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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para producir hidrocarburos

La presente invencion se refiere a métodos de produccion de un alcano o alqueno a partir de una célula huésped
modificada genéticamente.

Antecedentes de la invencion

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

El petréleo es un recurso valioso, aunque los productos del petréleo se desarrollan a considerables costes, tanto
financieros como medioambientales. En primer lugar, deben descubrirse fuentes de petrdleo. La exploracién de
petroleo es una empresa cara y arriesgada. El coste de exploracién de pozos de aguas profundas puede exceder los
100 millones de délares. Ademas, no hay ninguna garantia de que estos pozos contengan petréleo. Se estima que
sblo el 40% de los pozos perforados conducen a pozos productores que generan hidrocarburos comerciales.
Ademas del coste econémico, la exploracién de petrdleo conlleva un alto coste medioambiental. Por ejemplo, la
exploracién mar adentro altera los entornos marinos circundantes.

Tras descubrirse un pozo productor, el petréleo debe extraerse de la tierra con gran coste. Durante la recuperacion
primaria, la presion natural subterranea es suficiente para extraer aproximadamente el 20% del petroleo en el pozo.
A medida que esta presion natural desciende, se emplean métodos de recuperacién secundarios, si son
economicos. Generalmente, la recuperacién secundaria implica aumentar la presion del pozo mediante, por ejemplo,
inyeccion de agua, inyeccion de gas natural o levantamiento por gas. Usando métodos de recuperacion secundarios,
se recupera de un 5% a un 15% adicional de petrdleo. Una vez que se agotan los métodos de recuperacion
secundarios, pueden usarse métodos de recuperacion terciarios, si son econdomicos. Los métodos terciarios implican
reducir la viscosidad del petréleo para hacer que sea mas facil de extraer. Usando métodos de recuperacion
terciarios, se recupera de un 5% a un 15% adicional de petréleo. Por tanto, incluso en las mejoras circunstancias,
s6lo puede extraerse el 50% del petrdleo en un pozo. La extraccion de petréleo también conlleva un coste
medioambiental. Por ejemplo, la extraccion de petréleo puede dar como resultado grandes fugas de petréleo que
emerge a la superficie. Ademas, la perforacién mar adentro implica dragar el lecho marino, lo que altera o destruye
el entorno marino circundante.

Puesto que los depdsitos de petréleo no se encuentran uniformemente por toda la Tierra, el petroleo debe
transportarse a lo largo de grandes distancias desde regiones productoras de petréleo hasta regiones consumidoras
de petréleo. Ademas de los costes de transporte, existe también el riesgo medioambiental de derrames de petréleo
devastadores.

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

Por tanto, el petréleo crudo debe refinarse y purificarse antes de que pueda usarse comercialmente. Debido a su alta
densidad de energia y su facil transportabilidad, la mayoria del petréleo se refina en combustibles, tales como
combustibles de transporte (por ejemplo, gasolina, diésel, combustible de aviacién, etc.), gasdleo de calefaccion, gas
licuado de petroéleo, etc.

El petréleo crudo es también una fuente primaria de materiales de partida para producir productos petroquimicos.
Las dos clases principales de materiales de partida derivados del petrdleo son olefinas de cadena corta (por
ejemplo, etileno y propileno) y compuesto aromaticos (por ejemplo, isomeros de xileno y benceno). Estos materiales
de partida se derivan de hidrocarburos de cadena mas larga en petrdleo crudo sometiéndolo a craqueo con un gasto
considerable usando una variedad de métodos, tales como craqueo catalitico, craqueo con vapor o reformacion
catalitica. Estos materiales de partida se usan para producir productos petroquimicos, que no pueden refinarse
directamente del petréleo crudo, tales como mondémeros, disolventes, detergentes o adhesivos.

Un ejemplo de un material de partida derivado de petréleo crudo es etileno. Se usa etileno para producir productos
petroquimicos, tales como polietileno, etanol, 6xido de etileno, etilenglicol, poliéster, glicol éter, etoxilato, acetato de
vinilo, 1,2-dicloroetano, tricloroetileno, tetracloroetileno, cloruro de vinilo y poli(cloruro de vinilo). Un ejemplo adicional
de un material de partida es propileno, que se usa para producir alcohol isopropilico, acrilonitrilo, polipropileno, 6xido
de propileno, propilenglicol, glicol éteres, butileno, isobutileno, 1,3-butadieno, elastomeros sintéticos, poliolefinas,
alfa-olefinas, alcoholes grasos, éacido acrilico, polimeros acrilicos, cloruro de alilo, epiclorohidrina y resinas
epoxidicas.
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Estos productos petroquimicos pueden usarse entonces para producir productos quimicos especializados, tales
como plasticos, resinas, fibras, elastémeros, productos farmacéuticos, lubricantes o geles. Productos quimicos
especializados particulares que pueden producirse a partir de materiales de partida petroquimicos son: acidos
grasos, hidrocarburos (por ejemplo, de cadena larga, de cadena ramificada, saturados, insaturados, etc.), alcoholes
grasos, ésteres, aldehidos grasos, cetonas, lubricantes, etc.

Los productos quimicos especializados tienen muchos usos comerciales. Los acidos grasos se usan comercialmente
como tensioactivos, por ejemplo, en detergentes y jabones. También pueden usarse como aditivos en combustibles,
aceites lubricantes, pinturas, lacas, velas, aceite para ensaladas, mantequilla, cosméticos y emulsionantes. Ademas,
los acidos grasos se usan como activadores aceleradores en productos de caucho. Los acidos grasos también
pueden usarse como materia prima para producir ésteres metilicos, amidas, aminas, cloruros de acido, anhidridos,
dimeros de ceteno, y peroxiacidos y ésteres.

