal como se usa en el
presente documento, significa otra secuencia de acido nucleico o de aminoacidos, que en cuanto a la secuencia de
acido nucleico o de aminodcidos de tipo silvestre original correspondiente presenta una homologia, usada en el
presente documento con el mismo significado que identidad, del 90, 92, 94, 96, 98, 99% o0 mas por ciento, estando
delecionados o sustituidos también otros aminoacidos distintos a los que configuran el centro cataliticamente activo
o los aminoacidos esenciales para la estructura o el plegado o aquellos estan sustituidos Unicamente de manera
conservativa, por ejemplo, un glutamato en lugar de un aspartato o una leucina en lugar de una valina. El estado de
la técnica describe algoritmos, que pueden usarse para calcular el grado de homologia de dos secuencias, por
ejemplo, Arthur Lesk (2008), Introduction to bioinformatics, 32 edicion. Segun la invencion, la variante de una
secuencia de aminoacidos o de acido nucleico, ademas de la homologia de secuencia mencionada anteriormente,
presenta esencialmente la misma actividad enzimatica de la molécula de tipo silvestre o de la molécula original. Por
ejemplo, una variante de un polipéptido activo enzimaticamente como proteasa presenta la misma o esencialmente
la misma actividad proteolitica que la enzima polipeptidica, es decir la capacidad de catalizar la hidrélisis de un
enlace peptidico. Por ejemplo, el término “esencialmente la misma actividad enzimatica” significa una actividad en
cuanto a los sustratos del polipéptido de tipo silvestre, que se encuentra claramente por encima de la actividad
basica de referencia y/o se diferencia en menos de 3, por ejemplo, 2, 0 un orden de magnitud de los valores de Ku
y/o keat, que presenta el polipéptido de tipo silvestre en cuanto a los mismos sustratos. Por ejemplo, el término
“variante” de una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos comprende al menos una parte/fragmento activo de
la secuencia de acido nucleico o de aminoacidos. Por ejemplo, el término “parte activa”, tal como se usa en el
presente documento, significa una secuencia de aminoacidos o una secuencia de acido nucleico, que presenta una
longitud menor que la completa de la secuencia de aminodacidos o codifica para una longitud menor que la completa
de la secuencia de aminoacidos, presentando la secuencia de aminoacidos o la secuencia de aminoacidos
codificada con menor longitud que la secuencia de aminoacidos de tipo silvestre esencialmente la misma actividad
enzimatica que el polipéptido de tipo silvestre o una variante del mismo, por ejemplo, como proteasa. Por ejemplo, el
término “variante” de un acido nucleico comprende un acido nucleico, cuya hebra complementaria, por ejemplo, en
condiciones rigurosas, se une al acido nucleico de tipo silvestre. La rigurosidad de la reaccion de hibridacion la
puede determinarse facilmente el experto en la técnica y depende en general de la longitud de la sonda, las
temperaturas durante el lavado y la concentracion de sal. En general, sondas mas largas necesitan mayores
temperaturas para la hibridacién, mientras que sondas mas cortas tienen suficiente con menores temperaturas. Si la
hibridacion tiene lugar o no depende en general de la capacidad del ADN desnaturalizado de hibridarse con hebras
complementarias, que estan presentes en su entorno, concretamente por debajo de la temperatura de fusion. La
rigurosidad de la reaccion de hibridacion y condiciones correspondientes se describen mas detalladamente en F M
Ausubel (1995), Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc. Instrucciones para la identificacion
de secuencias de ADN por medio de hibridacion las encuentra el experto en la técnica, entre otros, en el manual
“The DIG System Users Guide for Filter Hybridization” de la empresa Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim,
Alemania, 1993) y en Liebl et al. (International Journal of Systematic Bacteriology 41: 255-260 (1991)). La hibridacion
tiene lugar, por ejemplo, en condiciones rigurosas, es decir, solo se forman hibridos, en los que la sonda y la
secuencia diana, es decir los polinucleétidos tratados con la sonda, son idénticos en al menos el 70%. Se conoce
que la rigurosidad de la hibridacion incluyendo las etapas de lavado puede verse influenciada o determinarse
mediante la variacion de la composicion de tamp6n, de la temperatura y de la concentracion de sal. La reaccién de
hibridacion se realiza en general a una rigurosidad relativamente baja en comparacién con las etapas de lavado
(Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited, Teddington, R. U., 1996). Para la reaccién de hibridacion puede
utilizarse, por ejemplo, un tampdn correspondiente al tampdn 5x SSC a una temperatura de aproximadamente 50°C
- 68°C. A este respecto, las sondas también pueden hibridarse con polinucleétidos, que presentan una identidad de
menos del 70% con la secuencia de la sonda. Tales hibridos son menos estables y se eliminan mediante lavado en
condiciones rigurosas. Esto puede conseguirse, por ejemplo, mediante la disminuciéon de la concentracién de sal
hasta 2x SSC y dado el caso a continuacion 0,5x SSC (The DIG System User’s Guide for Filter Hybridisation,
Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania, 1995), ajustandose una temperatura de aproximadamente 50°C -
68°C, aproximadamente 52°C - 68°C, aproximadamente 54°C - 68°C, aproximadamente 56°C - 68°C,
aproximadamente 58°C - 68°C, aproximadamente 60°C - 68°C, aproximadamente 62°C - 68°C, aproximadamente
64°C - 68°C, aproximadamente 66°C - 68°C. Los intervalos de temperatura pueden ser de aproximadamente 64°C -
68°C o aproximadamente 66°C - 68°C. Dado el caso es posible disminuir la concentracion de sal hasta una
concentracién correspondiente a 0,2 x SSC o 0,1 x SSC. Mediante el aumento por etapas de la temperatura de
hibridacion en etapas de aproximadamente 1 - 2°C desde 50°C hasta 68°C pueden aislarse fragmentos de
polinucleétidos, que presentan una identidad de, por ejemplo, al menos el 70% o al menos el 80% o al menos el
90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al
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menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% con la secuencia de la molécula de acido nucleico utilizada.
Instrucciones adicionales para la hibridacién pueden obtenerse en forma de denominados kits en el mercado (por
ejemplo, DIG Easy Hyb de la empresa Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, n.° de catalogo 1603558).
Por ejemplo, el término “variante” de un acido nucleico, tal como se usa en el presente documento, comprende
cualquier secuencia de acido nucleico, que codifica para la misma secuencia de aminoacidos que el acido nucleico
original o una variante de esta secuencia de aminodcidos en el marco de la capacidad de degeneracién del codigo
genético.

En una forma de realizacion preferida, la célula usada segun la invencién presenta una actividad reducida con
respecto a su tipo silvestre de al menos una enzima, que cataliza una de las reacciones de la B-oxidacion de acidos
grasos, tratdndose preferiblemente de una enzima del grupo que comprende acido graso-CoA-ligasa, acil-CoA-
deshidrogenasa, 2,4-dienoil-CoA-reductasa, enoil-CoA-hidratasa y 3-cetoacil-CoA-tiolasa, un importador de acidos
grasos o variantes de los mismos, de manera especialmente preferible de FadL o una variante del mismo. La B-
oxidacion de acidos grasos es una ruta metabodlica muy extendida, que permite igualmente a organismos procariotas
y eucariotas oxidar acidos grasos y poner a disposicién la energia quimica contenida en los mismos para el
metabolismo. En un sentido adicional, comienza con la absorcion de un acido graso en la célula, en el caso de E.
coli mediante el transpondedor FadL, que la hace pasar a través de la membrana externa o interna de la célula
bacteriana Gram-negativa y el producto génico FadD, que libera el acido graso en forma del éster de CoA al citosol.
Alli se oxida el acido graso, siempre que las condiciones lo requieran, en primer lugar en la posicion 8 del éster de
acido graso de CoA mediante una acil-CoA-deshidrogenasa, en el caso de E. coli FadE. Una molécula similar puede
formarse alternativamente también a partir de un acido graso insaturado doblemente mediante la reduccion por
medio de una 2,4-dienoil-CoA-reductasa, en el caso de E. coli FadH. Una enzima multifuncional, la enoil-CoA-
hidratasa/3-hidroxiacil-CoA-deshidrogenasa, en el caso de E. coli FadB, cataliza a continuacion la hidratacién con la
formacion del alcohol secundario y su oxidacién posterior para dar cetona. En la dltima etapa, una 3-cetoacil-CoA-
tiolasa, en el caso de E. coli FadA, cataliza la escisién de la cetoacil-CoA con el resultado de que se liberan acetil-
CoA y un éster de CoA del &cido graso acortado en dos atomos de carbono en comparacién con la molécula de
partida. Siempre que no se trata igualmente de acetil-CoA, esta ultima puede alimentarse de nuevo al ciclo de B-
oxidacion y acortarse con oxidacién. En la regulacion de la B-oxidaciéon de acidos grasos también esta implicado
FadR, un regulador del operén Fad, que comprende los genes necesarios para la degradacion de acidos grasos, sin
que FadR catalice una reaccién de la B-oxidacion. Por ejemplo, por el término “enzima, que cataliza una de las
reacciones de la B-oxidacion de acidos grasos” se entiende cualquier enzima, que interacciona directamente con el
sustrato de acido graso o una molécula generada a partir del mismo en la ruta a la acetil-CoA, por ejemplo, lo
reconoce como sustrato, y cataliza su conversion para dar un producto metabdlico que se encuentra en esta ruta de
degradacién mas cerca de la acetil-CoA, por ejemplo, incluyendo el importador de acidos grasos, que lleva a cabo la
absorcion del acido graso en la célula. Por ejemplo, segun la definiciéon anterior, a estas enzimas pertenece la acil-
CoA-deshidrogenasa, dado que interacciona con el éster de acido graso-CoA y cataliza su conversion para dar
eniol-CoA, que en la ruta metabdlica de la 3-oxidacion se encuentra mas cerca de la acetil-CoA que el éster de acido
graso-CoA. Por ejemplo, por el término “enzima, que cataliza una de las reacciones de la B-oxidacién de acidos
grasos”, tal como se usa en el presente documento, se entiende cualquier enzima del grupo que comprende los
productos génicos FadA, FadB, FadD, FadL y FadE de E. coli y/o sus variantes u homélogos de otros organismos.
Los productos génicos FadA, FadB, FadD, FadL y FadE de E. coli asi como variantes y homélogos de numerosos
organismos Utiles en biotecnologia adicionales y sus secuencias de acido nucleico y de polipéptidos se describen en
el estado de la técnica, por ejemplo, FadA con el numero de registro AP009048.1, FadB con el numero de registro
BAE77457.1, FadD con el nimero de registro BAA15609.1, FadE con el niumero de registro BAA77891.2 y FadL con
el nimero de registro BAA 16205.1.

En una forma de realizacion preferida adicional, la célula segln la invencién o usada en el procedimiento segun la
invencion expresa una transaminasa. Por ejemplo, por el término “transaminasa”, tal como se usa en el presente
documento, se entiende una enzima, que cataliza la transmision de grupos a-amino de una molécula donadora, por
ejemplo, un aminoéacido, a una molécula aceptora, preferiblemente un &acido a-cetocarboxilico. Por ejemplo, puede
usarse una transaminasa del grupo que comprende 3HMU_A, AAD41041.1, AAK15486.1, ABE03917.1,
ADR60699.1, ADR61066.1, ADR62525.1, AEL07495.1, CAZ86955.1, EFW82310.1, EFW87681.1, EGC99983.1,
EGD03176.1, EGE58369.1, EGH06681.1, EGH08331.1, EGH24301.1, EGH32343.1, EGH46412.1, EGH55033.1,
EGH62152.1, EGH67339.1, EGH70821.1, EGH71404.1, EGH78772.1, EGH85312.1, EGH97105.1, EGP57596.1,
NP_102850.1, NP_106560.1, NP_248912.1, NP_248990.1, NP_354026.2, NP_421926.1, NP_637699.1,
NP_642792.1, NP_744329.1, NP_744732.1, NP_747283.1, NP_795039.1, NP_901695.1 (, XP_002943905.1,
YP_001021095.1, YP_001059677.1, YP_001061726.1, YP_001066961.1, YP_001074671.1, YP_001120907.1,
YP_001140117.1, YP_001170616.1, YP_001185848.1, YP_001188121.1, YP_001233688.1, YP_001268866.1,
YP_001270391.1, YP_001345703.1, YP_001412573.1, YP_001417624.1, YP_001526058.1, YP_001579295.1,
YP_001581170.1, YP_001668026.1, YP_001669478.1, YP_001671460.1, YP_001685569.1, YP_001747156.1,
YP_001749732.1, YP_001765463.1, YP_001766294.1, YP_00 1790770.1, YP_001808775.1, YP_001809596.1,
YP_001859758.1, YP_001888405.1, YP_001903233.1, YP_001977571.1, YP_002229759.1, YP_002231363.1,
YP_002280472.1, YP_002297678.1, YP_002543874.1, YP_002549011.1, YP_002796201.1, YP_002801960.1,
YP_002875335.1, YP_002897523.1, YP_002912290.1, YP_002974935.1, YP_003060891.1, YP_003264235.1,
YP_003552364.1, YP_003578319.1, YP_003591946.1, YP_003607814.1, YP_003641922.1, YP_003674025.1,
YP_003692877.1, YP_003755112.1, YP_003896973.1, YP_003907026.1, YP_003912421.1, YP_004086766.1,
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YP_004142571.1, YP_004147141.1, YP_004228105.1, YP_004278247.1, YP_004305252.1, YP_004356916.1,
YP_004361407.1, YP_004378186.1, YP_004379856.1, YP_004390782.1, YP_004472442.1, YP_004590892.1,
YP_004612414.1, YP_004676537.1, YP_004693233.1, YP_004701580.1, YP_004701637.1, YP_004704442.1,
YP_108931.1, YP_110490.1, YP_168667.1, YP_237931.1, YP_260624.1, YP_262985.1, YP_271307.1,
YP_276987.1, YP_334171.1, YP_337172.1, YP_350660.1, YP_351134.1, YP_364386.1, YP_366340.1,
YP_369710.1, YP_370582.1, YP_426342.1, YP_440141.1, YP_442361.1, YP_468848.1, YP_521636.1,
YP_554363.1, YP_608454.1, YP_610700.1, YP_614980.1, YP_622254.1, YP_625753.1, YP_680590.1,
YP_751687.1, YP_767071.1, YP_774090.1, YP_774932.1, YP_788372.1, YP_858562.1, YP_928515.1,
YP_983084.1, YP_995622.1, ZP_00948889.1, ZP_00954344.1, ZP_00959736.1, ZP_00998881.1, ZP_01011725.1,
ZP_01037109.1, ZP_01058030.1, ZP_01076707.1, ZP_01103959.1, ZP_01167926.1, ZP_01224713.1,
ZP_01442907.1, ZP_01446892.1, ZP_01550953.1, ZP_01625518.1, ZP_01745731.1, ZP_01750280.1,
ZP_01754305.1, ZP_01763880.1, ZP_01769626.1, ZP_01865961.1, ZP_01881393.1, ZP_01901558.1,
ZP_02145337.1, ZP_02151268.1, ZP_02152332.1, ZP_02167267.1, ZP_02190082.1, ZP_02242934.1,
ZP_02360937.1, ZP_02367056.1, ZP_02385477.1, ZP_02456487.1, ZP_02883670.1, ZP_03263915.1,
ZP_03263990.1, ZP_03400081.1, ZP_03452573.1, ZP_03456092.1, ZP_03517291.1, ZP_03529055.1,
ZP_03571515.1, ZP_03572809.1, ZP_03587785.1, ZP_03588560.1, ZP_03697266.1, ZP_03697962.1,
ZP_04521092.1, ZP_04590693.1, ZP_04890914.1, ZP_04891982.1, ZP_04893793.1, ZP_04902131.1,
ZP_04905327.1, ZP_04941068.1, ZP_04944536.1, ZP_04945255.1, ZP_04959332.1, ZP_04964181.1,
ZP_05053721.1, ZP_05063588.1, ZP_05073059.1, ZP_05077806.1, ZP_05082750.1, ZP_05091128.1,
ZP_05095488.1, ZP_05101701.1, ZP_05116783.1, ZP_05121836.1, ZP_05127756.1, ZP_05637806.1,
ZP_05742087.1, ZP_05783548.1, ZP_05786246.1, ZP_05843149.1, ZP_05945960.1, ZP_06459045.1,
ZP_06487195.1, ZP_06492453.1, ZP_06493162.1, ZP_06703644.1, ZP_06731146.1, ZP_06839371.1,
ZP_07007312.1, ZP_07266194.1, ZP_07374050.1, ZP_07662787.1, ZP_07778196.1, ZP_07797983.1,
ZP_08099459.1, ZP_08138203.1, ZP_08141719.1, ZP_08142973.1, ZP_08177102.1, ZP_08185821.1,
ZP_08186468.1, ZP_08208888.1, ZP_08266590.1, ZP_08402041.1, ZP_08406891.1, ZP_08522175.1,
ZP_08527488.1, ZP_08631252.1, ZP_08636687.