Los hidrocarburos tienen muchos usos comerciales. Por ejemplo, se usan alcanos de cadena mas corta como
combustibles. El metano y el etano son los principales constituyentes del gas natural. Se usan alcanos de cadena
mas larga (por ejemplo, de desde cinco hasta dieciséis carbonos) como combustibles de transporte (por ejemplo,
gasolina, diésel o combustible de aviacién). Los alcanos que tienen mas de dieciséis atomos de carbono son
componentes importantes de gasdleos y aceites lubricantes. Pueden usarse alcanos incluso mas largos, que son
sélidos a temperatura ambiente, por ejemplo, como cera de parafina. Los alcanos que contienen aproximadamente
treinta y cinco carbonos se encuentran en alquitran, que se usa para la pavimentaciéon de carreteras. Ademas,
pueden someterse a craqueo alcanos de cadena mas larga para producir hidrocarburos de cadena mas corta utiles
comercialmente.

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

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

Los ésteres tienen muchos usos comerciales. Por ejemplo, el biodiésel, un combustible alternativo, estda compuesto
por ésteres (por ejemplo, éster metilico de acidos grasos, ésteres etilicos de acidos grasos, etc.). Algunos ésteres de
bajo peso molecular son volatiles con un olor agradable que los hace Utiles como fragancias o agentes saborizantes.
Ademas, se usan ésteres como disolventes para lacas, pinturas y barnices. Ademas, algunas sustancias que se
producen de manera natural, tales como ceras, grasas y aceites estan compuestas por ésteres. También se usan
ésteres como agentes de ablandamiento en resinas y plasticos, plastificantes, retardadores de la llama y aditivos en
gasolina y gasoil. Ademas, pueden usarse ésteres en la fabricacién de polimeros, peliculas, materiales textiles,
colorantes y productos farmacéuticos.

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

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

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

La obtencién de estos productos quimicos especializados a partir de petréleo crudo requiere una inversion financiera
significativa asi como un gran aporte de energia. También es un proceso ineficaz porque frecuentemente los
hidrocarburos de cadena larga en petrdleo crudo se someten a craqueo para producir monémeros mas pequefos.
Estos monémeros se usan entonces como material de partida para fabricar los productos quimicos especializados
mas complejos.

Ademas de los problemas con la exploracion, la extraccion, el transporte y el refino del petréleo, el petréleo es un
recurso cada vez mas escaso y limitado. Una estimacion del consumo de petréleo mundial es de 30000 millones de
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barriles al afio. Segun algunas estimaciones, se predice que a los niveles de produccion actuales, las reservas de
petréleo mundiales podrian agotarse antes del afio 2050.

Finalmente, la combustion de combustibles a base de petréleo libera gases invernadero (por ejemplo, diéxido de
carbono) y otras formas de contaminacion del aire (por ejemplo, monéxido de carbono, didxido de azufre, etc.). A
medida que la demanda mundial de combustible aumenta, la emision de gases invernadero y otras formas de
contaminacion del aire también aumenta. La acumulacion de gases invernadero en la atmdsfera conduce a un
aumento del calentamiento global. Por tanto, ademas de dafiar el medio ambiente localmente (por ejemplo,
derrames de petrdleo, dragado de entornos marinos, etc.), la combustion del petréleo también dafia el medio
ambiente globalmente.

Debido a los desafios inherentes que plantea el petréleo, hay una necesidad de una fuente de petréleo renovable
que no necesite explorarse, extraerse, transportarse a lo largo de grandes distancias o refinarse sustancialmente
como el petréleo. Hay también una necesidad de una fuente de petréleo renovable que pueda producirse
economicamente sin crear el tipo de dafio medioambiental producido por la industria del petréleo y la combustion de
combustibles a base de petrdleo. Por motivos similares, hay también una necesidad de una fuente renovable de
productos quimicos que se derivan normalmente del petréleo. La entrada de la base de datos UniProt Q54764 da a
conocer una secuencia polipeptidica idéntica en el 100% a la presente SEQ ID NO: 2. Fehler et al. (Biochemistry
(1970), Vol. 9, n. ° 2, pags. 418-22) describen la biosintesis de hidrocarburos, en particular alcanos, en Anabaena
variabilis, y el analisis de espectrometria de masas de los mismos. El documento WO 2007/136762 se refiere a la
produccién de derivados de acidos grasos, incluyendo la produccién de alcanos y alquenos, en organismos
modificados genéticamente, incluyendo E. coli modificado genéticamente. Phung et al. (Abstracts of the General
Meeting of the American Society for Microbiology, 1 de enero de 1995, pag. 524, Abstract H-182-ISSN: 1060-2011)
describen la identificaciéon y secuenciacién de cuatro polipéptidos implicados en las etapas iniciales de la biosintesis
de acidos grasos en Synechococcus sp., concretamente la proteina transportadora de biotina carboxilo (BCCP), una
biotina carboxilasa, la subunidad alfa de carboxiltransferasa, y una beta-cetoaciltransferasa. Ladygina et al. (Process
Biochemistry (2006), Vol. 41, n. ° 5, pags. 1359-5113) estan revisando la biosintesis microbiana de hidrocarburos.