En una forma de realizacion preferida adicional, la célula usada en el procedimiento seguln la invencién expresa una
alanina deshidrogenasa. Por ejemplo, por el término “alanina deshidrogenasa”, tal como se usa en el presente
documento, se entiende una enzima, que cataliza la transformacion de L-alanina consumiendo agua y NAD" para
dar piruvato, amoniaco y NADH. Por ejemplo, pueden usarse las alanina deshidrogenasas del grupo que comprende
la alanina deshidrogenasa de Bacillus subtilis (codigo de base de datos L20916), Rhizobium leguminosarum (cédigo
de base de datos CP001622), Vibrio proteolyticus (c6digo de base de datos AF070716), Mycobacterium tuberculosis
(cédigo de base de datos X63069), Enterobacter aerogenes (cédigo de base de datos AB013821), EGR93259.1,
YP_003654745.1, YP_003651439.1, YP_003637111.1, YP_003631815.1, YP_001327051.1, YP_001262560.1,
YP_886996.1, YP_882850.1, YP_704410.1, YP_703508.1, ZP_08624689.1, YP_001230376.1, P17557.1, P17556.1,
CCB94892.1, CCB73698.1, YP_001168635.1, YP_004668736.1, YP_004569425.1, YP_003513168.1,
YP_004561169.1, ZP_08554945.1, YP_400777.1, ZP_08311476.1, ZP_08310170.1, ZP_08267322.1,
ZP_08263846.1, ZP_07898723.1, YP_149301.1, YP_148605.1, YP_004340432.1, EFT09946.1, EFS80513.1,
EFS51332.1, EFS42459.1, YP_003060895.1, YP_003059033.1, ZP_03305373.1, YP_847214.1, YP_004095847.1,
YP_003338282.1, YP_003337256.1, YP_355846.1, YP_253131.1, ZP_08197563.1, ZP_08196283.1, ADW06447.1,
YP_734091.1, NP_372233.1, NP_102173.1, ZP_08170259.1, EGD36706.1, EGD32748.1, ZP_08155540.1,
YP_004142849.1, YP_002417649.1, YP_001301040.1, YP_002992892.1, YP_081348.1, YP_080482.1,
YP_002476349.1, ZP_08115025.1, ZP_08114403.1, YP_003552869.1, YP_002358112.1, YP_575010.1,
YP_477594.1, YP_474564.1, YP_130399.1, YP_129373.1, YP_123314.1, NP_810467.1, NP_646469.1,
NP_626044.1, NP_391071.1, ZP_08086822.1, ZP_08084776.1, ZP_08083119.1, ZP_08020768.1, ZP_08013590.1,
ZP_08011832.1, YP_003783744.1, YP_002781576.1, YP_002780533.1, ZP_02195873.1, NP_797482.1,
ZP_07645051.1, ZP_07643260.1, ZP_06611917.1, AAT40119.1, ZP_07864946.1, YP_004068409.1,
YP_002796203.1, YP_002774420.1, YP_003600348.1, YP_003599946.1, YP_003565624.1, YP_003565223.1,
YP_335198.1, YP_423850.1, YP_155059.1, ZP_07843538.1, ZP_07841226.1, ZP_06928932.1, ZP_05692073.1,
ZP_05687006.1, ZP_04867480.1, YP_775531.1, CBE70214.1, ZP_07721182.1, ZP_04302850.1, ZP_04298961.1,
ZP_04287684.1, ZP_04277177.1, ZP_04248389.1, ZP_04235899.1, ZP_02159718.1, ZP_02152178.1,
YP_003974610.1, YP_003546595.1,YP_002317127.1, ZP_07313778.1, ZP_07302778.1, ZP_07298850.1,
CBK69442.1, YP_003413835.1, YP_003595089.1, ZP_06807811.1, YP_003582455.1, YP_003464731.1,
YP_003496397.1, YP_003421918.1, CBL07274.1, CBK64956.1, YP_003508515.1, AAL87460.1, AAC23579.1,
AAC23578.1, AAC23577.1, ACU78652.1, YP_003471439.1, YP_003452777.1, ZP_06384971.1, ACY25368.1,
ABC26869.1, AAP44334.1, EEZ80018.1, ZP_05110458.1, 1PJB_A, ZP_04717201.1, ZP_04689103.1, CAO90307.1,
CAM75354.1, CAA44791.1, BAA77513.1, EGR96638.1, EGL90046.1, YP_004510847.1, ZP_08450330.1,
YP_003387804.1, YP_003058152.1, EFS74272.1, EFS67128.1, ZP_06844564.1, YP_826658.1, YP_001195249.1,
YP_003095978.1, YP_469292.1, YP_004442054.1, YP_004461174.1, YP_004055616.1, YP_003576656.1,
YP_003094537.1, YP_001295973.1, AEE71143.1, YP_004447480.1, YP_003761844.1, YP_040853.1,
YP_003154888.1, YP_003142045.1, YP_002280953.1, NP_371963.1, NP_422368.1, EGC98966.1, EGC76398.1,
YP_004263661.1, YP_004252039.1, YP_679036.1, YP_499973.1, ZP_08054972.1, ZP_08053009.1,
ZP_04067276.1, ZP_03968868.1, ZP_03963857.1, ZP_03933079.1, ZP_03497046.1, ZP_06668924.1,
ZP_06667106.1, ZP_06324464.1, ZP_06196777.1, ZP_05114159.1, ZP_05083968.1, ZP_05070370.1,
ZP_05030022.1, ZP_04673064.1, ZP_03517011.1, ZP_03505783.1, XP_001310698.1, ABK27691.1 0 CAB59281.2.
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Para el caso en el que la célula expresa una alanina deshidrogenasa, resulta ventajoso afadir una fuente de
nitrégeno inorganico, preferiblemente una sal de amonio tal como cloruro de amonio o sulfato de amonio, en una
cantidad suficiente a la disolucién acuosa. Un procedimiento para aumentar la concentracion de alanina se describe
en el documento EP12162846.5.

Un aspecto de la presente invencion prevé el uso de una desactivacién de un gen que codifica para un polipéptido
que comprende SEQ ID NO 2 o una variante del mismo como parte de la dotacion genética de una célula
recombinante para aumentar la produccién de un éster de acido carboxilico de férmula (I). Esto significa que la
desactivacion de un gen que codifica para un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una variante del mismo
como caracteristica de la célula se llevo a cabo con el propésito de aumentar el rendimiento, el balance de carbono
y/o de nitrégeno y/o la pureza del producto de la conversion del éster de acido carboxilico de férmula (l).

Se da a conocer una célula, en cuyo caso se trata de una célula de E. coli, que presenta una desactivacion del
polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o de una variante asi como del polipéptido FadL en el genoma de la célula,
expresando la célula ademas una alcano hidroxilasa, preferiblemente AIkB de Pseudomonas putida, una
transaminasa, preferiblemente la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472, una alanina
deshidrogenasa, por ejemplo, la alanina deshidrogenasa de Bacillus subtilis, y AIKL de Pseudomonas putida. Esta
célula se pone en contacto, por ejemplo, en una disolucion acuosa con un éster de &cido graso, por ejemplo, éster
metilico del acido laurico.

Figuras:

La figura 1 muestra la productividad de acido omega-aminolaurico de diferentes cepas

Ejemplo 1 (no segun la invencion)

Inactivacion de bioH en E. coliW3110 y BW25113

Para la desactivacion dirigida del gen bioH (b3412, SEQ ID 1) con el vector de base pKO3_E933 se necesitd un
nuevo plasmido. La base es el vector pKO3_E933 (SEQ ID 14), se utilizaron 500 pb en el sentido de 5 (SEQ ID 3) o
500 pb en el sentido de 3’ del gen bioH (SEQ ID 4), que se encuentran separados de un sitio de corte PspXI
(CCTCGAGQG). El plasmido acabado porta la denominacion interna AHp-LL-42 (SEQ ID 5). Para la fabricacion se
usaron los siguientes oligonucle6tidos:

0-LL-314, SEQ ID 6 5-CCGGGGATCGCGGCCCGGCTTCGCTATCCCATTGGCAGT-3

0-LL-315, SEQ ID 7 5-CCTCTGCTTCAACGCCCTCGAGGCATCCGCTATTGTTCTCTTTTGACTTACAAGGATG-3
0-LL-316, SEQ ID 8 5-GCGTTGAAGCAGAGGGTGTAGGTG-3’

0-LL-317, SEQ ID 9 5-TAGAGGATCGCGGCCCAAACTGGCAAGGCAGCTTTATGC-3

Las regiones de 500 pb se pusieron a disposicion con los cebadores anteriores a partir de ADN cromosoémico
existente de E. coliW3110 por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se usaron o-LL-314 + o-LL-
315 para la region en el sentido de 5’ (SEQ ID 3) y 0-LL-316 + 0-LL-317 para la region en el sentido de 3’ (SEQ ID
4). Se emplearon los siguientes parametros para la PCR:

Desnaturalizacion inicial: 98°C, 10 s

30 x desnaturalizacién: 98°C, 10 s

30 x hibridacién: 57,9/58,8/59,7/60,6/61,4/62,3/63,2/64,1°C (gradiente de temperatura)

30 x elongacién: 72°C, 20 s

Elongacion final: 72°C, 4 min

Para la multiplicacion se us6 la mezcla maestra 2x Phusion HF de New England Biolabs (NEB, M0531S) segun las
instrucciones del fabricante. Los productos de PCR se purificaron en columna directamente en funciéon de su grado
de pureza (QiaQuick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden) o se purificaron a través de un gel de agarosa y se
extrajeron (QiaQuick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden). La realizacion de la PCR, de la electroforesis en gel de
agarosa, la tincion con bromuro de etidio del ADN y la determinacion de los tamafos de fragmentos de PCR tuvo

lugar de la manera conocida por el experto en la técnica. En ambos casos pudieron proporcionarse fragmentos de
PCR del tamafo esperado.
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Los productos de PCR purificados se clonaron en el vector pKO3_E933 cortado con Not/ (SEQ ID 14) por medio de
recombinacion usando el kit de clonacion In-Fusion HD segun las instrucciones del fabricante (Clontech Laboratories
Inc., Mountain View, CA, EE. UU.). La transformacién de E. coli DH10B quimicamente competente (New England
Biolabs, Frankfurt) tuvo lugar de la manera conocida por el experto en la técnica. La insercion correcta de las
secuencias diana se comprob6é mediante analisis de restriccién y se confirmé la autenticidad de las secuencias
introducidas mediante secuenciacién de ADN. El vector generado se designé con AHp-LL-42 (SEQ ID 5).

La construccion de la cepa E. coliW3110 AbioH tuvo lugar con ayuda del vector AHp-LL-42 (SEQ ID 5) con métodos
conocidos por el experto en la técnica (véase Link AJ, Phillips D, Church GM. J.Bacteriol. 1997. 179(20).). Las cepas
usadas en los experimentos BW25113 asi como BW25113 AbioH (JW3375) se adquirieron comercialmente como
parte de la coleccién Keio (véase Construction of Escherichia coli K-12 in-frame, single-gene knockout mutants: the
Keio collection, Tomoya Baba, Takeshi Ara, Miki Hasegawa, Yuki Takai, Yoshiko Okumura, Miki Baba, Kirill A
Datsenko, Masaru Tomita, Barry L Wanner y Hirotada Mori, Molecular Systems Biology (2006), 2006 EMBO and
Nature Publishing Group). La cepa construida se siguié usando con la siguiente denominacion:

Cepa Descripcién

AHs-LL-56 E. coliW3110 AbioH, clon 1.1

La secuencia de ADN de bioH tras la delecion en W3110 se reproduce en SEQ ID 10.
Ejemplo 2

Produccion de éster metilico del acido aminolaurico mediante E. coli W3110 con delecion en el gen bioH
mediante la utilizacion de vectores de expresion para los genes ald de Bacillus subtilis y Cv_2025 de
Chromobacterium violaceum en combinacion con un vector de expresion para los genes alkB, alkG, alkT y
alkL del operon alk de Pseudomonas putida.

Para la generacién de las cepas de E. coli con vectores de expresion para los genes ald de Bacillus subtilis (que
codifica para una alanina deshidrogenasa, optimizada por cod6n para E. coli), Cv_2025 de Chromobacterium
violaceum (que codifica para una transaminasa, optimizada por codén para E. coli) en combinacion con un vector de
expresion para los genes alkB, alkG, alkT (que codifican para una alcano monooxigenasa, una rubredoxina y una
rubredoxina reductasa) y alkL (que codifica para una proteina de membrana/de transporte) del operon alk de
Pseudomonas putida se produjeron células electrocompetentes de E. coli W3110 AbioH asi como la cepa de control
correspondiente E. coli W3110. Esto tuvo lugar de manera conocida por el experto en la técnica. Las cepas se
produjeron como se describen en el ejemplo 1. Estas se transformaron con los plasmidos pBT10_alkL (SEQ ID 11 o
documento WO/2011/131420 y la Seq ID NO: 8 expuesta en el mismo) y pJ294[alaDH_Bs(co)TA_Cv(co)] (SEQ ID
12 o ejemplo 1 del documento WO/2013/024114 y la SEQ ID NO. 17 expuesta en el mismo) y se sembraron en
placas de LB-agar con kanamicina (50 pg/ml) y ampicilina (100 pg/ml). Los transformantes se comprobaron
mediante preparacion de plasmidos y andlisis de restriccién analitico de la presencia de los plasmidos correctos. De
esta manera se construyeron las siguientes cepas:

Referencia de cepa Plasmidos presentes
W3110 pBT10_alkL pJ294[alaDH_Bs(co)TA_Cv(co)]
W3110 AbioH pBT10_alkL pJ294[alaDH_Bs(co)TA_Cv(co)]

Las cepas se sometieron a una fermentacién alimentada por lotes, para analizar la capacidad para la produccion de
éster metilico del acido hidroxilaurico, éster metilico del acido oxolaurico, éster metilico del acido carboxilaurico y
éster metilico del acido aminolaurico de éster metilico del acido laurico. Esto se realizé con un sistema de
fermentacion paralela en 8 veces de la empresa DASGIP.

Para la fermentacién se usaron reactores de 1 |. Las sondas de pH se calibraron por medio de una calibracién de
dos puntos con disoluciones de medida de pH 4,0 y pH 7,0. Los reactores se llenaron con 300 ml de agua potable y
se sometieron a autoclave durante 20 min a 121°C, para garantizar la esterilidad. A continuacién se polarizaron las
sondas de pO2 durante la noche (al menos durante 6 h) en el sistema DASGIP. A la mafana siguiente se extrajo el
agua bajo el Clean Bench y se sustituy6 por 300 ml de medio de alta densidad celular con 100 mg/I de ampicilina, 50
mg/l de kanamicina y 5 mg/l de tetraciclina. A continuacién se calibraron las sondas de pO2 con una calibracion de
un punto (agitador: 400 rpm / gasificacion: 10 sl/h de aire) y se purificaron los tramos de alimentacion, de agente de
correccion y de agente de induccion por medio de Clean-in-Place. Para ello se lavaron los tubos flexibles con etanol
al 70%, a continuacién con NaOH 1 M, entonces con agua desmineralizada estéril y por ultimo se llend con los
respectivos medios.

Las cepas de E. coli que producen ALS y ALSME se extrajeron en primer lugar de los respectivos criocultivos en
medio LB (25 ml en un matraz Erlenmeyer de 100 ml) con 100 mg/l de ampicilina durante la noche a 37°C y 200 rpm
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durante aproximadamente 18 h. A continuacién se inocularon en cada caso 2 ml de los cultivos en medio de alta
densidad celular (glucosa 15 g/l (30 ml/l de una disolucion de cepa 500 g/l sometida a autoclave por separado con el
1% de MgSO4*7H20 y el 2,2% de NH4Cl), (NH4)2SO4 1,76 g/l, Ko2HPO,4 19,08 g/l, KH2PO4 12,5 g/l, extracto de
levadura 6,66 g/l, citrato de trisodio dihidratado 2,24 g/l, disolucién de citrato de amonio-hierro 17 ml/l de una
disolucién de cepa al 1% sometida a autoclave por separado, disolucion de elementos traza 5 ml/l, disoluciéon de
cepa sometida a autoclave por separado (HCI (37%) 36,50 g/l, MnCl>*4H,0 1,91 g/l, ZnSO4*7H.0 1,87 g/l, acido
etilendiaminotetraacético dihidratado 0,84 g/l, H3BOs 0,30 g/l, NazMoO4*2H,O 0,25 g/l, CaCl,*2HO 4,70 g/l
FeSO4*7H.0 17,80 g/l, CuCl>*2H.0 0,15 g/l)) (por cada cepa 25 ml en un matraz Erlenmeyer de 100 ml) con 100
mg/l de ampicilina, 50 mg/I de kanamicina y 5 mg/l de tetraciclina y se incubaron a 37°C/200 rpm durante 5,5 h més.

Los reactores se inocularon con una densidad éptica de 0,1 extrayendo un volumen correspondiente del cultivo
previo en una jeringa de 5 ml (en condiciones estériles) e inoculando los reactores por medio de canulas a través de
un septo recubierto con etanol al 70%.

Se usb el siguiente programa convencional:

Regulador de DO Regulador de pH

Valor preestablecido 0% Valor preestablecido 0 mi/h

P 0,1 P 5

Ti 300s |[Ti 200 s

Min. 0% Min. 0 ml/h

Max. 100% [Max. 40 ml/h
N desde | hasta | XO2 desde |hasta |F desde |hasta
(rotacion) (mezcla de (flujo de gas)

gases)
0% 30% 0% 100% 15% |80%

Crecimiento y|400 |[1500 |Crecimiento y Crecimiento y
biotransformacion [rpm  [rpm |biotransformacion [21% [21% |biotransformacion |6 sl/h |72 sl/h

Guion
Desencadenante intenso [31% DO (1/60 h)

2 h tras el inicio

Inducciéon IPTG de la alimentacion
Desencadenante de la

alimentacién 50% DO

Tasa de alimentacién 3 [ml/h]

El experimento realizado puede dividirse en dos fases, el cultivo, en el que las células deben alcanzar una
determinada densidad optica, y la posterior biotransformacion, en la que tras la adicion del sustrato éster metilico del
acido laurico debe tener lugar una conversién a éster del acido aminoldurico por las enzimas formadas en la
expresion. Los valores de pH se regularon por un lado con amoniaco (12,5%) hasta pH 6,8. Durante el cultivo y la
biotransformacion se regulé el oxigeno disuelto (DO, dissolved oxygen) en el cultivo a través del niumero de
revoluciones del agitador y la tasa de gasificacion al 30%. La fermentacién se realiz6 como alimentada por lotes,
desencadenandose el inicio de la alimentacién, alimentacion de glucosa 5 g/lh (500 g/l de glucosa con el 1% de
MgSO4*7H20 y el 2,2% de NH4CI), a través de un pico de DO. Con el inicio de la alimentacion se disminuyé también
la temperatura desde 37°C previamente hasta 30°C. La expresiéon de la transaminasa, alanina deshidrogenasa y
acido graso reductasa se indujo 2 h tras el inicio de la alimentacion mediante la adicién automatica de IPTG (1 mM).
La induccion de los genes alk tuvo lugar mediante la adicion manual de DCPK (al 0,025% v/v) 10 h tras el inicio de la
alimentacion. Antes del inicio de la biotransformacion se determiné la densidad 6ptica de los caldos de cultivo.

El inicio de la fase de biotransformacion tuvo lugar 14 h tras el inicio de la alimentacién. Para ello se anadieron
150 ml de una mezcla de éster metilico del acido laurico y el intercambiador i6nico acido oleico (técn. 90%) como
lote al caldo de fermentacién. Para poner a disposicién un donador de grupos amino para la transaminasa, se
anadieron media hora antes del inicio de la biotransformacién 5 ml de una disolucién de sulfato de amonio 3 M al
caldo de fermentacion. Para la toma de muestras se extrajeron 2 ml caldo de fermentacion del recipiente y una parte
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de los mismos se diluyé 1/20 en una mezcla de acetona-HCI (c(HCI) = 0,1 mol/l) y se extrajo. Se tomaron muestras a
1h,2h,3h,4h,5h,75h,10,5h, 19,5 hy 21 h tras el inicio de la biotransformacion de todos los reactores. Las
tasas de conversion para oxigeno (OTR = oxygen transfer rate) y carbono (CTR = carbon transfer rate) se
determinaron durante la fermentacién a través del analisis de los gases de escape en los sistemas DASGIP. La
fermentacion se finalizé 21 h tras el inicio de la biotransformacién. El agitador, la gasificacion, la regulacion de la
temperatura y la regulacion del pH se desconectaron y se dejé reposar el recipiente 5-10 minutos.

Para la cuantificacion de DDS (acido dicarboxilico C12), DDSME (éster metilico del acido dicarboxilico C12), LS
(acido laurico), LSME (éster metilico del acido laurico), HLS (acido omega-hidroxi-laurico), HLSME (éster metilico del
acido omega-hidroxi-laurico), OLS (acido omega-oxo-laurico), OLSME OLS (éster metilico del acido omega-oxo-
laurico), ALS (acido omega-amino-laurico) y ALSME (éster metilico del acido omega-amino-laurico) en muestras de
fermentacion durante el cultivo se extrajeron muestras. Estas muestras se prepararon para el andlisis (véase la
cuantificacion basada en LC-ESI/MS? de productos).

Cuantificacion basada en LC-ESIMS? de productos

La cuantificacién de ALS, ALSME, DDS, DDSME LS, LSME, HLS, HLSME, OLS y OLSME en muestras de
fermentacion tuvo lugar por medio de LC- ESI/MS? mediante una calibracion externa para todos los analitos (0,1 - 50
mg/l) y usando los patrones internos acido aminoundecanoico (AUD para HLS, DDS, OLS, HLSME, OLSME), d4-
ALSME (para ALSME), "®C-DDSME (para DDSME), d3-LS (para LS) y d3-LSME (para LSME).

A este respecto, se utilizan los siguientes aparatos:

¢ Instalacion de HPLC 1260 (Agilent; Béblingen) con automuestreador (G1367E), bomba binaria (G1312B) y
horno de columna (G1316A)

e Espectrémetro de masas TripelQuad 6410 (Agilent; Béblingen) con fuente de ESI

«  Columna de HPLC: Kinetex C18, 100 x 2,1 mm, tamafio de particula: 2,6 um, tamafo de poro 100 A
(Phenomenex; Aschaffenburg)

e  Precolumna: filtro en linea KrudKatcher Ultra HPLC; 0,5 um de profundidad de filtro y 0,004 mm de
diametro interno (Phenomenex; Aschaffenburg)

Las muestras se prepararon pipeteando 1900 pl de disolvente (el 80% (v/v) de ACN, el 20% de Hz2O bidest. (v/v), + el
0,1% de &cido férmico) y 100 pl de muestra en un recipiente de reaccion de 2 ml. La mezcla se someti6é a vortex
durante aproximadamente 10 segundos y a continuacién se centrifugd a aproximadamente 13000 rpm durante
5 min. El sobrenadante claro se extrajo con una pipeta y tras una dilucion correspondiente se analizé con Diluent (el
80% (v/v) de ACN, el 20% de H2O bidest. (v/v), + el 0,1% de acido férmico). Por cada 900 ul de muestra se
anadieron con pipeta 100 pl de ISTD (10 pl en el caso de un volumen de muestra de 90 pl).

La separacion de HPLC tuvo lugar con la columna o precolumna mencionada anteriormente. El volumen de
inyeccion asciende a 0,7 pl, la temperatura de columna a 50°C, la tasa de flujo a 0,6 ml/min. La fase movil esta
compuesta por eluyente A (acido férmico al 0,1% (v/v)) y eluyente B (acetonitrilo con &cido férmico al 0,1% (v/v)). Se
utilizé el siguiente perfil de gradiente:

Tiempo Eluyente A  Eluyente B

[min] [%] [%]
0 77 23
0,3 77 23
0,4 40 60
25 40 60
2,6 2 98
55 2 98
5,6 77 23
9 77 23

El andlisis de ESI-MS? tuvo lugar en modo positivo con los siguientes parametros de la fuente de ESI:

e Temperatura de gas 280°C
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*  Flujode gas 11 I/min
e Presion de nebulizador 50 psi
e Tensién capilar 4000 V

La deteccion y cuantificacion de los compuestos ALS, ALSME, DDS, DDSME, HLS, HLSME, OLS, OLSME tuvo
lugar con los siguientes parametros de MRM, utilizandose en cada caso un ion producto como cualificador y uno
como cuantificador:

Analito lon precursor [m/z] lon producto [m/z] Tiempo de permanencia [ms] Energia de colision [eV]

DDSME 2452 167,1 25 6
DDSME 2452 1491 50 8
HLSME 231,3 181,2 15 2
HLSME 231,3 163,2 25 5
DDS 231,2 213,2 50 0
DDS 231,2 149,1 25 9
ALSME 230,3 198,1 25 10
ALSME 230,3 163,2 15 10
OLSME 229,2 197,2 50 0
OLSME 229,2 161,1 25 5
HLS 217,2 181,2 35 0
HLS 217,2 163,1 20 4
OLS 215,2 161,2 25 0
OLS 215,2 95,2 60 13

Los analitos LS y LSME se detectaron en el modo SIM (m/z201 y 215).
Resultados

Formacion reducida de los acidos libres acido aminolaurico, acido dodecanodioico y acido laurico tras la
desactivacion de bioH en E. coli W3110

La cepa con desactivacion de bioH mostré una formaciéon claramente reducida de los &cidos libres acido
aminolaurico, &cido dodecanodioico y &cido laurico en comparacion con la cepa control con bioH intacto. Se
calcularon las relaciones de los titulos finales absolutos de acido dodecanodioico (DDS) y éster metilico del acido
dodecanodioico (DDSME), acido aminolaurico (ALS) y éster metilico del acido aminolaurico (ALSME) asi como &cido
laurico (LS) y éster metilico del acido laurico (LSME) expresadas en tanto por ciento.

Titulo final en g/l

ALS ALSME DDS DDSME LS LSME
W3110 0,12 11,77 5,02 7,27 0,03 1,91
W3110 AbioH 0,01 11,82 0,23 2,35 0,03 12,92

Relacion de acido libre/éster metilico en tanto por ciento

ALS/ALSME DDS/DDSME LS/LSME
W3110 0,98 69,12 1,79
W3110 AbioH 0,10 9,74 0,24

17




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2733312713

Relacion de acido libre/éster metilico en tanto por ciento

ALS/ALSME DDS/DDSME LS/LSME

W3110 con respecto a W3110 AbioH 9,75 7,10 7,57

El efecto de la desactivacion de bioH sobre la formacion de acidos libres se volvié claramente visible y se movia
entre una reduccion de un factor de 7,10 (DDS/DDSME) y un factor de 9,75 (ALS/ALSME).

Relacion de producto con respecto a subproducto mejorada tras la desactivacion de bioH en E. coliW3110

Se evaluaron los titulos absolutos alcanzados tras un tiempo fijo (= final de la biotransformacion). En este caso se
mostro en la referencia de cepa W3110 AbioH una relacién claramente mejorada de productos (ALS y ALSME) con
respecto a subproductos principales (DDS y DDSME) con un titulo de producto final constante. La relacién aumento
del 49,17% de ALS(ME) al 82,10% de ALS(ME).

Concentracién en g/l
ALS + DDS + Relacion de ALS(ME) con respecto a ALS(ME) + DDS(ME) en tanto
ALSME DDSME por ciento
W3110 11,89 12,29 49,17
W3110
AbioH 11,83 2,58 82,10
Ejemplo 3

Produccion de éster metilico del acido aminolaurico mediante una cepa de E. coli con una delecion en el gen
bioH mediante la utilizacion de un vector de expresion para los genes ald de Bacillus subtilis y Cv_2025 de
Chromobacterium violaceum y los genes alkB, alkG, alkT y alkL del operén alk de Pseudomonas putida.

Para la generacion de las cepas de E. coli con un vector de expresién para los genes ald de Bacillus subtilis (que
codifica para una alanina deshidrogenasa, optimizada por cod6n para E. coli), Cv_2025 de Chromobacterium
violaceum (que codifica para una transaminasa, optimizada por codon para C. tropicalis), alkB, alkG, alkT (que
codifican para una alcano monooxigenasa, una rubredoxina y una rubredoxina reductasa) y alkL (que codifica para
una proteina de membrana/de transporte) del operon alk de Pseudomonas putida se produjeron células
electrocompetentes de E. coli BW25113 AbioH asi como la cepa control correspondiente E. coli BW25113. Esto tuvo
lugar de manera conocida por el experto en la técnica. Las cepas proceden de la coleccion Keio que puede
obtenerse comercialmente. Estas se transformaron con el plasmido
pACYC184{MCS2.0}[alkST_BFGL][alaDH_Bs(co) {PspXI} TAcv(ct)] (SEQ ID 13 o el ejemplo 1 del documento
WO/2013/024114 y la SEQ ID NO. 17 expuesta en el mismo) y se sembraron sobre placas de LB-agar con
cloranfenicol (50 pg/ml). Los transformantes se comprobaron mediante preparacion de plasmidos y andlisis de
restriccion analitico con respecto a la presencia de los plasmidos correctos. De esta manera se construyeron las
siguientes cepas:

Referencia de cepa Plasmidos presentes
BW25113 pACYC184{MCS2.0}[alkST_BFGL][alaDH_Bs(co) {PspXI} TAcv(ct)]
BW25113 AbioH pACYC184{MCS2.0}[alkST_BFGL][alaDH_Bs(co) {PspXI} TAcv(ct)]

Las cepas se sometieron a una fermentacion alimentada por lotes, para analizar la capacidad para la produccién de
éster metilico del acido hidroxilaurico, éster metilico del acido oxolaurico, éster metilico del acido carboxilaurico y
éster metilico del acido aminoldurico a partir de éster metilico del acido laurico. Esto se realizé con un sistema de
fermentacion paralela en 8 veces de la empresa DASGIP. La realizacion experimental adicional tuvo lugar
exactamente como se describi6 en el ejemplo 2.

Resultados

Formacion reducida de los acidos libres acido aminolaurico, acido dodecanodioico, acido laurico y acido
hidroxilaurico tras la desactivacion de bioH en E. coliBW25113

La cepa con desactivacion de bioH mostré una formacién claramente reducida de los &cidos libres &cido
aminolaurico, acido dodecanodioico, acido laurico y acido hidroxilaurico en comparacion con la cepa control con
bioH intacto, en parte por debajo del limite de deteccion. Se calcularon las relaciones de los titulos finales absolutos
de acido dodecanodioico (DDS) y éster metilico del acido dodecanodioico (DDSME), acido aminolaurico (ALS) y
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éster metilico del acido aminolaurico (ALSME), acido hidroxildurico (HLS) y éster metilico del &cido hidroxilaurico
(HLSME) asi como acido laurico (LS) y éster metilico del &cido laurico (LSME) expresadas en tanto por ciento.

Titulo en g/l
ALS ALSME DDS DDSME HLS HLSME LS LSME
BW25113 0,16 10,80 2,75 1,40 0,72 15,01 0,48 40,77
BW25113 AbioH n.d. 15,86 0,23 3,95 n.d. 12,32 n.d. 28,49

La Unica relacion que puede representar matematicamente es DDS con respecto a DDSME:

DDS/DDSME en tanto por ciento

BW25113 196,94

BW25113 AbioH 5,87

La desactivacion de bioH redujo la formacién de DDS en un factor de 33,5, todos los demas &cidos libres se
encuentran por debajo del limite de deteccion inferior.

Fase de oxidacion prolongada tras la desactivacion de bioH en E. coliBW25113
En comparacioén con la cepa control, se mostré que el rendimiento de oxidacién inicial en la cepa con desactivacion

de bioH no pierde intensidad, sino que se mantiene practicamente constante con respecto a la formacién de ALSME
a lo largo del transcurso del proceso.

Tiempo de proceso [h] | ALSME [g/I]
1 0,26
2 1,16
BW25113 3 2,35
19 10,51
21,25 10,80
1 0,38
2 1,27
BW25113 AbioH 3 2,48
19 14,94
21,25 15,86

La figura 1 muestra: La desactivacién de bioH provocé con respecto al titulo final con condiciones constantes una
productividad aumentada en un 47%.

Tasa de formacién aumentada de éster metilico del acido aminolaurico tras la desactivacion de bioH en E. coli
BW25113

Se evaluaron los titulos absolutos alcanzados tras un tiempo fijo (= final de la biotransformacion). En este caso se
mostr6 en la cepa desactivada una tasa de formacion de producto claramente mayor de 0,75 g de ALSME por litro y
hora con respecto a 0,51 g de ALSME por litro y hora en la cepa de tipo silvestre.

Tiempo de proceso [h] ALSME [g/1]

BW25113 21,25 10,80

BW25113 AbioH 21,25 15,86

Relacion de producto con respecto a subproducto mejorada tras la desactivacion de bioH en E. coliBW25113

Se evaluaron los titulos absolutos alcanzados tras un tiempo fijo (= final de la biotransformacion). En este caso se
mostré en la referencia de cepa desactivada una relacién claramente mejorada de producto (ALS y ALSME) con
respecto a subproducto principal (DDS y DDSME).
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Titulo en g/l
ALS ALSME DDS DDSME
BW25113 0,16 10,80 2,75 1,40
BW25113 AbioH 0,00 15,86 0,23 3,95
ALS + ALSME [g/1] DDS + DDSME [g/1]

BW25113 10,96 4,15

BW25113 AbioH 15,86 4,18

ALS(ME)/DDS(ME)
BW25113 2,64
BW25113 AbioH 3,80

La relacién aument6 mediante la desactivacion de bioH en un 43,9%. El titulo de producto aumenté en un 43,9% con
un titulo de subproducto constante.