Sumario de la invencion

La invencién se basa, al menos en parte, en la identificacion de genes de cianobacterias que codifican para
polipéptidos de biosintesis de hidrocarburos. La invencion se define por las reivindicaciones. En particular, la
invencion proporciona un método de produccién de un alcano o alqueno a partir de una célula huésped modificada
genéticamente, comprendiendo el método: (a) transformar una célula huésped para que se exprese introduciendo (i)
un polinucledtido de biosintesis de aldehidos que codifica para un polipéptido de biosintesis de aldehidos, y (ii) un
polinucleétido de biosintesis de alcanos y alquenos que codifica para un polipéptido de biosintesis de alcanos y
alquenos; y (b) cultivar dicha célula huésped modificada genéticamente en un medio de cultivo que contiene una
fuente de carbono en condiciones eficaces para producir un alcano o alqueno en el medio de cultivo, en el que dicho
polipéptido de biosintesis de aldehidos tiene actividad acil-ACP reductasa y procede de una cianobacteria, y en el
que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos y alquenos tiene actividad descarbonilasa y procede de una
cianobacteria. En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende producir en una célula huésped un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34 6 36, o una variante del mismo, y aislar el hidrocarburo de la célula huésped.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el
85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%,
al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al
menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al
menos aproximadamente el 99% con SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2,
4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36 con una o mas substituciones, adiciones, inserciones o
deleciones de aminoacido. El polipéptido tiene actividad descarbonilasa y procede de una cianobacteria. Todavia en
otras realizaciones de la divulgacion, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6,
8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36, con una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas.
Por ejemplo, el polipéptido comprende una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos conservativas:
reemplazo de un aminodcido alifatico, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro aminoacido alifatico;
reemplazo de una serina por una treonina; reemplazo de una treonina por una serina; reemplazo de un residuo
acido, tal como &cido aspartico y acido glutamico, por otro residuo acido; reemplazo de un residuo que lleva un
grupo amida, tal como asparagina y glutamina, por otro residuo que lleva un grupo amida; intercambio de un residuo
basico, tal como lisina y arginina, por otro residuo basico; y reemplazo de un residuo aromatico, tal como fenilalanina
y tirosina, por otro residuo aromatico. En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido tiene
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, o mas sustituciones, adiciones,
inserciones o deleciones de aminoacidos. El polipéptido tiene actividad descarbonilasa y procede de una
cianobacteria.
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En ofras realizaciones de la divulgacion, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de: (i) SEQ ID NO:
37 0 SEQ ID NO: 38 0 SEQ ID NO: 39; o (ii) SEQ ID NO: 40 y una cualquiera de (a) SEQ ID NO: 37, (b) SEQ ID NO:
38, y (c) SEQ ID NO: 39; o (iii) SEQ ID NO: 41 0 SEQ ID NO: 42 0 SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44. El polipéptido
tiene actividad descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende expresar en una célula huésped un polinucleétido
que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente
el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el
85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%,
al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al
menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98% o al
menos aproximadamente el 99% SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. En
algunas realizaciones de la divulgacion, la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19,
21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende ademas aislar el
hidrocarburo de la célula huésped.

En otras realizaciones de la divulgacion, la secuencia de nucledtidos hibrida con un complemento de SEQ ID NO: 1,
3,5, 7,9 11,13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35, o con un fragmento del mismo, por ejemplo, en
condiciones de baja rigurosidad, rigurosidad media, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad.

En otras realizaciones de la divulgacion, la secuencia de nucleétidos codifica para un polipéptido que comprende: (i)
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36; o (ii) la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36 con una o
mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacidos. En algunas realizaciones de la divulgacién,
el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34 6 36 con una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas. El polipéptido tiene actividad
descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

En otras realizaciones de la divulgacion, la secuencia de nucledétidos codifica para un polipéptido que tiene la misma
actividad biolégica que un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO:
1,3,5,7,9,11,13,15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35 o un fragmento de la misma. En otras realizaciones de
la divulgacion, la secuencia de nucleétidos hibrida con un complemento de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35 o con un fragmento del mismo, por ejemplo, en condiciones de baja rigurosidad,
rigurosidad media, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad. La actividad bioldgica es actividad descarbonilasa y el
polipéptido codificado procede de una cianobacteria.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende transformar una célula huésped con un vector
recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% con SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21,
23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. En algunas realizaciones de la divulgacion, el vector recombinante comprende ademas
un promotor operativamente unido a la secuencia de nucleétidos. En algunas realizaciones de la divulgacion, el
promotor es un promotor regulado por el desarrollo, uno especifico de organulo, uno especifico de tejido, uno
inducible, uno constitutivo o uno especifico de célula. En realizaciones particulares de la divulgacioén, el vector
recombinante comprende al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en (a) una secuencia
reguladora acoplada operativamente a la secuencia de nucledtidos; (b) un marcador de seleccién acoplado
operativamente a la secuencia de nucleétidos; (c) una secuencia de marcador acoplada operativamente a la
secuencia de nucledtidos; (d) un resto de purificacion acoplado operativamente a la secuencia de nucleétidos; (e)
una secuencia de secrecion acoplada operativamente a la secuencia de nucleétidos; y (f) una secuencia de
direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia de nucleétidos. En determinadas realizaciones de la
divulgacion, la secuencia de nucleétidos se incorpora de manera estable en el ADN gendmico de la célula huésped,
y la expresién de la secuencia de nucledtidos esta bajo el control de una regién promotora regulada.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

En algunas realizaciones, los alcanos y alquenos se secretan de la célula huésped.

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

En algunas realizaciones de la divulgacion, el sustrato de derivado de acido graso es un sustrato de derivado de
acido graso insaturado, un sustrato de derivado de acido graso monoinsaturado o un sustrato de derivado de acido
graso saturado. En otras realizaciones, el sustrato de derivado de acido graso es un sustrato de derivado de acido
graso de cadena lineal, un sustrato de derivado de acido graso de cadena ramificada o un sustrato de derivado de
acido graso que incluye un resto ciclico.

En determinadas realizaciones de los aspectos descritos en el presente documento, el hidrocarburo producido es un
alcano. En algunas realizaciones, el alcano es un alcano C3-Czs. Por ejemplo, el alcano es un alcano Cs, C4, Cs, Ce,
C7, Cs, Cg, C1o, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, Czo, Cz1, sz, Czs, C24 (0] C25. En algunas realizaciones, el
alcano es tridecano, metiltridecano, nonadecano, metilnonadecano, heptadecano, metilheptadecano, pentadecano o
metilpentadecano.

En algunas realizaciones, el alcano es un alcano de cadena lineal, un alcano de cadena ramificada o un alcano
ciclico.

En determinadas realizaciones, el método comprende ademas cultivar la célula huésped en presencia de un
derivado de acido graso saturado, y el hidrocarburo producido es un alcano. En determinadas realizaciones, el
derivado de &cido graso saturado es un sustrato derivado de &acido graso Ce-Cas. Por ejemplo, el sustrato derivado
de &cido graso es un sustrato derivado de acido graso Cs, C7, cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C1s, Cio,
Co0, C21, Co2, Co23, Co4, Co5 0 Cp6. En realizaciones particulares, el sustrato derivado de &cido graso es 2-
metilicosanal, icosanal, octadecanal, tetradecanal, 2-metiloctadecanal, estearaldehido o palmitaldehido.