Coeficiente de rendimiento de glucosa aumentado (Ypss) en la produccion de acido aminoldurico y éster metilico del
acido aminoldurico tras la desactivacién de bioH en E. coli BW25113

Se observaron los titulos absolutos acumulados finales de acido aminolaurico y éster metilico del acido aminolaurico
en comparacioén con la cantidad utilizada de glucosa.

ALS + ALSME [g/1] Consumo de glucosa [g] g/l de ALS(ME) por g de glucosa
BW25113 10,96 52,95 0,21
BW25113 AbioH 15,86 52,55 0,30

El coeficiente de rendimiento de glucosa aument6é de 0,21 g/l de ALS(ME) por gramo de glucosa en un 46% a
0,30 g/l de ALS(ME) por gramo de glucosa condicionado por la desactivacion de bioH.
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gcatcgtgta
ggtattttgt
tgtetateta
accaatttcea
ttaagccttt
aggctaatct
tcataaatee
atgaattttt
ttttcgettg
ggattcctga
taagcatttt
gtccgttctt
attagettgg
aaaacaacta
ttgagatggy
aaattctget
gctagacctt
aaagaataaa
tecagtteacge
cettaaaace
ccttttgtct
tgcgctcacg
tcatgcaagg
tatggegggt
tgattttecca
cacccagtaa
ctctecetta
acttcgeaga
tttggegaaa

taagatcact

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740
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accgggogta
aaaaatcact
ggcatttcag
ctttttaaag
tgcccgectg
gatatgggat
atcgctctgg
tatggogtgt
tttegtctca
ggacaactte
gotgatgeeg
aatgcttaat
aggcagttat
gatgaatggc
taaatageceg
tatcccattg
atcccegacyg
gcaaceccgght
tggcgattte
catagtegge
agggaagatg
gggtggcgeg
atagccagca
aatageggat
acagaacttt
atgtctgcaa
tgttooceoct
gaacgttogg
atgtaattaa
gecatttget
agcagogeca
agcggaaatg

<210>6
<211> 39
<212> ADN

ttttttgagt
ggatatacca
tcagttgctc
acegtaaaga
atgaatgctc
agtgttcacc
agtgaatacc
tacggtgaaa
gccaatcect
ttegocoeceyg
ctggogatte
gaattacaac
tggtgcocctt
agaaattcga
cttatgtcta
gcagtgcaac
ccagtgacgc
ggtgcgacga
actgcgcegyg
aaccgtgace
ggagtgtgtg
tgaacagacc
taatcceoggt
gectoegaggy
actgactcge
gaggaactcc
cotgoageaa
caacgoogtce
acagcccttt
ctaccagece
tacgteggtg

cggaggcata

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 6

tatcgagatt
ccgttgatat
aatgtaccta
aaaataagea
atccggaatt
cttgttacac
acgacgattt
acctggacta
gggtgagttt
ttttecaccat
aggttoatea
agtactgcga
aaacgcctgg
aagcaaattc
ttgctggtcet
cagcgtgata
cgctgeccata
gecgtgtaaga
gaaaatttaa
agtetttgee
gcgggtaatce
gaacaaatcc
actgttagca
cgttgaagea
cgcagccaac
ggattcaagc
tetttecgea
gataaaateg
gatttgtctg
catcaggteg
ctgecatgatt

aagctgcett

ES 2733312713

ttecaggaget
atcccaatgyg
taaccagacc
caagttttat
ccgtatggca
cgttttccat
ccggcagttt
tttcoctaaa
caccagtttt
gggcaaatat
tgeogtttgt
tgagtggcag
ttgctacgece
gacceggteg
cggtaccogg
acggctgaca
acggaacgct
cttccaatag
gctggtggat
agggeggcegyg
cacattgtgg
cccaatgacc
tatgttcatc
gagggtgtag
tettettctg
attattttgg
atagtcatta
ttaaaacgta
tcattagcgt
cgttgacgaa
tecatecatcag

gccagtttgg

ccggggateg cggeceggct tegetateee attggeagt 39

aaggaagcta
catcgtaaag
gttcagctgg
coggecttta
atgaaagacg
gagcaaactg
ctacacatat
caggtttattg
gatttaaacg
tatacgcaag
gatggotteeo
ggcggggcegt
tgaataagtg
tcggttcagg
ggatcgcgge
cagcaaatcg
gacgatgcga
taacagacgt
aagcggactt
tttttgeagg
gcataacgtt
taacgccagt
cttgtaagtc
cgtggetttiyg
acagcceggt
ctatatgcag
aactetocott
cagoegtaogoe
atccactact
tatgtttttyg
gcatgacggt

gccgegatce

27

aaatggagaa
aacattttga
atattacggc
ttcacatteot
gtgagctggt
aaacgttttc
attcgcaaga
agaatatgtt
tggccaatat
gcegacaaggt
atgtoggeag
aattttttta
ataataagcg
gcagggtegt
ccggettege
ctctgattaa
tccggceaatt
gacagggcgc
aacggeggeg
cagcgaccge
ttatctgtge
ggcattecgge
aaaagagaac
aaatggogag
aaagcgcatyg
ggctttggat
gtgtttoggt
agtttgeoagt
taataagcag
aattaactece
gacatcaatce

tcta

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
€000
€060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600

€654
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<210>7

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>7

cctetgette aacgeccteg aggceatecgce tattgttcte tittgactta caaggatg 58

<210>8

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
gcgttgaagc agagggtgta ggtg 24

<210>9

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>9
tagaggatcg cggcccaaac tggcaaggcea getitatge

<210> 10

<211> 1008

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen desactivado resultante

<400> 10

cggcettaget atcacattgg cagtgeaace agegtgataa cggetgacae ageaaatage

tctgattaaa tccecgacge cagtgacgec getgecataa cggaacgetg acgatgegat

39

28

60

120



10

ccggcaattg
acagggcgct
acggcggcgce
agcgaccgea
tatctgtgeg
gcattecggca
aaagagaaca
aatggcgaga
aagcgcatga
gctttggatt
tgttteggtg
gtttgcagta
aataagcagg
attaactcca

acatcaatca

<210> 11
<211> 12348
<212> ADN

caacccggtg

ggcgatttca
atagtcggca
gggaagatgg
ggtggcgegt
tagccageat
atagcggatg
cagaacttta
tgtctgcaag
gttecceceete
aacgttcgge
tgtaattaaa
ccatttgetce
geagegecat

geggaaatge

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector

<400> 11
gggaagccoct

ggatcaagat
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgtea
ctategtgge
gcgggaaggyg
cttgeotoetg
gatccggecta
cggatggaag
ccagccgaac

acccatggceg

gcaaagtaaa
ctgatcaaga
gttctecegge
gctgectctga
agaccgacct
tggeccacgac
actggctgct
ccgagaaagt
cctgeccatt
caggtettgt
tgttcgeeag

atgeccotgett

gtgcgacgag
ctgegecggyg
accgtgacca
gagtgtgtgg
gaacagaccg
aatcccggta
cctegaggge
ctgactcgce
aggaactccyg
ctgecgeaat
aacgccgtcyg
cagcececttty
taccagecccce
acgteaggtge

ggaggcataa

ctggatggcet
gacaggatga
cgcttgggtyg
tgcegeegtyg
gtceggtgee
gggegtteet
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggcyg

gocgaatate
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cgtgtaagac
aaaatttaag
gtctttgeca
cgggtaatce
aacaaatcce
ctgttagcat
gttgaagcag
gcagccaact
gattcaagca
ctttcegecaa
ataaaatcgt
atttgtetgt
atcaggtcge
tgecatgattt

agetgecttg

ttettgecge
ggatogttte
gagaggctat
ttccggetgt
ctgaatgaac
tgcgeagetg
gtgccgggge
gctgatgcaa
gcgaaacatc
gatctggacg
cgcatgecceyg

atggtggaaa

ttccaatagt
ctggtggata
gggcggeggt
acattgtggg
ccaatgacct
atgttcatecc
agggtgtagg
cttcttctga
ttattttggce
tagtcattaa
taaaacgtac
cattagegta
gttgacgaat
catcatcagg

ccagtttg

caaggatctg
gcatgattga
tcggctatga
cagcgoaggg
tgcaggacga
tgctegacgt
aggatctcct
tgcggegget
gcatcgageg
aagagcatca
acggcgagga

atggeoegett

29

aacagacgtg
agcggactta
ttttgecagge
cataacgttt
aacgccagtg
ttgtaagtca
tggettttga
cagcccggta
tatatgcagg
actctecttg
agcgtcogeca
toccactactt
atgtttttga

catgacggtg

atggcgcagyg
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgeceggtt
ggcagegegg
tgtecactgaa
gtcatctcac
gcatacgett
agcacgtact
ggggctcegeg
tctegtegtg

ttetggatte

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1008

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ategactgtg
gatattgctg
gccgetececeg
ggactotggg
atatatactt
cettbtttgat
agaccccgta
ctgettgeaa
accaactctt
tctagtgtag
cgetetgeta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagagtcgga
tagtcctgte
ggggcggage
ctggcctttt
taccgccttt
agtgagegag
tatttcacac
cccagatagco
cctgtttcca
taaccctgcet
tatacaggat
ccgggcagga
tattegeace
ggcgtaacag
ccacctatca
geggccggea

ggcegtegtgg

geeggetggy
aagagcttgg
attcgecageg
gttogaaatyg
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttecgaagyg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcttgg
agecgecacge
acaggagagc
gggtttegee
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
cgeatagggyg
cattgatctt
gtcggtagat
teggggtcat
tttgeccaaag
taggtgaagt
tggeggtget
atgagggcaa
aggtgtactg
tgagectgte

actatgagcet

tgtggeggac
cggcgaatgg
catcgecette
accgaccaat
taaaacttea
ccaaaatcoee
aaggatcttc
cacaogetace
taactggectt
gccaccactt
cagtggetge
taccggataa
agcgaacgat
ttcececgaagyg
gcacgaggga
acctetgact
acgcocagcaa
tectttectge
ataccgctcg
agcegactgat
atctccaate
ctctcgeetg
attccacaaa
tatagcgatt
ggttcogtgta
aggcccacce
caacgggaat
gcggatgget
cctteccagac
ggcctacetyg

cgagaacgct
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cgetatcagg
gctgaccget
tatcgectte
cgattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatccot
ageggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgocagtgge
ggcgceagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
getteceaggg
tgagegtega
cgeggeckttt
gttatcccct
ccgecagcega
goeggtatttt
gtgeettgge
tcceectcagt
acagcaggga
tttteggtat
gactttcctt
gcgagegggt
cetgetetge
gatgaaacca
gaacgaagag
ctggeegteg

tacecgeccaac

acatagogtt
tcctegtget
ttgacgagtt
ctgtecagace
aaaaggatct
ttttegttcece
ttttttetge
tgtttgoagy
cagataccaa
gtagcaccgc
gataagtogt
tcgggectgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttce
gattctgtgg
acgaccgagc
ctecttacge
gcagcegacag
tcagtaattt
agcagcgcett
atccatcett
ggtgtateca
gttececttett
gaggctggee
agccaaccag
cgattgagga
gecagggeta

acagcagtgt

30

ggctaccaegt
ttacggtatc
cttctgageg
aagtttacte
aggtgaagat
actgagegte
gcgtaatctg
atcaagaget
atactgtect
ctacatacct
gtottacegyg
cggggggttc
tacagcgtga
cggtaagegg
ggtatcttta
getegteagg
tggeocttttyg
ataaccgtat
gcagcgagtc
atctgtgegg
cecteggtec
cctgecatttg
ttcegetgea
tttegcacga
acggegtcag
cactgtcect
ggctacegec
gaagggcage
aaaggcggcyg
caaaatcacg

atttgaataa

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2229

2280

2340

24Q0

2460

2520

2580



gagctogaac
gatttatgtg
ccacataaca
cggcaggtaa
atcaggtaat
agttgcaatc
aattgcaaca
tttaagatea
acttgcgaca
teocccaaaaa
tgtacacate
cagctctagc
tccactttca
cgcattcage
tgccggegta
ccctaageccco
aacagacgca
atagcagacc
tgcaagaatc
ccccacgteg
aaaaccttct
ggatagagga
tttataacca
aacaacgatt
tattttagat
tcaaggtgge
ttgttgetat
tocgtgtoaa
gaagactaaa
ceggtattat
gttttgeotat

ctgcctgege

atgatcggat
gcgtagaaaa
gcctgggeca
ctgecgtece
tttatactcc
agtcgctect
acgagtttat
gaccagaace
atttgagcgt
ggatttctag
tgatcatega
tctgggatag
agtacgcatt
ttgaactcaa
accacgcgceyg
accgcagctg
ctctccacaa
ccagacagtt
aatttttecat
attgatacaa
ggctttaatg
ggccgctgat
tattgacgaa
gecataatte
aattccttga
aaatattttec
ttgtttgttt
taaagogtca
ageccccaatce
tegetcaatt
cteocactgea

tccggccaaa

cteccattte
cggtcatcac
cattttacgc
tategegace
ctgcaagcgc
gettgtacge
cgtagtcctt
gtagtggggt
gtgtaaccgeo
ceattgegea
cdadaacace
caccgattcc
gttcaacatg
ttccttcage
cecattacacg
aggcgacttc
gtttectacg
cagacccctc
acgcgtattce
teggtgtatt
gcactgcgga
aaggcgccac
gocagaacgc
teteteoggt
cgctcagett
ctcatatgee
gagecaccact
goetttattet
gcttgatcta
aaacatactt
taaacaatgt

cacaataatec
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agcaagggaa
caaatatggc
ggtagttccg
gttggttega
accttgacgt
aaggacttct
tagagcacca
tggtgotggt
attatgaatt
gtegecgatt
attactcact
aactacaatc
gccattcctg
ctccaggecgg
cggggeggct
aagcccgatt
taaatttttg
gcaggttaac
tttteocatct
taacgaaatg
ttctgcaatc
agactcecctg
agcatttact
atacttitea
caattgttge
actttatagc
cttttacaag
ctgeggactt
aattaactgc
catcaagaac
taagetgage

cacggacttc

atcccaccat
aatacttccc
cacgtacgga
gtggetgage
ttaggcaaat
agttcaagag
agtccttgca
cttgatgtge
gtctctaaac
gcatatatac
tcaagggoeg
agatccgcct
ccctttatag
gctctgacta
tctatcactg
actcecgccge
gcgtettcea
ctacgtgcge
ttagaagaaa
gtaatattgt
tcacttgtca
ctaaaaatce
ccagctgtac
ctatatcact
ttgcgtgega
atctteggtyg
catcaagaca
tocaatcetea
tgtgaaggct
tgtttgaaag
cttttttaaa

cagctggcce

31

agocaccace
cgcccaagcg
gtgcggaggy
atcattgeta
ttattgtctc
tttcgttatt
gcgecateee
cacagatgeot
gtaccatcgt
ttgtatcega
cotcagttge
gaatttcttc
acgttaattt
agtttgectge
tgaccctcett
ccaacacaac
tactgcgtaa
tagcacctgt
ctatcttacg
tattcgtata
gaaaagcctt
taatttcecece
cagcgecaac
taatgccgat
ttcactacat
acatgcatat
gcoaatetget
actattogog
tcacatgaag
cattgaaget
tcaceggeac

gcgttaattt

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500



tacgggcttg
gggaaagcac
cggagaaaat
agactaagcg
caaccgeatg
caagcogoga
tggaaatgaa
cataatgtaa
tetgegegeg
cgcttgctag
ttgcaaattt
actcactggc
aatccccaaa
toegttgettt
ttttatcgga
tgaaatacaa
teggeagete
ctaaaattat
ttcgtattge
ggtaggatct
ctggatgeay
tgcttaaata
caggcgtcac
tecgectcaaa
tggeceggeaa
gcaccaaggt
ccaccgecte
caagtttaag
ttggtgtatt
taatattate

tagatgcaag

ctgaatagec
tagtgattga
cttatgatct
ctgatagate
agecttageo
agctgacaca
ctctaaaatt
cteaagetet
actgtctgtyg
ggcttgttga
attcacgget
aaaaataaaa
taaactaatc
acctattgca
ttgtgaagat
tacccacgeg
taacagecac
tctctcagac
atactggtat
tttagcagga
tgtaaactge
cttaatacat
gaaatcgagce
tatttcatce
ctcacgettt
ctctatctgt
ttetgegeta
ctgegagaac
taacataaac
caaacaaact

gtctecgeaag

aataacgete
acaagcagca
tcaagagttt
tcaatttgge
cactccaata
geacggeata
ttggagagct
agagegtcaa
cgtgcttgag
aacctcgcga
tgggcctygag
gccaaacagg
cacttattac
agcacaagct
aggtctttaa
taactaataa
tgtcteoageg
atgctgactg
tcacctctac
ttttoagtece
getggeteac
gagaccccat
aatgaagaat
ctaaagtaat
aacaaaaaaa
tecttcaggaa
aaggccaagt
cottttattyg
toccataagtg
agegttteta

agcgcaggct
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tgtgegegge
ggcgtgettt
ttaaattatt
teataactte
teteaatgga
cggaaaaaaa
tttcttcectga
acattttega
ttataatctg
catacagcca
ccageacctt
ttagcgcgge
agagctcctc
gcagccatte
ttaacttctc
gcactatggyg
catctattte
cccagcgaca
gccaatgcca
aagtaattte
cgetcacatg
tgacgecattt
ttgcaagaaa
tgtctactte
ctacaagage
ctccaagaac
ctttoeteggt
tattgectge
cgtgcaacaa
tctegttatt

tgctcacace

actatgaaag
taggggggcet
tatgceceogtt
caatottggt
gccatttagg
cacgtectgte
ggtgtccaag
agtaaactcg
cctegeccag
accaaaagca
ctecaactet
cocctttteca
actcgaaagc
cttttettge
tgctogegeg
ttttttgtge
gocctgacga
gtcattcgeo
gaaagctgca
tegtagaaaa
gcgaagceaac
gaatacataa
aacacgatag
aactactgct
aggccacece
agactctgce
gtactcecege
aactgcaaac
cggcaagtct
cegaggtgete

ctctecteoaca

32

tteegatete
gagtgctgtc
atgcecttgac
agattttttt
tecactectte
accecgtgat
cagcgcaatt
gattocatea
cocattttte
aaattttgtt
gcaaatctat
actgcgtttg
atttcatctt
catttatttt
ccttgectgac
caggectget
aatgacaaat
cgtagggata
cgcttaagca
ttacgcagta
atgtaattag
ttgtattgat
cgctcgggaa
gaaatatgct
tcaacttctt
tccgectaacg
atagegecty
ctgatatttt
aagtcatgat
tgccaaagac

cggectgaatt

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360



ttaccattte
aagaactggc
actcgaacgc
tgggagegge
cacttactag
ttattatttt
ggtgttaaat
tactagggaa
gaagacgggc
tegegagtag
acggagoaaa
gatgtcgaga
aatctcgtag
gttctggatt
ttgtggccgg
ttttatggge
ggtgaggact
tatcgagttt
tggtgggteg
ggtategtga
tttgatcgtt
gagcataata
atgggagaaa
tgggggetty
gaaatcctee
ggacctaaga
agtgcgaact
gagcatcaaa
ttccaccttc
cgggatttte
atgatteocte

gaccttaata

gaaagtttca
tcttaaagaa
aagagcaacy
tecatoogeyg
agtcgtaatt
cattatgcta
attaaaacta
ggtoetgaagt
accgggtcaa
ctegeggtac
aactacoogt
gtgagagtgg
cgactaattt
ccgetccaga
ctactccgat
tggtattgct
ttaataatcce
tgacatatct
gaactcagcce
acggactage
ggatggccaa
agggtcatca
gcatttataa
aggaacaacy
aaccaatgat
tgctggtgtt
atattgaaca
agacgcacoa
agcggcactc
ceggectgee
agtggtttag

agatccaaat

agcetgetcaa
agccacactg
gttttcccat
atactcaate
tgatccgctc
ttetegegee
cacttaagtg
aggacgatat
aatcgaccag
ctggcatget
aggtgtagtt
gcggcttaac
aataaaaatt
gtacgtagat
gatcggaatc
cgtatggtac
gcctgaagaa
aacagttcct
aatgtcttgg
gctcaataca
aattgtgttg
ccgtgatgtc
gttttcaatc
coetttoegege
catcacagtt
cetgecgatt
ttacggettg
ttettggaat
ggatcaccac
ggcetetteeg
atcagttatg

tgatgattcg
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taatetetge
caggacgtcc
atccaggtgg
ttggecegata
cgaccttage
agectgactgg
tagtcggcat
tteotggocga
atagcteget
tgeggecage
ggcgeaageg
tttctcagtt
ggagaattcc
aaaaagaaat
tggcttgecaa
ggcgcacttc
gtggtgccga
atgcattacg
cttgaaattg
ggacacgaac
gctgtcgtag
gctacaccga
cgtgagatcc
cgtggecaaa
attctttacg
caaatggett
ctecgtoaaa
agtaatcoaca
gcgcatccaa
acdgggttace
gatceccaagg

atgcgagaaa

gcagatatca
ggctgttcty
ggctctgtaa
tatgcaacta
gaccgggaaa
aaattttcac
gatcggtggt
cttoggaokt
cattteggtg
tegtgttttt
tacgattage
aggcataaaa
atatgcttga
atctctggat
atgaaactgg
cattgcttga
aactagagaa
ctgcattaat
gtgcgettge
tcggtecacaa
ggtacggtca
tggatcctge
caggagcatt
gegtitggag
cegttctect
tcggttggtyg
aaatggagga
tagteteotaa
cacgttctta
ctggtgeatt
tagtagattg

cctatttgaa

33

aattcactgt
tggcgtagee
aggcatactc
tgaactttgy
tcattattta
cataggttac
gcaaaatatt
agacgatttt
ctttcagceg
ccagcagacy
tcaggtttaa
ttacgtctta
gaaacacaga
actatcaact
ttgggggatt
tgcgatgttt
ggagcggtac
tgtgtcagca
cttgtcactg
gaaggagact
cttctttatt
aacatcccgg
tattcgtget
tittoegataat
tgecttgttt
gcagctgace
cggtagatat
tetagtgetyg
tcagtcactt
tttgatggeg
ggctggtggt

aaaatttggc

€420
€480
€540
6600
€660
6720
€780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220

8280



actagtagtg
gcagagcccdg
ctctcacaaa
ttgaaggega
ctgagttaat
tatgatgaaa
atccccaaag
ctegeggatt
gaaagtggta
atcccactta
caggcgagea
taacgcaaat
ataaatgccc
tttectecagg
ttcgagacaa
caacccatac
tggttgecgece
ataaaactca
gtattacttg
caggtactcg
aagaagacta
attcaggaca
gatacccatt
ttttctaatt
goecactgeat
tgggtegeta
gttggagggy
tttgatatcg
gctagggeta
gattacggec

ccatatgttg

ctggtcatag
gcggtcgata
gagtgcactt
cotgotecga
aggagagtgg
ataaggggga
attgggcatg
ctecctegaa
tttecagatge
atcaagaaaa
ccocacaggt
ttgccgecaac
ggattgtaat
tacgecttgg
gcttgacttce
ttegecaaat
gacaagetta
acctccaagg
tggccatata
ctttgaggat
tgtgetetac
aaataaaaat
cagcgcecttgt
ataaagtaat
gggcgaatga
gcttcaattt
gggcetttgee
cotattttgt
aatttcaagg
ctgcaattet

gggttggtgt

ttegagtace
tttacaataa
cgctaaagtg
tagttacact
gagaatgtea
gocgcacgaa
cceggactge
agaaacacag
tactccaact
taaaaatgag
tgtaagaaaa
gcaaaataac
tatgtttatg
caccttatte
atgttaattg
ttatcegagy
gagaaattge
tectgatgece
tatgatgagg
attoctgatg
gaggaaaagt
gaccatacca
cgacctgtaa
cgcgatgeceyg
aaattatceg
ttctaaggte
aaatgetgat
tagctcaaat
tgagaaatca
ttegetteaa

tggtegggtyg

ES 2733312713

tetgeggtag
gtgcttcaat
ctgagggttyg
ctgatgaagt
aggtaccagt
ggtttecace
gcagttcgag
ctaggggtga
ggaatggcag
ggctgtgegyg
tcttecacaa
aatttgacat
atgagagtgc
ctgaggattg
agagcggegt
ttagtggcac
ctagtgeega
aaggcgggaa
cgttgggcga
actggtgetg
gaagattaaa
attagcctag
cgacaacaaa
gtgttggttg
gcgaaatctg
tatgtgggtg
gtaagtattg
atageggtgg
atctectege
tatcattacg

ctattttttg

catagtagtt
tttatgtgcg
attgecectete
tgtaggagea
gtecagattg
cgaacaccag
acaaggtgga
atagteaget
ttttggecge
ctaagactga
ggaagaagat
ggtgatgagt
gggtaatgtg
gtgctgocce
aggtgaaaag
aagtttaact
cgttaaagge
agcatacttg
tgaggccgag
toeggattge
acttcaagte
ccaagttaaa
acgagggtag
ctaattttgt
ctggctataa
aggagcttagg
gtaatgatac
atttttttgt
tgggaagagt
atagectttga

ataaaaccga

34

atgtgagcac
gcgttgaaag
tgtaattgct
gogactaacg
tcagtatate
ctggaatgat
ctttatcttt
tgacaacteyg
agaattagtg
agttcttgat
gagaaataaa
atggctagct
catgaggggt
gattgegeeg
ggcgtcacct
getgaageag
caagatctat
aagtggatat
ggttttactc
ggggctacga
attetaggta
ctctagtgee
cacaatgagt
tttgggggcg
tcagggtgac
cgatctaaat
aacacttacg
tggggtgccea
cagtgaagtt
gegactttat

cggtgetttg

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10029

10080

10140



agttoegtttg
cttggtaact
acaggtactc
agtottggty
gcagccaagc
agaacgcaga
acctgacccc
tococatgeg
actgggcctt
cgecgggage
agacataaac
cgtttctaca
agacaataac
ggccacggec
catgtctcac
cgcttocgetg
agatgtgtga
tecgttgatct
taccggcett
atgetgtece
gccacgtcag
atgtctttgg
acccagecgg
cggacttace
atagggacac
gtgacaggct
acactgagge
goecacgttog
aatccgtecc
gcaacaaate

ctaaaaggtt

gtggccecegt

atattaagga
catggatgct
ttggccoggt
cgtcatatgt
ttctgttttg
agcggtctga
atgccgaact
agagtaggga
tegttttate
ggatttgaac
tgacaggeat
aactcttttg
cctgataaat
tctaggccag
cagggcgagce
gggccttacc
ccttgegece
gcgtcacgge
ccagttgaaa
attgcatgag
ccaaggcgta
tgaacctgag
taatcatcac
geegttteag
cegecatogt
cgctcctett
gatacgogge
acattcottg
tttacaacaa
egtecctttt

taaaagggaa

tggggccgea

taaatgggcg
aaattcagat
tcectgtttet
tttetaagta
gcggatgaga
taaaacagaa
cagaagtgaa
actgocagge
tgttgtttgt
gttgegaage
caaattaage
tttattttte
gcttcaataa
atccagcgge
ctgtttogeg
caccgccttg
ggtctttege
tggatcaagc
ceactttege
cagetegtaa
tttggtgaac
ttctacacgg
actcggtett
gegoaggygee
cgctatgtec
cacctggeta
ctogaccagy
tgtataaggg
caaatccgtc
taaactctac
aaggaagaaa

tttgtgccce

ES 2733312713

ccetgettete
gtgcgttata
actaaaattg
atcaggtetg
gaagattttc
tttgectgge
acgccgtage
atcaaataaa
cggtgaacgc
aacggcocgyg
agaaggocat
taaatacatt
tgcagcctga
atctgggtta
atctecagcat
gegggcttct
tgcgcccact
actcgecaact
agctggtcaa
agectgateg
tgtttggtga
ccctecaccct
tteceecttge
gettetitga
tcecgecgtea
atacaggcca
geattgottt
gacactgtat
ccttcttaac
aggecacgga
agggtggaaa

tgaaggggcyg

aggttggect
ttcctttcaa
aggttgatcc
tcactgteoge
agcctgatac
ggcagtagcy
gccgatggta
acgaaagget
tctcoctgagt
agggtggegyg
catgacggat
caaatatgta
aaggcaggcc
gtecgagegeg
ctgaaatctt
tcggtccaaa
ccacctgtag
tgaagtcctt
tttetattte
cgtgggtget
gttccgtcag
cccggtagat
cattgggcte
gotggttgta
ctgaatacat
gaacgatccg
tgtaaaccat
ctgogtocca
aacaaatccg
ttacgtggee

cgcaaaaaac

ggggaggcegt

tagatatgac
aacggacgtc
tttcattcte
aggtegacet
agattaaatc
cggtggtcoce
gtgtggggtc
cagtaogaaag
aggacaaatc
geaggacgec
ggaottttityg
tccgectcatg
gggcegtggt
ggccgcttce
cccggecttg
actgaacaac
cgggctgtge
gatcgaggga
gcgctggeeg
gtccatettg
gtacggcagc
gattgtttge
ttgggttaac
ggaagattog
cacttecateg
ctgttcetga
tgggggtgag
caatacaaca
tceccttaatyg
tgtagacgte
gcaccactac

ctgggcaatc

cccgttttac cagtccccecta
tcgaggegga ttcacccttg
tgacataagc ctgtteggtt
ggtccagaac cttgaccgaa

gttatgactg tttttttgta

<210> 12

tegeecgectyg agagggcgca ggaagcgagt aatcagggta
gogtocaace ageggcacca geggcgectg agaggegaat
cgtaaactgt aatgcaagta gecgtatgege tcacgeaact
cgcageggtg gtaacggege agtggeggtt ttecatggett

cagtctatge ctegggeate caategat

35

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12348



10

<211> 6834
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector

<400> 12

accaatgctt
ttgcctgact
gogetgegat
agccagcogg
ctattaattg
ttgttgecat
gcteeggtte
ttagcteoott
tggttatgge
tgactggtga
cttgeecgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
gtgttacaac
gctcataaca
ccgaactcag
gtagggaact

coecgggctaa

aatcagtgag
ccccgtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgeccgggaa
cgetacagge
ccaacgatca
cggtcctecyg
agcactgeat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
caattaacca
cooettgttt
aagtgaaacy
gccaggcatce

ttatggggtyg

gcacctatct
tagataacta
gaaccacget
cgcagaagtg
gctagagtaa
ategtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataatacceg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ttcttcettt
atatttgaat
attctgaaca
geetggegge
cagtagegec
aaataaaacg

togeecttat
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cagcgatctg
cgatacggga
caccggcteco
gtcctgcaac
gtagttcgec
cacgctegte
catgatccee
gaagtaagtt
ctgtcatgee
gagaatagtg
cgecacatag
tctcaaggat
gatcttcagce
atgcecgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
ttatcgcgag
agtagegcegg
gatggtagtg
aaaggetcag

tegactcotat

tctatttcgt
gggcttacca
ggatttatca
tttatcegece
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagtyg
atccgtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttaccgetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
cccatttata
tggtcoceace
tggggactcoe
tcgaaagact

agtgaagtte

36

tcatccatag
tctggcccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgogeaacg
getteattea
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttetg
ccgagttget
aaagtgctea
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtca
cctgaatatg
tgaccceatg
ccatgcgaga
gggacttteg

ctattctcta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gaaagtatag
tcggtcegatc
taagttagct
tgtgtggaat
agtggcatat
tgacceceggg
gcgctggtct
ttgocgatoe
cggaagaata
ctgagcegga
aggtgtotga
tggcagccca
tggcgggtgt
gtaccaacgc
acgctgatcg
ccaatcecggt
tgatteccotgg
cgggtagcgt
acatcacgac
caaatatgece
cgtatgcact
tgcgtgctgg
tgggttatga
cgtaataage
aactggatge
gtgcgegtgt
ttattgatgg
aggaagogge
cccateocggc
atagtygtgtt
gtegttattg

gctatcacgg

gaacttotga
attcagceccyg
cactcattag
tgtgagegga
gatcatcggc
tggtgtgtcc
gggtagcgge
taagqecaggtyg
cgtttacttt
gotggeacaa
gggoagtace
gatcggtgeg
cccgggtgtt
ggcgaagatyg
cctgogteaa
gaatatcgcg
cgcgaaggcg
gattgttgac
tcatgatcag
gggtgeggte
gcaaattgca
tctgaatacc
gtacgtgect
tttaaggaga
ggcgcatcat
gatgacccgt
catggeggge
gaegtogteag
ggtggtggaa
ttataccaac
ggatgtgeag

cagcaccatt

agtggggate
gctcatagat
gcaccccagg
taacaataac
gtccctaaag
caattgatca
tttgagaacg
tgggacgocy
cgcaaaggtc
gegetgaagyg
ctgaogetge
cagttcctgg
tctecgtggta
geggttggee
ttggacgaca
gacgcggtgg
ccgacccetgg
gtagcgattg
ccgacgtacg
cegegtacta
aataagggtg
gcgaacggtc
gcagagaagg
tataatatge
ctgcatcegt
ggcgaaggcg
ctgtggtgeg
atggaagaac
ctgagcagcc
ageggceageg
ggcaaacegg

ggeggtgcga
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cggecggect
atgcgggoayg
cttgacactt
aatttcacac
aaatcaaaaa
gcaacggcca
aggecatacga
agatggttat
tggtteotgtt
ataagggegt
tgacocogat
agaaaccgaa
aggtcactat
tgggtgctga
tctttggececa
cggaggcgga
tcacggaaga
atcagggtgg
agaaacatgg
gcacgattge
cggtgaaggc
atgtgaccta
cactgcagga
agaaacagey
ttaccgatac
tgtatctgtg
tgaacgtgyg
tgeoegtttta
tgctggccga
aaagegtgga
aaaaaaaaac