En algunas realizaciones, el método incluye ademas aislar el alcano de la célula huésped o del medio de cultivo. En
otras realizaciones de la divulgacion, el método incluye ademas someter el alcano a craqueo o refino.

En determinadas realizaciones de los aspectos descritos en el presente documento, el hidrocarburo producido es un
alqueno. En algunas realizaciones de la divulgacion, el alqueno es un alqueno C3-Czs. Por ejemplo, el alqueno es un
alqueno Cs, C4, Cs, Cg, C7, Cg, Co, C1o, C11, C12, C13, C1a, C15, C1e, C17, C1s, C19, C20, C21, C22, C23, C24 0 Co2s. En
algunas realizaciones, el alqueno es pentadeceno, heptadeceno, metilpentadeceno o metilheptadeceno.

En algunas realizaciones, el alqueno es un alqueno de cadena lineal, un alqueno de cadena ramificada o un alqueno
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ciclico.

En determinadas realizaciones, el método comprende ademas cultivar la célula huésped en presencia de un
derivado de acido graso insaturado, y el hidrocarburo producido es un alqueno. En determinadas realizaciones, el
derivado de &cido graso insaturado es un sustrato derivado de acido graso Ce-Cgs. Por ejemplo, el sustrato derivado
de acido graso es un sustrato derivado de acido graso insaturado Cs, C7, Cs, Co, C1o, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C11,
C1s, C19, Co0, C21, C22, Ca3, Cos, C25 0 Co6. En realizaciones particulares, el sustrato derivado de acido graso es
octadecenal, hexadecenal, metilhexadecenal o metiloctadecenal.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un microorganismo modificado genéticamente que
comprende una secuencia de control exdgena incorporada de manera estable en el ADN gendmico del
microorganismo. En una realizacién, la secuencia de control se integra en el sentido de 5’ de un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el
70% con SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. En algunos aspectos, la
secuencia de nucleétidos tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% con SEQ ID
NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. En algunos aspectos, la secuencia de
nucledtidos es SEQ ID NO: 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el microorganismo expresa un nivel aumentado de un hidrocarburo en
relacién con una cianobacteria silvestre.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un método de preparacion de un hidrocarburo,
comprendiendo el método cultivar un microorganismo modificado genéticamente descrito en el presente documento
en condiciones adecuadas para la expresion génica, y aislar el hidrocarburo.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido (i) tiene una identidad de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36, o una
variante de la misma; (ii) se codifica por una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos el 70%
con SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35, o una variante de la misma; (iii)
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37, 38 6 39; (iv) comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 40 y una cualquiera de (a) SEQ ID NO: 37, (b) SEQ ID NO: 38 y (c) SEQ ID NO: 39; o (v) es SEQ ID
NO: 41, 42, 43 6 44. El polipéptido tiene actividad descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido tiene una identidad de al menos aproximadamente el 80%,
al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al
menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% con SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36. En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido se codifica por una secuencia de nucleétidos que tiene una
identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% con SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21,
23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido se codifica por una secuencia
de nucledtidos que tiene SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35.

En algunas realizaciones, el sustrato biolégico es un derivado de acido graso, una acil-ACP, un acido graso, una
acil-CoA, un aldehido graso, un alcohol graso, o un éster graso.

En algunas realizaciones, el sustrato es un derivado de acido graso saturado, y el hidrocarburo es un alcano, por
ejemplo, un alcano C3-Czs. Por ejemplo, el alcano es un alcano Cs, C4, Cs, Cs, C7, Cg, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C1s5,
C16, C17, C1s, C1g, Ca0, C21, C22, Ca3, Casa 0 Cas. En algunas realizaciones, el alcano es tridecano, metiltridecano,
nonadecano, metilnonadecano, heptadecano, metilheptadecano, pentadecano o metilpentadecano.

En algunas realizaciones, el alcano es un alcano de cadena lineal, un alcano de cadena ramificada o un alcano
ciclico.

En algunas realizaciones, el derivado de &acido graso saturado es 2-metilicosanal, icosanal, octadecanal,
tetradecanal, 2-metiloctadecanal, estearaldehido o palmitaldehido.
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En otras realizaciones de la divulgacioén, el sustrato biolégico es un derivado de acido graso insaturado, y el
hidrocarburo es un alqueno, por ejemplo, un alqueno C3-Czs. Por ejemplo, el alqueno es un alqueno Cs, C4, Cs, Ce,
C7, Cs, Cg, C1o, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, Czo, Cz1, sz, Czs, C24 (0] C25. En algunas realizaciones, el
alqueno es pentadeceno, heptadeceno, metilpentadeceno o metilheptadeceno.

En algunas realizaciones, el alqueno es un alqueno de cadena lineal, un alqueno de cadena ramificada o un alqueno
ciclico.

En algunas realizaciones, el derivado de acido graso insaturado es octadecenal, hexadecenal, metilhexadecenal o
metiloctadecenal.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un hidrocarburo producido mediante cualquiera de los
métodos o microorganismos descritos en el presente documento. El hidrocarburo puede ser un alcano o un alqueno
que tiene una §"°C de aproximadamente -15,4 o mayor. Por ejemplo, el alcano o alqueno tiene una §"°C de
aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10,9, por ejemplo, de aproximadamente -13,92 a aproximadamente
-13,84. El alcano o alqueno puede tener una fu 4C de al menos aproximadamente 1,003. Por ejemplo, el alcano o
alqueno tiene una fM *C de al menos aproximadamente 1,01 o al menos aproximadamente 1,5. El alcano o alqueno
puede tener una fu''C de aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un biocombustible que incluye un hidrocarburo producido
mediante cualquiera de los métodos o microorganismos descritos en el presente documento. El hidrocarburo puede
ser un alcano o alqueno que tiene una 5'°C de aproximadamente -15,4 o mayor. Por ejemplo, el alcano o alqueno
tiene una 5'°C de aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10, 9 por ejemplo, de aproximadamente -13,92 a
aproximadamente -13,84. El alcano o alqueno puede tener una fu'‘C de al menos aproximadamente 1,003. Por
ejemplo, el alcano o alqueno tlene una fu'*C de al menos aproximadamente 1,01 o al menos aproximadamente 1,5.
El alcano o alqueno tiene una fu''C de aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124. El biocombustible es
diésel, gasolina, o combustible para motores a reaccion.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un acido nucleico aislado que consiste en no mas de
aproximadamente 500 nucledtidos de SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. El
acido nucleico puede consistir en no mas de aproximadamente 300 nucleétidos, no més de aproximadamente 350
nucleotidos, no mas de aproximadamente 400 nucledtidos, no mas de aproximadamente 450 nucledtidos, no mas de
aproximadamente 550 nucledtidos, no mas de aproximadamente 600 nucleétidos, o no mas de aproximadamente
650 nucledtidos, de SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. El acido nucleico
codifica para un polipéptido que tiene actividad descarbonilasa y que procede de una cianobacteria.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un acido nucleico aislado que consiste en no mas de
aproximadamente el 99%, no mas de aproximadamente el 98%, no mas de aproximadamente el 97%, no mas de
aproximadamente el 96%, no mas de aproximadamente el 95%, no mas de aproximadamente el 94%, no mas de
aproximadamente el 93%, no mas de aproximadamente el 92%, no mas de aproximadamente el 91%, no mas de
aproximadamente el 90%, no mas de aproximadamente el 85%, o no mas de aproximadamente el 80% de los
nucleétidos de SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. El 4cido nucleico codifica
para un polipéptido que tiene actividad descarbonilasa y que procede de una cianobacteria.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un polipéptido aislado que consiste en no mas de
aproximadamente 200, no mas de aproximadamente 175, no mas de aproximadamente 150, o no mas de
aproximadamente 100 de los aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34
6 36. El polipéptido tiene actividad descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un polipéptido aislado que consiste en no mas de
aproximadamente el 99%, no mas de aproximadamente el 98%, no mas de aproximadamente el 97%, no mas de
aproximadamente el 96%, no mas de aproximadamente el 95%, no mas de aproximadamente el 94%, no mas de
aproximadamente el 93%, no mas de aproximadamente el 92%, no mas de aproximadamente el 91%, no mas de
aproximadamente el 90%, no mas de aproximadamente el 85%, o no mas de aproximadamente el 80% de los
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36. El polipéptido tiene
actividad descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

Definiciones

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

Los numeros de registro a los que se hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos de
NCBI (National Center for Biotechnology Information) mantenida por el National Institute of Health, EE.UU. A menos
que se indique lo contrario, los nimeros de registro son tal como se proporcionan en la base de datos de abril de
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20009.

Los numeros EC se establecen por el Nomenclature Committee de la International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (NC-IUBMB) (disponible en http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Los numeros EC a los
que se hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos KEGG Ligand, mantenida por la
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomics, subvencionada en parte por la Universidad de Tokio. A menos que se
indique lo contrario, los nimeros EC son tal como se proporcionan en la base de datos en marzo de 2008.

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

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

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

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

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido de biosintesis de aldehidos” es un polipéptido que forma
parte de la ruta de biosintesis de un aldehido. Tales polipéptidos pueden actuar sobre un sustrato biolégico para
producir un aldehido. El polipéptido de biosintesis de aldehidos tiene actividad reductasa y procede de una
cianobacteria.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido de biosintesis de alcanos” es un polipéptido que forma
parte de la ruta de biosintesis de un alcano. Tales polipéptidos pueden actuar sobre un sustrato biolégico para
producir un alcano. El polipéptido de biosintesis de alcanos tiene actividad descarbonilasa y procede de una
cianobacteria.

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

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido de biosintesis de alquenos” es un polipéptido que forma
parte de la ruta de biosintesis de un alqueno. Tales polipéptidos pueden actuar sobre un sustrato biolégico para
producir un alqueno. El polipéptido de biosintesis de alquenos tiene actividad descarbonilasa y procede de una
cianobacteria.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “biodiésel” significa un biocombustible que puede ser un
sustituto de diésel, que se deriva de petrdleo. Puede usarse biodiésel en motores diésel de combustién interna o
bien en forma pura, que se denomina biodiésel “no mezclado”, o bien como mezcla en cualquier concentracion con
diésel a base de petréleo. Biodiésel puede incluir ésteres o hidrocarburos, tales como aldehidos y alcanos.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “biomasa” se refiere a una fuente de carbono derivada de
material biol6gico. La biomasa puede convertirse en un biocombustible. Una fuente de biomasa a modo de ejemplo
es materia vegetal. Por ejemplo puede usarse maiz, cafia de azucar o césped como biomasa. Otro ejemplo no
limitativo de biomasa es materia animal, por ejemplo estiércol de vaca. La biomasa también incluye productos de
desecho procedentes de la industria, agricultura, silvicultura y desechos domésticos. Ejemplos de tales productos de
desecho que pueden usarse como biomasa son desechos de fermentacion, paja, madera, aguas residuales, basura
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y restos de comida. La biomasa también incluye fuentes de carbono, tales como hidratos de carbono (por ejemplo,
monosacaridos, disacaridos o polisacaridos).

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “fuente de carbono” se refiere a un sustrato o compuesto
adecuado para usarse como fuente de carbono para el crecimiento de células procariotas o eucariotas simples. Las
fuentes de carbono pueden estar en diversas formas, incluyendo, pero sin limitarse a polimeros, hidratos de
carbono, acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, aminoéacidos, péptidos y gases (por ejemplo, CO y COy). Estas
incluyen, por ejemplo, diversos monosacaridos, tales como glucosa, fructosa, manosa y galactosa; oligosacaridos,
tales como fructo-oligosacarido y galacto-oligosacarido; polisacaridos tales como xilosa y arabinosa; disacaridos,
tales como sacarosa, maltosa y turanosa; material celuldsico, tal como metilcelulosa y carboximetilcelulosa de sodio;
ésteres de acidos grasos saturados o insaturados, tales como succinato, lactato y acetato; alcoholes, tales como
etanol, 0 mezclas de los mismos. La fuente de carbono también puede ser un producto de fotosintesis, incluyendo,
pero sin limitarse a, glucosa. Una fuente de carbono preferida es biomasa. Otra fuente de carbono preferida es
glucosa.