gcectgggogg

gceagecooge
tgagcgcaac
tatgcttccg
aggatctagy
caacgaaaac
ccgtgtcettg
gtcggcaggt
caaagtgaaa
cacctatctg
tacggegate
gagegaggtt
aggtggcaag
cattggecggt
cgttacgatt
ccagatcaag
tctgctgakt
aatggtgaaa
tatcgtggaa
tgttgtteac
cctgaccaat
tttggcggac
tgaggcggte
cgagagctce
taccacetet
cgcgageckg
ggatagcgaa
ctatggeeogt
taacacctte
agttaccccg
taccatgatt
cotgattgge

catgaaatat

37

agggectgte
gcaattaatg
gctcgtataa
aaccaaggag
cgcgtggcac
gtcgaaaccyg
gcggagatta
gaacogotyge
cacttggceg
gegtatgaaa
goaggtogta
ggcattctge
ggcgtggtcyg
atcgacttga
accttgatct
tgcgcagtte
caaatgaaac
actgttgacc
tatgcagttg
gtgacegtte
aacaccgcgce
gcacgtgacc
gtggcaggtyg
cagtggegty
aatcaggcgyg
ggcaacaaaa
aaagattttg
tttaaaacca
gcaggttttyg
cgtatggtge
cgttggaacg

atgcatgaac

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180



agggcgatct
gcaaagatat
ttectggaaat
gceggtgtgat
atgatgtget
ttggecatea
goggetatet
cgggeggtga
cgcatgegaa
ttggcccgta
atgtgcgtgyg
aactgtttcc
acctgattat
gtgcggaagt
coctgaaage
ggctacagec
acagcttate
taggcgcaat
ttttgggceg
ttctatagygg
ataacatctt
caaaaactga
ctagaaatat
ttcatcaatc
aggttaaata
tgctctttec
goeggattaac
gccogetgege
actatgttgg
tgcaccggtg

ctecgectacge

gccgattecg
gaccccggat
cggcgecggat
tgtteoegecyg
getggttgeg
gecattttgge
gccgattgge
ttttaaccat
tgttgcggeg
tatgcagaaa
cgtgggeatg
ggattttgge
gcgtgegtge
ggatgaaatg
gcgtggectg
tegggaattg
actgatecagt
cactttcegtce
gccggatcca
agtcgaataa
atagtttgta
ttttcecettt
tgtatataca
gaaaaagcaa
attctcatat
ctaaactcec
gattactegt
teggtegttie
cactgatgag
cgtecageaga

teoggtegtte

ggcatggege
gaatttggcg
aaagtggcgg
gcaaccetatt
gatgaagtga
tttcageegg
gcggtgtttg
ggoetttacet
ctgegtgatg
cgttggegtg
gtgcaggogt
gaaattggca
ggcgatcaca
ctggecgtgg
gcctaaacta
ctgcaagteg
gaattaatgg
tectactcegt
aaatgaaggg
gggcgacaca
ttatattttg
attatttteg
aaaaatcata
cgtatcttat
atcaagcaaa
cccataaaaa
tatcagaace
ggctgeggga
ggtgtcagtg
atatgtgata

gactgeggeg
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atattgaaca
tggttgegge
cgtttgtggg
ggoecggaaat
tttgeggett
acctgtttac
tgggcaaacg
atageggeca
aaggcattgt
aaacctttag
ttaccotggt
ccctgtgeceg
ttgtgtctge
cggaacgttyg
gttcaacaac
acggatoeged
cgatgacgea
tacaaagcga
aagttcctat
aaaggtatte
tattategtt
agatttattt
aataatagat
ttaaagtgcg
gtgacaggcg
aacccgccga
geccaggatyg
cctecageget
aagtgcttca
caggatatat

agcggaaatg

geegtggtygg
gcgttggcetg
cgaaccgatt
tgaacgtatt
tggoegtace
cgoeggegaaa
tgttgcggaa
teooggtgtgt
gcagegtgtg
ccgttttgaa
gaaaaacaaa
cgatattttt
accgeccgetg
cctggaagaa
tctectggeg
ggaattaatt
tcctcacgat
ggctgggtat
actttctaga
taaatgcata
gacatgtata
tcttaattct
gaatagttta
ttgctttttt
cccttaaata
agcgggtttt
cctggcagtt
ageggagtgt
tgtggcagga
tecegettect

gcttacgaac

38

tataaacatg
gaagaaaaaa
cagggtgegy
tgcoegeaaat
ggogaatggt
ggcctgagea
ggtctgattg
geggeggtay
aaagatgata
catgtggatg
goegaaacgtyg
tttcgcaaca
gttatgaccc
tttgaacaga
caccatcgtc
cteatgtttyg
aatatcocggg
ttccecggect
gaataggaac
ataaatactg
attttgatat
ctttaacaaa
attataggtg
ctcatttata
ttctgacaaa
tacgttattt
ccectactete
atactggett
gaaaaaaggc
cgctcactga

ggggcggaga

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040
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tttcctggaa
tttttccata
tggcgaaacce
cgcteotectg
tctcatteoca
gcacgaaccc
caacccggaa
agttagtett
gegetectee
aaccgecctg
gatctcaaga
ccagctgcat
gggtggtttt
cctgagagag
tgatggtggt
ccgagatatc
ccatctgatce
tggtttgttg
tttgattgeg
ttaatgggec
ccagtegegt
catcaagaaa
catccagegg
ccgctttaca
gttgatcgge
tggaggtggc
tgggaatgta
cgtggctgge
cgacategta

getatcatge

<210> 13
<211> 14403
<212> ADN

gatgccagga
ggctccgeceo
cgacaggact
ttecectgectt
cgcctgacac
ccecgtteagt
agacatgcaa
gaagtcatge
aagccagtta
caaggcggtt
agatcatctt
taatgaatcg
tettttecace
ttgecagcaag
taacggeggy
cgcaccaacqg
gttggcaacc
aaaaccggac
agtgagatat
cgctaacage
accgtecctea
taacgccgga
atagttaatg
ggcttcgacg
gecgagattta
aacgccaatce
attecageteco
ctggttcacce
taacgttact

cataccgega

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector

<400> 13

agatacttaa
ccctgacaag
ataaagatac
teggtttace
tecagttecgg
ccgacegctg
aagcaccact
gocggttaag
ccteggttea
ttttogtttt
attaatcact
gccaacgcgc
agtgagactyg
cggtacacge
atataacatg
cgcageecgy
agcatcgcag
atggecactcec
ttatgeeage
gcgatttget
tgggagaaaa
acattagtgc
atcagcccac
cocgettegtte
atecgecgega
agcaacgact
gecategoeg
acgcgggaaa
ggtttcatat

aaggttttge
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cagggaagtg
catcacgaaa
caggcgttte
ggtgteatte
gtaggecagtt
cgeecttatee
ggcageages
getaaactga
aagagttggt
cagagcaaga
geccgettte
ggggagaggc
gcaacagetg
tggtttgece
agctatette
actaggtaat
tgggaacgat
agtcgectte
cagecagacy
ggtgacccaa
taatactgtt
aggcagctte
tgacgegttg
ctaccatcga
caatttgoga
gtttgecege
cttecacttt
cggtctgata
tcaccacect

gocattogat

agagggeccge
tctgacgete
ccecctggegg
cgctgttatg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaatt
aaggacaagt
agetcagaga
gattacgcge
cagtcgggaa
ggtttgcgta
attgoectte
cagcaggcega
ggtategtag
ggcgegeatt
gcectecatte
ccgtteeget
cagacgegoe
tgcgaccaga
gatgggtgte
cacagcaatg
cgcgagaaga
caccaccacg
cggcgegtge
cagttgttgt
ttoccogegtt
agagacaccg
gaattgacte

ggcgegecege

39

ggcaaagccyg

aaatcagtgg
ctcectegtg
gecgegtttyg
tggactgtat
gtcttgagtce
gatttagagg
tttggtgact
accttegaaa
agaccaaaac
acctgtcgtg
ttgggcgcca
accgectgge
aaatcctgtt
tatcccacta
gagoocagayg
agcatttgeca
atcggctgaa
gagacagaac
tgecteccacge
tggtcagaga
gcatcectggt
ttgtgecaccyg
ctggcacecca
agggccagac
gocacgeggt
ttegeagaaa
gcatactetg
tetteeggge

tttt

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6834



cggccccggyg

tgggactcta
cattttggat
gtagagacga
aattcactga
tgcagcaatt
agtataacag
gtctgttcaa
cgggtcataa
ttgttgogaa
tcacgttteg
tcatccacat
atatcatctt
gccaccgeog
gcaatgagac
ctgctgagge
aaccattcge
tatttgegge
ccegeacect
attttttott
ccatgtttat
tgttcatgea
ccgttecaac
cgcaccatac
tcaaaacctg
gtggttttaa
gcaaaatcett

attttgttge

ctaattaggg
gagatccgceg
ceggocggec
aagtgattgc
tcagtgataa
cccgaggetg
gcgtgagtac
attcttcgag
cgagcggcgy
aaaaaatatc
ctttgttttt
gttcaaaacg
teacacgetyg
cacacaccgg
cttecgeaac
ctttegeege
cggtacggcco
aaatacgttc
gaatcggtte
cgagccaacy
accaccacgyg
tatatttcat
ggccaatgag
gaatcatggt
ceggggtaac
agaaggtgtt
tacggccata

cttegetate

ggtgtecgcce
ggggocecce
caaaaaggcc
goctacecygg
gctgtcaaac
tagcocgacga
caacgctcta
gcaacgttce
tgcagacaca
gcggcagagg
cacgagggta
gctaaaggtt
cacaatgccet
atggoegecta
acgtttgcec
ggtaaagagg
aaagccgcaa
aatttecgge
goccacaaac
cgacgeaace
ctgttcaata
gecgecgagyg
ggtttttttt
atccacgectt
tteggegagg
ataaaacggg
goccacgtte

ccagagatac
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ttecttagteg
gggggcgege
gggaaatacc
atattatcgt
atgagaatta
tggtgegcca
gattattagg
goccacggoga
atgtgatcge
gtgocaattt
aacgcctgea
tcacgccaac
tcatcacgga
taggtaaage
acaaacaccyg
tceggetgaa
atcacttecat
caataggttg
geegeeackt
aggccaaatt
tgegecatge
ctegeacege
tccggtttge
togetgocge
aggctgetga
agttcetteca
acgcaccaga

acgecttege

ctgaaaacgt
caagtatagg
cagccteget
gaggatgegt
attccggega
ggagagttgt
cgaggccacyg
gcatttcatce
cgcacgcacy
cgccaaaate
ccatgcccac
gtttctgeat
gogeggeaac
catggttaaa
cgoecaatcgg
agccaaaatg
ccgcaacgag
cocggeggaac
tatcegegec
catccggggt
ccggaategg
caatggtgcet
cctgcacate
tgttggtata
gttcocaccac
tctgacgacg
ggcccagecat

cacgggtcat
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tgaattccet
aacttcectt
ttgtaacgga
catcgeccatt
tcocgtegact
tgaactagtt
cgetttgagg
cacttccgeca
cataatgagg
cggaaagagt
gccacgcaca
atacgggcca
attcgeatge
atcaceogecc
gagatagccg
ctgatggcca
gagcacatca
aatcacaccg
gatttcgaga
catatcetttyg
gagateogccc
gcegtgatag
ccaataacga
aaacacacga
cgccggatgg
cgoeegettec
gacatcaata

cacacgegea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



cocgectgat
tcacgccact
tacgcacctg
cocaggtcac
cgcagcgegg
tacggaacgg
tttgcaactg
atgtggtcaa
ccoggtttca
atcagaactg
ttggagatca
gcgttcaagt
gtaccgacca
gccagcagaa
gccatacgac
accgtttcat
tcagcggeca
tccggoageg
gcaataatct
gegeeggttt
gtcagtgcca
cactctcctt
cacattatac
cttacattaa
gegatcgoge
agctcgaaca
atttatgtgg
cacataacag
ggcaggtaac
tcaggtaatt
gttgcaatca

attgcaacaa

tgaggctege
gagaggtggt
ccacggagct
gtgcegacege
tgttgtccge
tcacattggt
catagtgaac
cagtttocac
tttgttteac
cgcaaatcag
aggtottgat
cgataatcgt
cgccaccgcc
tgceccttgee
cggcaacctc
acgcgatcge
agtgcagata
gttctttcac
ccgcacctge
egaccaagac
cgcggtttte
ggttectaga
gagcecggaay
ttgegttgog
ggccgegcete
tgatcggatc
cgtagaaaac
actgggocac
tgcegtcocct
ttatactece
gtegeteoctg

cgagtttatc

ggtateggta
acgctgtttc
ctcgtccectge
cteataggte
caaagccttc
cagggcaatc
aacaccatgt
gataccacce
catttcttec
cagatccgee
ctggtggoca
aacgtcagca
aatgatagtg
acctttcggt
gctecatcggg
cgtaacgccc
ggtgaacaga
tttcataacc
cgactcgtat
acggtggecg
gttgtttttg
tecctgtgtga
cataaagtgt
ctcactgoce
gagaacgctt
tcccatttea
ggteatcace
attttacgeg
atcgcgaccg
tgeaagegea
cttgtacgea

gtagtccttt
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aacggatgga
tgcatattat
agtgccttct
acatgacegt
accgcaccct
gtgctagtac
ttctcgtacg
tgatcaateg
gtgaccaggg
tcegeocaceg
aagatgtegt
cccaggccaa
accttaccac
ttctccagga
gtcagcagcqg
ttatcctteca
accagacctt
atctecggegt
gcctegttet
ttgctgatea
atttctttag
aattgttatt
caagcctggg
ctgeagggge
accgccaaca
gcaagggaaa
aaatatggea
gtagttocoge
ttggttcgag
cettgacgtt
aggacttcta

agagcaccaa

gatgatgege
atctccttaa
ctgraggcac
togeggtatt
tatttgcaat
gcgggaccge
tcggectgatc
ctacgtcaac
teggcgectt
cgtcegegat
ccaattgacy
ccgeccatctt
gagaaacacc
actgcgeacc
gcagggtacg
gecgettgtge
tgcgaaagta
cccacacctg
caaagccget
attgggacac
ggacgccgat
gttatcecget
gtgcctaatg
cggeegttta
cagcagtgta
tcccaccata
atacttcocce
acgtacggag
tggctgagca
taggcaaatt
gttcaagagt

gtcecttgcoag
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cgcategagt
ctcgagttat
gtactcataa
cagaccagea
ttgcagtgca
acccggcata
atgagtcgtg
aatcacgeta
cgcgocagga
attcacegga
caggogatca
cgccgegttg
cgggacaccc
gatctgggct
gcocctcagac
cagctcecgge
aacgtattct
cttaggatcg
acccagacca
accacceggg
gatcatatgc
cacaattcca
agtgagctaa
aacaccaggt
tttgaataag
gccaccaceyg
godcaagoge
tgcgggggge
tcattgctaa
tattgtetea
ttegttatta

cgccateect

1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3600



ttaagatcag
cttgcgacaa
ccccaaaaag
gtacacatct
agctctaget
ccactttcaa
gcattcagct
goecggegtaa
cctaagecca
acagacgcac
tagcagaccc
gcaagaatca
cccacgtcga
aaaccttetg
gatagaggag
ttataaccat
acaacgattg
attttagata
caaggtggca
tgttgetatt
coegtgteaat
aagactaaaa
cggtattatt
ttttgctatce
tgectgeget
acgggcttge
ggaaagcact
ggagaaaatc
gactaagcgc
aaccgeatge

aagcegcocaa

accagaaccyg
tttgagegtyg
gatttctagce
gatcategac
ctgggatage
gtacgcattg
tgaactcaat
ccacgogoege
cogeagetga
tctccacaag
cagacagttc
atttttcata
ttgatacaat
gctttaatgg
gcegctgata
attgacgaag
ccataattcet
attccttgac
aatattttcc
tgtttgtttyg
aaagegtcag
gcececcaatcg
cgctcaatta
tccactgcat
ccggecaaac
tgaatagccea
agtgattgaa
ttatgatett
tgatagatct
gocttegeee

gctgacacag

tggtggggtt
tgtaaccgca
cattgcgecag
cacaacacca
accgattoca
ttcaacatgg
teccttcagee
cattacacge
ggcgacttca
tttcctacgt
agacccctcg
cgcgtattct
cggtgtattt
cactgeggat
aggcgccaca
ccagaacgea
ctcteoeggta
gctcagectte
tcatatgcca
agcacecccte
ctttattete
cttgatctaa
aacatactte
aaacaatgtt
acaataatce
ataacgectct
caagcageag
caagagtttt
caatttggcet
actccaatat

cacggcatac

ES 2733312713

ggtgetggtyg
ttatgaattg
tegecegattg
ttactcactt
actacaatca
cecattectge
tccaggeggg
ggggtggett
agcecgatta
aaatttttgg
caggttaacc
tttccatctt
aacgaaatgg
tctgeaatet
gactecectge
gcatttacte
tacttttcac
aattgttgct
ctttatagca
ttttacaage
tgeggacttt
attaactgct
atcaagaact
aagctgagcce
acggacttee
gtgcgeggea
gegtgetttt
taaattattt
cataacttce
cteoaatggag