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

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “punto de turbidez de un fluido” significa la temperatura a la
que los sdlidos disueltos ya no son completamente solubles. Por debajo de esta temperatura, los sélidos empiezan a
precipitar como una segunda fase dando al fluido una apariencia turbia. En la industria petrolera, el punto de turbidez
se refiere a la temperatura por debajo de la cual un material solidificado u otro hidrocarburo pesado cristaliza para
dar un aceite crudo, aceite refinado o combustible para formar una apariencia turbia. La presencia de materiales
solidificados influye en el comportamiento de flujo del fluido, la tendencia del fluido a obstruir los filtros de
combustible, inyectores, etc., la acumulacion de materiales solidificados sobre superficies frias (por ejemplo,
incrustacién de una tuberia o un intercambiador de calor) y las caracteristicas de emulsion del fluido con agua.

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

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

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

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

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

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

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

Los ejemplos no limitativos de éster sintasas son cera sintasas, cera-éster sintasas, acil CoA:alcohol transacilasas,
aciltransferasas y acil graso-coenzima A:alcohol graso aciltransferasas. Las éster sintasas a modo de ejemplo se
clasifican en el numero de clasificacion de enzimas EC 2.3.1.75. En la figura 40 se proporcionan nimeros de registro
de GenBank a modo de ejemplo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido graso” significa un acido carboxilico que tiene la
férmula RCOOH. R representa un grupo alifatico, preferiblemente un grupo alquilo. R puede comprender entre
aproximadamente 4 y aproximadamente 22 atomos de carbono. Los acidos grasos pueden estar saturados,
monoinsaturados o poliinsaturados. En una realizacion preferida, el acido graso se prepara a partir de una ruta de
biosintesis de acidos grasos.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzimas de derivado de acido graso” significa todas las
enzimas que pueden expresarse 0 sobreexpresarse en la produccion de derivados de acido graso. Estas enzimas se
denominan colectivamente en el presente documento enzimas de derivado de acido graso. Estas enzimas pueden
ser parte de la ruta de biosintesis de acidos grasos. Los ejemplos no limitativos de enzimas de derivado de acido
graso incluyen acido graso sintasas, tioesterasas, acil-CoA sintasas, acil-CoA reductasas, alcohol deshidrogenasas,
alcohol aciltransferasas, acil-CoA reductasa que forma alcohol graso, éster sintasas, polipéptidos de biosintesis de
aldehidos y polipéptidos de biosintesis de alcanos. Las enzimas de derivado de acido graso convierten un sustrato
en un derivado de acido graso. En algunos ejemplos, el sustrato puede ser un derivado de acido graso que la
enzima de derivado de acido graso convierte en un derivado de acido graso diferente.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “éster graso” significa un éster. En una realizacion preferida,
un éster graso es cualquier éster compuesto por un acido graso, por ejemplo un éster de acido graso. En una
realizacién, un éster graso contiene un lado A (es decir, la cadena de carbono unida al oxigeno del carboxilato) y un
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lado B (es decir, la cadena de carbono que comprende el carboxilato original). En una realizacion preferida, cuando
el éster graso se deriva de la ruta de biosintesis de acidos grasos, al lado A contribuye un alcohol, y al lado B
contribuye un acido graso. Puede usarse cualquier alcohol para formar el lado A de los ésteres grasos. Por ejemplo,
el alcohol puede derivarse de la ruta de biosintesis de acidos grasos. Alternativamente, el alcohol puede producirse
a través de rutas de biosintesis que no son de acidos grasos. Ademas, el alcohol puede proporcionarse de manera
exogena. Por ejemplo, el alcohol puede suministrarse en el caldo de fermentacion en casos en los que el éster graso
se produce por un microorganismo. Alternativamente, puede suministrarse de manera exdégena un acido carboxilico,
tal como un acido graso o acido acético, en casos en los que el éster graso se produce por un microorganismo que
también puede producir alcohol.

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

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

Tras activarse el acido graso, puede transferirse facilmente a un nucledfilo receptor. Nucledfilos a modo de ejemplo
son alcoholes, tioles o fosfatos.

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

Tal como se usa en el presente documento, “fraccion de carbono moderno” o “fiy” tiene el mismo significado que el
definido por el National Institute of Standards and Technology (NIST), Standard Reference Materials (SRM) 4990B y
4990C, conocido como patrones de acidos oxalicos HOxI y HOxII, respectivamente. La definicion fundamental se
refiere a 0,95 veces la razon de isétopos “C/"?C de HOXI (en referencia a AD 1950). Esto es aproximadamente
equivalente a madera anterior a la revolucion industrial corregida para la descomposicion. Para la biosfera viva
actual (material vegetal), fu es de aproximadamente 1,1.

Pueden realizarse calculos de “homologia” entre dos secuencias tal como sigue. Las secuencias se alinean con
fines de comparacion 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en uno o ambos de una primera y una
segunda secuencia de aminoacidos o acido nucleico para el alineamiento 6ptimo y puede no tenerse en cuenta las
secuencias no homélogas con fines de comparacion). En una realizacion preferida, la longitud de una secuencia de
referencia que se alinea con fines de comparacion es de al menos aproximadamente el 30%, preferiblemente al
menos aproximadamente del 40%, mas preferiblemente al menos aproximadamente del 50%, incluso mas
preferiblemente al menos aproximadamente del 60%, e incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente del
70%, al menos aproximadamente del 80%, al menos aproximadamente del 90% o aproximadamente del 100% de la
longitud de la secuencia de referencia. Entonces se comparan los residuos de aminoacido o nucleétidos en las
posiciones de aminoacido o posiciones de nucledtido correspondientes. Cuando una posicion en la primera
secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicién correspondiente en la
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicién (tal como se usa en el presente
documento, “identidad” de aminoacido o acido nucleico es equivalente a “homologia” de aminoacido o acido
nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del niumero de posiciones idénticas
que comparten las secuencias, teniendo en cuenta el nUmero de huecos y la longitud de cada hueco, que es
necesario introducir para el alineamiento éptimo de las dos secuencias.