ggaaaaaaac

ttgatgtgece
tctctaaacg
catatatact
caagggccygc
gatcegectyg
coctttataga
ctctgactaa
ctatcactgt
ctcegecgee
cgtcttccat
tacgtgoget
tagaagaaac
taatattgtt
cacttgteag
taaaaatcct
cagetgtace
tatatcactt
tgcgtgcgat
tcttcggtga
ctcaagacag
ccaatcteaa
gtgaaggctt
gtttgaaagc
ttttttaaat
agetggoecg
ctatgaaagt
aggggggetg
atgccegtta
aatcttggta
ccatttaggt

acgtctgtca
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acagatgceta
taccatcgtt
tgtatccgat
cteocagttgee
aatttettet
cgttaattte
gtttgctget
gaccctette
caacacaaca
actgcgtaaa
agcaggtgtt
tatcttacge
attcgtataa
aaaagecttg
aatttcecect
agegecaaca
aatgeccgatt
tcactacatt
catgcatatt
caatctgett
ctattegegg
cacatgaagc
attgaagctg
caccggcace
cgttaatttt
tccgatcecteg
agtgetgtec
tgccttgaca
gatttttttc
cacteettee

cccegtgatt

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

41490

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



ggaaatgaac
ataatgtaac
ctgcgegega
gettgetagg
tgcaaattta
ctcactggca
at.ccccaaat
ggttgeottta
tttatcggat
gaaatacaat
aggoagotet
taaaattatt
tcgtattgca
gtaggatctt
tggatgcagt
gcttaaatac
aggcgtcacyg
cgcctoaaat
ggccggeaac
caccaaggte
caccgectet
aagtttaagc
tggtgtattt
aatattatee
agatgcaagg
taccatttcg
agaactgget
ctogaacgea
gggagcggct
acttactaga
tattatttte

gtgttaaata

tetaaaattt
tcaagctcta
ctgtctgtge
gettgttgaa
ttcacggctt
gaaaataaaag
aaactaatcc
acctattgcaa
tgtgaagata
acccacgegt
aacagcocact
ctctcagaca
tactggtatt
ttagcaggat
gtaaactgcg
ttaatacatg
aaatcgagca
atttcatcce
tcacgcttta
tctatetgtt
tctgegetaa
tgcgagaacce
aacataaact
aaacaaacta
tctegecaaga
aaagtttcaa
cttaaagaaa
agagoaacgyg
ccatccgega
gtegtaattt
attatgetat

ttaaaactac

tggagagett
gagcgtcaaa
gtgcttgagt
accteogegac
gggcctgagce
ccaaacaggt
acttattaca
gracaagetg
ggtctttaat
aactaataag
gtoeteagage
tgctgactgce
cacctctacg
tttcagtcca
ctggctcace
agaccccatt
atgaagaatt
taaagtaatt
acaaaaaaac
ctteaggaac
aggccaagtc
cttttattgt
ccataagtgc
gegtttotat
gegeaggett
gctgctcaat
gocacactge
tttteccata
tactcaatct
gateegetee
tetegegeca

acttaagtgt
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ttettetgag
cattttcgaa
tataatctgc
atacagcocaa
cagcaccttc
tagcgeggec
gagctcctea
cagecattec
taacttctct
cactatgggt
atetatttog
ccagcgacag
ccaatgccag
agtaatttct
gctcacatgg
gacgcatttg
tgcaagaaaa
gtctacttca
tacaagagca
tccaagaaca
tttctecggtg
attgeetgea
gtgcaacaac
ctegttattc
gctcacacee
aatctctgeg
aggacgteag
tccaggtggyg
tggccgatat
gacettageg
gcetgactgga

agtcggcatg

gtgtecaage
gtaaactcgy
ctcgcccage
ccaaaagcaa
tccaactctg
ccttttccaa
ctcgaaagca
ttttettgoa
gctegegege
ttttggtgee
cactgacgaa
tcattcgeccee
aaagctgcac
cgtagaaaat
cgaagcaaca
aatacataat
acacgatage
actactgctg
ggccaccect
gactetgect
tactcececgea
actgcaaacc
ggcaagtcta
gaggtgetet
tctetcacac
cagatatcaa
gotgttetgt
gototgtaaa
atgcaactat
acagyggaaat

aattttecace

ateggtggtg
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agcgeaatte
attccatcat
ccatttttce
aattttgttt
caaatctata
ctgegtttga
tttcatcttt
atttattttt
cttgctgact
aggecetgett
atgacaaatce
gtagggatat
gcttaagcag
tacgcagtac
tgtaattagt
tgtattgatc
gctcgggaat
aaatatgctt
caacttcttg
cecgetaacge
tagcgcctge
tgatattttt
agtcatgatt
gecaaagack
ggctgaattt
attcactgta
ggogtageca
ggcatactot
gaactttggc
cattatttat
ataggttacg

caaaatattt

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
€180
6240
€300
6360
€420
€480
€540
6600
6660
€720
€780
€840
63900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320

7380



actagggaag
aagacgggca
cgcgagtage
cggagcaaaa
atgtcgagag
atctegtage
ttctggattc
tgtggoagge
tttatgggct
gtgaggactt
atcgagtttt
ggtgggtegg
gtatcgtgaa
ttgatcgttg
agcataataa
tgggagaaag
gggggettga
aaatcctcca
gacctaagat
gtgagaacta
agcatcaaaa
teccaccttca
gggattttecc
tgattcctca
accttaataa
ctagtagtgc
cagagecegy
tetecacaaag
tgaaggogac
tgagttaata

atgatgaaaa

gtctgaagta
ccgggtcaaa
tcgeoggtacce
actaccegta
tgagagtggg
gactaattta
cgctccagag
tactcegatg
ggtattgecte
taataatccg
gacatatcta
aactcagcca
cggactagcg
gatggccaaa
gggtcatcac
catttataag
ggaacaacgc
accaatgatc
gctggtgtte
tattgaacat
gecgeaccat
gcggcactcg
cggcectgeeg
gtggtttaga
gatccaaatt
tggtcatagt
cggtegatat
agtgcactte
ctgctocogat
ggagagtggyg

taagggggag

ggcogetatt
atcgaccaga
tggecatgett
ggtgtagttyg
aggcttaact
ataaaaattg
tacgtagata
atceggaatcet
gtatggtacg
cctgaagaag
acagttccta
atgtcttgge
ctcaatacag
attgtgttgg
cgtgatgteg
ttttcoaatee
ctttegegee
atcacagtta
ctgccgatte
tacggettge
tettggaata
gatcaccacg
gctecttecga
tcagttatgg
gatgatteoga
tecgagtacct
ttacaataag
gctaaagtge
agttacactc
agaatgtcaa

ccgcacgaag
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tetggecgac
tagctcgectce
gcocggecaget
gogcaagagt
ttotcagtta
gagaattcca
aaaagaaata
ggcttgcaaa
gegeacttee
tggtgccgaa
tgoattacge
ttgaaattgg
gacacgaact
ctgtegtagg
ctacaccgat
gtgagatcce
gktggccaaag
ttctttacge
aaatggcttt
tcogtcaaaa
gtaatcacat
cgcatccaac
cgggttaccce
atcccaaggt
tgcgagaaac
ctgcggtage
tgctteaatt
tgagggttga
tgatgaagtt
ggtaccagtg

gtttcecacce

tteggeatte
atttcggtge
cgtgttttte
ccgattaget
ggcataaaat
tatgettgag
tctectggata
tgaaactggt
attgecttgat
actagagaag
tgcattaatt
tgegettgee
cggtcacaag
gtacggtcac
ggatcctgeca
aggagcattt
cgtttggagt
cgttctoctt
cggttggtgg
aatggaggac
cegtctetaat
acgttcttat
tggtgcattt
agtagattgg
ctatttgaaa
atecgtagtta
ttatgtgegy
ttgcctetet
gtcggageag
teccagattgt

gaacaccagc

44

gocgattttg
tttcagccgt
cagcagacga
caggtttaag
tacgtettaa
aaacacagag
ctatcaactt
tgggggattt
gegatgtttg
gagcggtact
gtgtcagecat
ttgtcactgg
aaggagactt
ttctttattg
acatcccgga
attegtgett
ttcgataatg
gecttgtttg
cagctgacca
ggtegatatg
ctagtgetgt
cagtcacttc
ttgatggcga
gctggtggtyg
aaatttggca
tgtgagcacg
cgttgaaage
gtaattgett
cgactaacgc
cagtatatct

tggaatgata

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240



tecccaaaga
tecgeggatte
aaagtggtat
teccacttaa
aggcgagcac
aacgcaaatt
taaatgcccg
ttetcocaggt
tcgagacaag
aacccatact
ggttgegoeg
taaaactcaa
tattacttgt
aggtactcgc
agaagactat
ttcaggacaa
atacccattc
tttctaatta
ccactgeatg
gggtcegctag
ttggaggggg
ttgatatcge
ctagggctaa
attacggeoce
catatgttgg
gttcgtttga
ttggtaacte
caggtactet
gtcttggtgc
cagccaaget
gaacgcagaa

cctgaccecca

ttgggcatge
tccctcocgaaa
ttcagatgct
tcaagaaaat
cccacaggtt
tgccgcaacyg
gattgtaatt
acgocttgge
cttgacttca
tegecaaatt
acaagcttag
cctccaaggt
ggccatatat
tttgaggata
gtgctctacyg
aataaaaatg
agcgcttgte
taaagtaatc
ggcgaatgaa
cttcaatttt
ggctttgcca
ctattttgtt
atttcaaggt
tgcaattett
ggttggtgtt
tattaaggat
atggatgecta
tggoccggtt
gtcatatgtt
tetgttttyyg
geggtctgat

tgccgaactce

coggactgeg
gaaacacagc
actccaactg
aaaaatgagg
gtaagaaaat
caaaataaca
atgtttatga
accttattee
tgttaattga
tatcegaggt
agaaattgeo
ctgatgccca
atgatgaggc
ttcctgatga
aggaaaagtg
accataccaa
gacctgtaac
gecgatgccgg
aattatccgg
tetaaggtet
aatgctgatg
agctcaaata
gagaaatcaa
tegettcaat
ggtegggtgce
aaatgggcge
aattcagatg
coetgtttota
ttctaagtaa
cggatgagag
aaaacagaat

agaagtgaaa
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cagttegaga
taggggtgaa
gaatggcagt
getgtgegge
cttccacaag
atttgacatg
tgagagtgcg
tgaggattgg
gagcggegta
tagtggcaca
tagtgeogac
aggcgggaaa
gttgggcgat
ctggtgctgt
aagattaaaa
ttagcctage
gacaacaaaa
tgttggttge
cgaaatctge
atgtgggtga
taagtattgg
tagcggtgga
tctecteget
atcattacga
tattttttga
ctgcttttca
tgegttatat
ctaaaattga
tcaggtctgt
aagattttea
ttgecetggeg

cgccgtageg

caaggtggac
tagtcagett
tttggccgcea
taagactgaa
gaagaagatg
gtgatgagta
ggtaatgtgc
tgetgocoeg
ggtgaaaagg
agtttaactg
gttaaaggee
gcatacttga
gaggccgagg
ccggattgeg
cttcaagtca
caagttaaac
cgagggtage
taattttgtt
tggctataat
ggagcttgge
taatgataca
tttttttgtt
gggaagagtc
tagectttgag
taaaaccgac
ggttggectt
toctttcaaa
cgttgatoct
cactgtegeca
gectygataca
gcagtagege

ccgatggtag
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tttatettte
gccaactegyg
gaattagtga
gttettgate
agaaataaat
tggctagcta
atgaggggtt
attgagoogt
gcgtcaccte
ctgaageagt
aagatctata
agtggatatg
gttttactcc
gggctacgaa
ttctaggtaa
tctagtgccg
acaatgagtt
ttgggggcgg
cagggtgact
gatctaaatg
acacttacgt
ggggtgccag
agtgaagttg
cgactttate
ggtgectttga
agatatgacc
acggacgtoa
tteoattatea
ggtcgacctyg
gattaaatca

ggtggtccca

tgtggggtct

9300
8360
%420
9480
9540
9600
%9660
9720
8780
9840
%200
8960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100

11160



ccaccatgega
ctgggccttt
gccgggageg
atggggetga
tttatctgat
tctgaaaacg
tctttgaacc
tagccttaac
tgeccagtggt
ggcgcagcgg
ctaccoggaa
caccggtaaa
cctggtatct
gatgcttgte
cctgttaagt
egetogeege
cotgtatecac
acttcactga
gatgtccgge
agctgataga
aagttggeag
ttcgcagaat
tggcgaaaat
agatcactac
atggagaaaa
cattttgagg
attacggect
cacattettg
gagctggtga
acgttttcat

tcgecaagatg

gagtagggaa
cgttttatct
gatttgaacg
cttocaggtge
taataagatg
aaaaaacege
gaggtaactg
cggegeatga
gettttgeat
tcggactgaa
ctgagtgtca
ccgaaaggca
ttatagtcct
agggggacgy
atcttecctgg
agtcgaacga
atattctget
caccctecatc
ggtgettttg
aacagaagcoc
catcaccoga
aaataaatcc
gagacgttga
cgggcgtatt
aaatcactgg
catttcagtce
ttttaaagac
cecogectgat
tatgggatag
cgetetggag

tggcgtgtta

ctgecaggea
gttgtttgte
atgataagct
tacatttgaa
atettettga
cttgcaggge
gcttggagga
ctteaagact
gtctttecgg
cggggggttc
ggcgtggaat
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
catcttcecag
cogagegtag
gacgcaccgg
agtgccaaca
ccgttacgca
actggagecac
ageactttge
tggtgtccct
tcggeacgta
ttttgagtta
atataccacc
agttgctcaa
cgtaaagaaa
gaatgcotcoat
tgttcaccct
tgaataccac

cggtgaaaac
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tcaaataaaa
ggtgaacgct
gtcaaacatg
gagataaatt
gategttttg
ggtttttcga
gcgcagtcac
aactececteta
gttggactca
gtgcatacag
gagacaaacqg
agcgcacgag
gccaccactg
aaaacggctt
gaaatctccg
cgagtcagtyg
tgcagecttt
tagtaagcca
ccaccccgtce
ctoaaaaaca
geegaataaa
gttgataccg
agaggttcca
tcgagatttt
gttgatatat
tgtacctata
aataagcaca
ceggaatteoo
tgttacaccg
gacgatttece

ctggcctatt

cgaaaggetc
ctcctgagta
agaattacaa
gcactgaaat
gtetgegegt
aggttctctg
caaaacttgt
aatcaattac
agacgatagt
tccagcttgg
cggccataac
ggagccgeca
atttgagcgt
tgeccgeggec
cccegttegt
agogaggaag
ttteotectge
gtatacactc
agtagctgaa
ccatcataca
tacctgtgac
ggaagccctg
actttcacca
caggagctaa
cccaatggea
accagaccgt
agttttatea
gtatggcaat
ttttccatga
ggcagtttet

tcocctaaagg

46

agtcgaaaga
ggacaaatcc
cttatategt
ctagaaatat
aatetettge
agctaccaac
cctttcagtt
cagtggetge
taccggataa
agcgaactgc
agceggaatga
gggggaaacg
cagatttcgt
ctetcactte
aagccatttce
cggaatatat
cacatgaagc
cgctageget
caggagggac
ctaaatcagt
ggaagatcac
ggccaacttt
taatgaaata
ggaagctaaa
tegtaaagaa
tcagctggat
ggcetttatt
gaaagacggt
gcaaactgaa
acacatatat

gtttattgag

11220

11280

11340

11400

11460

11529

11580

11640

11700

11760

11829

11880

119490

12000

12060

12120

12189

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020
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aatatgtttt
gccaatatgg
gacaaggtgec
gtcggcagaa
tttttttaag
ataagcggat
gggtcgttaa
cagtgtgacc
ggtaataatt
cgcttcegtta
atccggaaca
gccgggggac
gtcataagtg
ggtgcggact
catagtatecg
gtaggggact
gttgctcagg
gattcattct
agcacgatca
ctgctggaga
gttctcecgea
cgeceggette
ggcagacaag
agyg
<210> 14

<211> 5664
<212> ADN

tegtctcage
acaacttctt
tgatgceget
tgcttaatga
gcagttattg
gaatggcaga
atagcegett
gtgtgettet
gacgatatga
atacagatgt
taatggtgca
tgttgggcge
cggcgacgat
gttgtaactc
tggtatcacc
tecegegttte
tcgecagacgt
gctaaccagt
tgcgcacceg
tggcggacge
agaattgatt

cattcaggtc

gtatagggeg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector

<400> 14
ccectttegte

tggtgtcect

tcggcacgta

caatcecetgg
cgccceegtt
ggcgattcag
attacaacag
gtgccecttaa
aattcgaaag
atgtctattyg
caaatgcctg
tecatttattc
aggtgttcca
gggcgettgt
tgccggecacc
agtcatgccc
agaataagaa
ggttggttcc
cagactttac
tttgcagecag
aaggcaaccc
tggccaggac
gatggatatg
ggctccaatt
gaggtggcce

gogoctacaa
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gtgagtttca
ttcaccatgg
gttcatcatg
tactgcgatg
acgcctggtyg
caaattcgac
ctggtttacc
aggccagttt
tgecctececag
cagggtagcc
ttcggegtgg
tgtcctacga
cgcgcccace
atgaggccge
actectetgtt
gaaacacgga
cagtcgette
cgccagccta
ccaacgctge
ttctgccaag
cttggagtgg
ggctccatge

tececatgecaa

ccagttttga
gcaaatatta
ccgtectgtga
agtggcaggg
ctacgcctga
ccggtcgteg
ggtttattga
gctcaggcetce
agcctgataa
agcagcatcc
gtatggtgygc
gttgcatgat
ggaaggagct
tcatggegtt
gcgggcecaact
aaccgaagac
acgttcgctce
gccgggtoect
ccgagatgeg
ggttggtttg
tgaatcegtt
accgcgacgce

ccegttocat

tttaaacgtg
tacgcaagge
tggcttccat
cggggcgtaa
ataagtgata
gttcagggca
ctaccggaag
tccecegtgga
aaacggttag
tgcgatgecag
aggccccgtg
aaagaagaca
accggacagc
gactctcagt
tcagcagcac
cattcatgtt
gcgtatcggt
caacgacagg
ccgegtgegy
cgcattcaca
agcgaggtge
aacgcgggga

gtgctegeeg

ttcgaataaa tacctgtgac ggaagatcac ttcgcagaat aaataaatcc

gttgataccg ggaagccctg ggeccaacttt tggocgaaaat gagacgttga

agaggttcca actttcacca taatgaaata agatcactac cgggegtatt

47

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14403

60

120

180



ttttgagtta
atataccacc
agttgctcaa
cgtaaagaaa
gaatgcteat
tgttcacecct
tgaataccac
cggtgaaaac
caatccctgg
cgccccogtt
ggcgattcag
attacaacag
gtgcecttaa
aattcgaaag
atgtctattg
cggecgegat
aagogeggeyg
gocccgoetect
agctctaaat
caaaaaactt
tegecetttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgcttaca
tttttctaaa
tacctgcegt
taaaaaggca
aacagataga
tcaaacaaaa
cgaaaagtaa

gggcaaagtg

tcegagatttt
gttgatatat
tgtacctata
aataagcaca
ceggaattee
tgttacaccg
gacgatttcecc
ctggectatt
gtgagttteca
ttcaccatgg
gttocatcatg
tactgcgatg
acgcctggtg
caaattegac
ctggtttatc
cctetagagt
ggtgtggtgg
ttcgetttet
cgggggctcc
gattagggtyg
acgttggagt
cctatctcgg
aaaaatgagc
atttaggtgg
tacattcaaa
tcactattat
actttatgee
ttttttagtt
gaggaaaata
atcgegeggyg

tatactttgg

caggagctaa
cccaatggca
accagaccgt
agttttatce
gtatggeaat
ttttecatga
ggcagtttct
tocctaaagy
ccagttttga
gcaaatatta
cogtttgtga
agtggcaggyg
ctacgecctga
ceggtegteg
ggtacccggg
cgacceggtgy
ttacgecgeag
tcececttectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttett
tectattcttt
tgatttaaca
cacttttcgg
tatgtatccg
ttagtgaaat
catgcaacag
ctttaggece
gaccagttge
tttgttactyg

cgtcacccct
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ggaagctaaa
tcgtaaagaa
tcagctggat
ggoctttatt
gaaagacggt
gcaaactgaa
acacatatat
gktttattgag
tttaaacgtg
tacgcaaggc
tggecttecat
cggggcgtaa
ataagtgata
gttcagggea
gatcgeggeco
cgaatgggac
cgtgaceget
tctcgecacyg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ggaaatgtge
ctecatcagat
gagatattat
aaactataaa
gtagtectgea
aatccaaacg
ataaagcagg

tacatatttt

atggagaaaa
cattttgagg
attacggect
cacattottg
gagctggtga
acgttttecat
tcgraagatg
aatatgtttt
gccaatatgg
gacaaggtgc
gtoeggeagaa
tttttttaag
ataagcggat
gggtcegttaa
gcggaccegga
gegeactgta
acacttgeca
ttcgececgget
gctttacgge
tegacetgat
ctettgtteoe
gggattttgc
gcgaatttta
gcggaacccee
cctttttaac
gatattttct
azatacagag
aatcctttta
agagtctaat
caagacctaa

aggtottttt
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aaatcactgg
catttcagtc
ttttaaagac
cccogectgat
tatgggatag
cgctctggag
tggcgtgtta
tegtoteage
acaacttett
tgatgccget
tgcttaatga
gcagttattg
gaatggcaga
atagcegett
tcctectagag
geggegeatt
gogeectage
ttccececgtca
acctcgaccc
agacggtttt
aaactggaac
cgatttegge
acaaaatatt
tatttgttta
ccatcacata
gaattgtgat
aatgaaaaga
tgatttteta
agaatgaggt
aatgtgtaaa

ttattgtgeg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

10290

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1929

1980

2040



taactaactt
taaaaaagga
cctttactac
aaaagccata
tccctgaaca
tectettetge
ctgtcgcaaa
cggatgacac
ggaaaaacgc
taaaagacca
gtttatteta
aagttaacgt
caatctttga
actacagctc
acaaatactt
ctttatttaa
aacttctgeca
ttgagctaaa
cagtaacaga
tcactgacte
tgcttggtta
ttgtgttaaa
tacctcaage
acgcagacaa
catctgttgt
gcaaaagaaa
caaatgocte
aatttecatgt
ctgttecatct
tegtaaaage
ttttcoeoottt

ttcactgata

gacatcetteoa
gacatgaacyg
cgcactgctg
taaggaaaca
gcaaaaaaat
aaaaggcctg
ctatcacggc
atogatttac
tggcegegte
aacacaagaa
cactgattte
atcagcatca
cggtgacgga
aggcgacaac
agtatttgaa
caaagcatac
aagcgataaa
cgatgattac
tgaaattgaa
ccgeggatea
tgtttctaat
aatggatctt
gaaaggaaac
acaatcaacy
caaagacagc
atgccgatce
aggetgteta
tetagttgot
gttacattgt
tetgatgtat
gatatctaac

gatacaagag

aacaggagygy
atgaacatca
gcaggaggcg
tacggeattt
gaaaaatatc
gacgtttggg
taccacatcg
atgttatate
tttaaagaca
tggtcaggtt
tooggtaaac
gacagctctt
aaaacgtatc
catacgctga
gcaaacactg
tatggcaaaa
aaacgcacgg
acactgaaaa
cgcogegaacyg
aaaatgacga
tctttaactg
gatcctaacg
aatgtcgtga
tttgegocaa
atccttgaac
ggtttattga
tgtgtgactg
ttgttttact
cgatctgttc
ctatettttt
ggtgaacagt

ccataagaac
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ctggaagaag
aaaagtttgc
caactcaagc
cocatattac
aagttcctga
acagectggec
tctttgecatt
aaaaagtogyg
gcgacaaatt
cagccacatt
attacggcaa
tgaacatcaa
aaaatgtaca
gagatcctca
gaactgaaga
gcacatcatt
ctgagttage
aagtgatgaa
tctttaaaat
ttgacggcat
gcccatacaa
atgtaacctt
ttacaagcta
gettectget
aaggacaatt
ctaccggaaqg
ttgagetgta
ggtttcacet
atggtgaaca
tacacegttt
tgttetactt

ctcagatcct

cagaccgeta
aaaacaagca
gtttgcgaaa
acgocatgat
ttcgtccaca
attacaaaac
agccggagat
cgaaacttet
cgatgcaaat
tacatctgac
acaaacactg
cggtgtagag
gcagttcatc
ctacgtagaa
tggctaccaa
cttcegtcaa
aaacggcget
accgctgatt
gaacggcaaa
tacgtetaac
geccgctgaac
tacttactca
tatgacaaac
gaacatcaaa
aacagttaac
cagtgtgace
acaagttgte
cgttotattag
gctttaaatg
teatetgtyge
ttgtttgtta

tccgtattta
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acacagtaca
acagtattaa
gaaacgaacc
atgetgeaaa
attaaaaata
gctgacggca
cctaaaaatg
attgacaget
gattctatce
ggaaaaatcce
acaactgeac
gattataaat
gatgaaggca
gataaaggcc
ggcgaagaat
gaaagtcaaa
ctcggtatga
gcatctaaca
tggtacctgt
gatatttaca
aaaactggcc
cacttegetg
agaggattct
ggcaagaaaa
aaataaaaac
gtgtgecttet
teaggtgtte
gtgttacatg
caccaaaaac
atatggacag
gtecttgatge

gccagtatgt

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900

3960



tctctagtgt
tactttgcat
aagcatcgtg
ttggtatttt
tttgtectate
ccaccaattt
ggttaagcct
caaggctaat
actcataaat
ttatgaattt
atttttcget
aaggattcet
cataagcatt
cegtecegtte
aaattagctt
tgaaaacaac
aattgagatg
gtaaattetg
ccgetagace
agaaagaata
agtcagttec
gaccttaaaa
tteecttttgt
gctgcgetca
attcatgcaa
tttatggcag
tctgatttte
tgcacccagt

cteteceoctta

ggttcgttgt
gtcactcaaa
tagtgttttt
gtcaccattc
tagttcaact
catattgctg
tttaaactca
ctctatattt
cetcatagag
ttttaactgg
tgagaacttyg
gatttccaca
ttcecctactg
tttocttgta
ggtttcatge
taattcagac
ggctagtcaa
ctagaccttt
tttgtgtgtt
aaaaaagata
gcagtattac
cectaaagge
ctecgaccat
cggctetgge
ggaaactacc
gtetgetatg
cagtctgacc
aaggcagegyg

tgegactect

ttttgegtga
aattttgcct
cttagtccgt
atttttatct
tggaaaatca
taagtgttta
tggtagttat
gecttgtgag
tatttgtttt
aaaagataag
gcatagtttyg
gttetegtea
atgttcatca
gggttttcaa
tecgttaagt
atacatctca
tgataattac
getggaaaac
ttttttgttt
aaaagaatag
aaaaggatgt
ttaagtagca
caggcaccetyg
agtgaatggyg
cataatacaa
tggtgctate
acttecggatt
tatcatcaac

geoat
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gccatgagaa
caaaactggt
tacgtaggta
ggttgttcte
acgtatcagt
aatctttact
tttcaagcat
ttttettttg
caaaagactt
gcaatatcte
tccactggaa
tcagetetet
tctgagcgta
tegtggggtt
catagegact
attggtctag
tagtcetttt
ttgtaaatte
atattcaagt
atcccagece
cgcaaacgcet
cectegeaag
agtegetgte
ggtaaatgge
gaaaagcccg
tgactttttg
atccegtgac

aggettaces

cgaaccattg
gagctgaatt
ggaatctgat
aagttcggtt
cgggeggect
tattggtttc
taacatgaac
tgttagttct
aacatgttece
ttcactaaaa
aatctcaaag
ggttgettta
ttggttataa
gagtagtgec
aatcgetagt
gtgattttaa
cetttgagtt
tgetagacee
ggttataatt
tgtgtataac
gtttgctect
ctegggcaaa
tttttegtga
actacaggceg
tcacgggett
ctgttcagea
aggtcattca

gtottactgt
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agatcatgct
tttgcagtta
gtaatggttg
acgagatcca
cgcttatcaa
aaaaccecatt
ttaaattcat
tttaataacc
agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgaacgata
acacagcata
tcatttgett
tcactatacc
gtgggtatct
totgtaaatt
tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tegetgaata
cattcagtte
cettttatgg
ctecagggegt
gttectgece
gactggctaa

cggategacyg

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5664
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento para la conversion de un éster de acido carboxilico de férmula (1)

R'- A - COOR? ),
seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno, -CHOH, -CHO, -COOR?, -CH2SH, -CH20R® y -CHaNH;,
seleccionandose R? del grupo que consiste en alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,
seleccionandose R® del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo, y
tratandose en el caso de A de un resto alquileno o alquenileno, lineal, no sustituido, con al menos 4, mas
preferiblemente 6, alin mas preferiblemente 8 atomos de carbono,
por medio de una célula, que comprende la etapa de
a) poner en contacto la célula con el éster de acido carboxilico en una disolucién acuosa,
tratdndose en el caso de la célula de una célula recombinante, en la que la actividad de un polipéptido que
comprende SEQ ID NO 2 o una variante del mismo, presentando la variante esencialmente la misma actividad
enzimatica del polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 y presentando la variante una homologia con SEQ ID NO 2
de al menos el 90%, esta reducida con respecto al tipo silvestre de la célula.

2.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de

b) poner en contacto la disolucion acuosa con una disolucién organica hidréfoba que comprende un intercambiador
cationico.

3.- Uso de una desactivacion de un gen que codifica para un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una
variante del mismo como parte de la dotacién genética de una célula recombinante para aumentar la produccion de
un éster de &cido carboxilico de férmula (1)

R'- A - COOR? ),
seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno, -CHOH, -CHO, -COOR?, -CH2SH, -CH20R® y -CHaNH,,
seleccionandose R? del grupo que consiste en alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

seleccionandose R® del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

tratdndose en el caso de A de un resto alquileno o alquenileno lineal, no sustituido, con al menos 4, mas
preferiblemente 6, ain mas preferiblemente 8 atomos de carbono,

y presentando la variante esencialmente la misma actividad enzimatica del polipéptido que comprende SEQ ID NO 2
y presentando la variante una homologia con SEQ ID NO 2 de al menos el 90%,

4.- Uso de una célula recombinante, en el que la actividad de un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una

variante del mismo, presentando la variante esencialmente la misma actividad enzimatica del polipéptido que

comprende SEQ ID NO 2, y presentando la variante una homologia con SEQ ID NO 2 de al menos el 90%, esta

reducida con respecto al tipo silvestre de la célula, para la conversién de un éster de acido carboxilico de formula (1)
R'- A - COOR? ),

seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno, -CH20H, -CHO, -COOR?, -CH2SH, -CH20R® y -CH2NH,,

seleccionandose R? del grupo que consiste en alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

seleccionandose R°® del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, preferiblemente metilo, etilo y propilo,

y tratdndose en el caso de A de un resto alquileno o alquenileno, lineal, no sustituido, con al menos 4, mas
preferiblemente 6, alin mas preferiblemente 8 atomos de carbono.

5.- Procedimiento o uso segun una de las reivindicaciones 1 a 4, tratandose en el caso de A de un resto alquileno
saturado, preferiblemente de un resto alquileno de férmula -(CHa),-, siendo n al menos 4.
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6.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 2, seleccionandose R' del grupo que consiste en hidrégeno,
-CH20H, -CHO y -CH2NHo>.

7.- Procedimiento o uso segun una de las reivindicaciones 1 a 6, expresando la célula ademas una transaminasa.

8.- Procedimiento o uso segun una de las reivindicaciones 1 a 7, expresando la célula ademds una alanina
deshidrogenasa.

9.- Procedimiento o uso segun una de las reivindicaciones 1 a 8, presentando la célula ademas una proteina de la
familia AlkL.

10.- Procedimiento o uso segun una de las reivindicaciones 1 a 9, presentando la célula una actividad reducida con
respecto a su tipo silvestre de al menos una enzima, que catalizada una de las reacciones de la B-oxidacién de
acidos grasos, tratdndose preferiblemente de una enzima del grupo que comprende acido graso-CoA-ligasa, acil-
CoA-deshidrogenasa, 2,4-dienoil-CoA-reductasa, enoil-CoA-hidratasa, 3-cetoacil-CoA-tiolasa, un importador de
acidos grasos o variantes de los mismos, presentando las variantes esencialmente la misma actividad enzimatica de
la &cido graso-CoA-ligasa, de la acil-CoA-deshidrogenasa, de la 2,4-dienoil-CoA-reductasa, de la enoil-CoA-
hidratasa, de la 3-cetoacil-CoA-tiolasa o del importador de acidos grasos, de manera especialmente preferible de
FadL o una variante del mismo, presentando la variante esencialmente la misma actividad enzimatica del FadL.

11.- Procedimiento o uso segun una de las reivindicaciones 1 a 10, presentando y/o sobreexpresando la célula al
menos una enzima del grupo que consiste en alcano hidroxilasa, alcohol deshidrogenasa, transaminasa, alanina
deshidrogenasa y una proteina de la familia AlkL en forma recombinante.

12.- Procedimiento o uso segun una de las reivindicaciones 1 a 11, estando reducida la actividad de un polipéptido

que comprende SEQ ID NO 2 o una variante del mismo con respecto al tipo silvestre de la célula mediante la
desactivacion de un gen que codifica para un polipéptido que comprende SEQ ID NO 2 o una variante del mismo.
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