La comparacién de secuencias y la determinacidén del porcentaje de homologia entre dos secuencias pueden
lograrse usando un algoritmo matematico. En una realizaciéon preferida, el porcentaje de homologia entre dos
secuencias de aminoacidos se determina usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970), J. Mol. Biol. 48:444
453, que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG, usando o bien una matriz Blossum
62 o bien una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,56
6. Aun en otra realizacion preferida, el porcentaje de homologia entre dos secuencias de nucleétidos se determina
usando el programa GAP en el paquete de software GCG, usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco
de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. Un conjunto particularmente preferido de parametros
(y el que deberia usarse si el técnico no esta seguro de qué parametros deben aplicarse para determinar si una
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molécula esta dentro de una limitacion de homologia de las reivindicaciones) son la matriz de puntuacién Blossum
62 con una penalizaciéon de hueco de 12, una penalizacion de extension de hueco de 4 y una penalizaciéon de hueco
de desplazamiento de marco de 5.

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

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

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

Tal como se usa en el presente documento, el “nivel de expresiéon de un gen en una célula” se refiere al nivel de
ARNmMm, transcripto(s) incipiente(s) pre-ARNm, productos intermedios de procesamiento de transcriptos, ARNm
maduro(s) y productos de degradacion codificados por el gen en la célula.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico” se refiere a polinucledtidos, tales como acido
desoxirribonucleico (ADN) y, cuando sea apropiado, acido ribonucleico (ARN). El término también incluye analogos
de cualquiera de ARN o ADN preparados a partir de analogos de nucledtidos, y tal como puede aplicarse a la
realizacion que esta describiéndose, polinucleétidos mono (sentido o antisentido) y bicatenarios, EST, cromosomas,
ADNc, ARNm y ARNr.

Tal como se usa en el presente documento, el término “operativamente unido” significa que una secuencia de
nucleotidos seleccionada (por ejemplo, que codifica para un polipéptido descrito en el presente documento) esta en
proximidad con un promotor para permitir que el promotor regule la expresion de la secuencia de nucleétidos
seleccionada. Ademas, el promotor se localiza en el sentido de 5’ de la secuencia de nucledtidos seleccionada en
cuanto al sentido de transcripcidn y traduccion. Por “operativamente unido” quiere decirse que una secuencia de
nucleotidos y una(s) secuencia(s) reguladora(s) estan conectadas de tal manera como para permitir la expresion
génica cuando las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas activadoras de la transcripcidén) se unen a la(s)
secuencia(s) reguladora(s).

“

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

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

Tal como se usa en el presente documento, “coeficiente de reparto” o “P”, se define como la concentracién en
equilibrio de un compuesto en una fase organica dividida entre la concentracion en equilibrio en una fase acuosa
(por ejemplo, caldo de fermentacién). En una realizacién de un sistema bifasico descrita en el presente documento,
la fase organica se forma mediante el aldehido o alcano durante el procedimiento de produccién. Sin embargo, en
algunos ejemplos, puede proporcionarse una fase organica, tal como proporcionando una fase de octano, para
facilitar la separacioén del producto. Cuando se describe un sistema de dos fases, las caracteristicas de reparto de un
compuesto pueden describirse como logP. Por ejemplo, un compuesto con un logP de 1 se repartira 10:1 en la fase
organica. Un compuesto con un logP de -1 se repartira 1:10 en la fase organica. Eligiendo un caldo de fermentacién
y una fase organica apropiados, un aldehido o alcano con un valor de logP alto puede separarse en la fase organica
incluso a concentraciones muy bajas en el recipiente de fermentacion.

U

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

» o«

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

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

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

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

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

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

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

Tal como se usa en el presente documento, una “variante” de polipéptido X se refiere a un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de polipéptido X en la que uno o mas residuos de aminoacido estan alterados. La
variante puede tener cambios conservativos o cambios no conservativos. Puede encontrarse orientacion en la
determinacién de qué residuos de aminoacido pueden sustituirse, insertarse o delecionarse sin afectar a la actividad
biolégica usando programas informaticos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, el software LASERGENE
(DNASTAR).
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El término “variante”, cuando se usa en el contexto de una secuencia de polinucleétido, puede abarcar una
secuencia de polinucleétido relacionada con la de un gen o la secuencia codificante del mismo. Esta definicién
también puede incluir, por ejemplo, variantes “alélicas”, “de corte y empalme”, “de especies” o “polimorficas”. Una
variante de corte y empalme puede tener identidad significativa con respecto a un polinucleétido de referencia, pero
generalmente tendra un numero mayor o menor de polinucleétidos debido al corte y empalme alternativo de exones
durante el procesamiento de ARNm. El polipéptido correspondiente puede presentar dominios funcionales
adicionales o una ausencia de dominios. Las variantes de especies son secuencias de polinucleétido que varian de
una especie a otra. Los polipéptidos resultantes tendran generalmente identidad de aminoacido significativa unos
con respecto a otros. Una variante polimoérfica es una variacion en la secuencia de polinucleétido de un gen
particular entre individuos de una especie dada.

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

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

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

Breve descripcion de los dibujos

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

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

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

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

La figura 5A es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células silvestres de Synechocystis sp.
PCC6803. La figura 5B es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de Synechocystis sp.
PCC6803 con una delecion de los genes sl10208 y sl10209.

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

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

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

La figura 9 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Npun02004178 de
Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 5).
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La figura 10 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y sll0208 de
Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442147) (SEQ ID NO: 3).

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

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

La figura 13 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y tll1313 de
Thermosynechococcus elongatus BP-1 con codones optimizados (NP_682103) (SEQ ID NO: 47).

La figura 14 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y CYA 0415 de
Synechococcus sp. JA-3-3Ab con codones optimizados (YP_473897) (SEQ ID NO: 48).

La figura 15 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y gll3146 de Gloeobacter
violaceus PCC7421 (NP_926092) (SEQ ID NO: 15).

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

La figura 17 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y PMMO0532 de
Prochlorococcus marinus CCMP1986 (NP_892650) (SEQ ID NO: 19).

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

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

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

La figura 21 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y cce 0778 de
Cyanothece sp. ATCC51142 (YP_001802195) (SEQ ID NO: 27).

La figura 22 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Cyan7425_0398 de
Cyanothece sp. PCC7425 (YP_002481151) (SEQ ID NO: 29).

La figura 23 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan
YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Cyan7425 2986 de
Cyanothece sp. PCC7425 (YP_002483683) (SEQ ID NO: 31).

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

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

La figura 26A es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadE lacZ::Pi«
‘tesA-fadD que expresan sll0209 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442146) (SEQ ID NO: 67). La figura 26B es
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un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadE lacZ::Py. ‘tesA-fadD que
expresan sll0209 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442146) (SEQ ID NO: 67) y sll0208 de Synechocystis sp.
PCC6803 (NP_442147) (SEQ ID NO: 3).

La figura 27A es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadD lacZ::Pirc-
‘tesA que expresan MSMEG_5739 de M. smegmatis cepa MC2 155 (YP_889972) (SEQ ID NO: 85). La figura 27B es
un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadD lacZ::Pic-teSA que expresan
MSMEG_5739 de M. smegmatis cepa MC2 155 (YP_889972) (SEQ ID NO: 85) y Npun02004178 de Nostoc
punctiforme PCC73102 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 5).

La figura 28 es una representacion grafica de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadD
lacZ::Pic-tesA que expresan MSMEG_5739 de M. smegmatis cepa MC2 155 (YP_889972) (SEQ ID NO: 85) o bien
solas o bien en combinacion con alr5283 de Nostoc sp. PCC7120 (SEQ ID NO: 7), Npun02004178 de Nostoc
punctiforme PCC73102 (SEQ ID NO: 5), PMM0532 de P. marinus CCMP1986 (SEQ ID NO: 19), gll3146 de G.
violaceus PCC7421 (SEQ ID NO: 15), RS9917_09941 de Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 23), RS9917_12945 de
Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 25) o AM1_4041 de A. marina MBIC11017 (SEQ ID NO: 9).

La figura 29A es una representacion de la estructura tridimensional de una proteina de subunidad 3 de ribonucleasa
reductasa de clase |, RNRB. La figura 29B es una representacion de la estructura tridimensional de PMT1231 de
Prochlorococcus marinus MIT9313 (NP_895059) (SEQ ID NO: 17). La figura 29C es una representacion de la
estructura tridimensional del sitio activo de PMT1231 de Prochlorococcus marinus MIT9313 (NP_895059) (SEQ ID
NO: 17).

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

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

La figura 32 representa perfiles de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando Npun02004178 de Nostoc
punctiforme PCC73102 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 6), NADPH, octadecanal y o bien (A) ferredoxina de espinaca
y ferredoxina reductasa de espinaca; (B) Npun02003626 de N. punctiforme PCC73102 (ZP_00109192) (SEQ ID NO:
88) y Npun02001001 de N. punctiforme PCC73102 (ZP_00111633) (SEQ ID NO: 90); (C) Npun02003626
(ZP_00109192) (SEQ ID NO: 88) y Npun02003530 de N. punctiforme PCC73102 (ZP_00109422) (SEQ ID NO: 92);
o bien (D) Npun02003626 (ZP_00109192) (SEQ ID NO: 88) y Npun02003123 de N. punctiforme PCC73102
(ZP_00109501) (SEQ ID NO: 94).

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

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

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

La figura 36 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos en el sobrenadante libre de células producido por células de E.
coli MG1655 AfadE en medios Che-9 que expresan YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942
(Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 65) y Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00108838) (SEQ ID
NO: 5).
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La figura 37 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan alr5283
de Nostoc sp. PCC7120 (NP_489323) (SEQ ID NO: 7) y alr5284 de Nostoc sp. PCC7120 (NP_489324) (SEQ ID NO:
81).

La figura 38 es una lista de ejemplos de homodlogos de YP_400610 de Synechococcus elongatus PCC7942
(Synpcc7942_1593) (SEQ ID NO: 1) a partir de una base de datos metagendmica.

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

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

Descripcion detallada

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

Tales genes de biosintesis de alcanos y alquenos incluyen, por ejemplo, Synpcc7942_1593 de Synechococcus
elongatus PCC7942 (SEQ ID NO: 1), sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803 (SEQ ID NO: 3), Npun02004178 de
Nostoc punctiforme PCC 73102 (SEQ ID NO: 5), alr5283 de Nostoc sp. PCC 7120 (SEQ ID NO: 7), AM1_4041 de
Acaryochloris marina MBIC11017 (SEQ ID NO: 9), 111313 de Thermosynechococcus elongatus BP-1 (SEQ ID NO:
11), CYA_0415 de Synechococcus sp. JA-3-3A (SEQ ID NO: 13), gll3146 de Gloeobacter violaceus PCC 7421 (SEQ
ID NO: 15), PM123 de Prochlorococcus marinus MIT9313 (SEQ ID NO: 17), PMM0532 de Prochlorococcus marinus
subesp. pastoris cepa CCMP1986 (SEQ ID NO: 19), PMN2A_1863 de Prochlorococcus marinus cepa NATL2A (SEQ
ID NO: 21), RS9917_09941 de Synechococcus sp. RS9917 (SEQ ID NO: 23), RS9917_12945 de Synechococcus
sp. RS9917 (SEQ ID NO: 25), cce_0778 de Cyanothece sp. ATCC51142 (SEQ ID NO: 27), Cyan7425DRAFT_1220
de Cyanothece sp. PCC7245 (SEQ ID NO: 29), cce_0778 de Cyanothece sp. PCC7245 (SEQ ID NO: 31),
YP_323043 de Anabaena variabilis ATCC29413 (Ava_2533) (SEQ ID NO: 33) e YP_170760 de Synechococcus
elongatus PCC6301 (syc0050_d) (SEQ ID NO: 35). En la tabla 1 y la figura 38 se enumeran otros genes de
biosintesis de alcanos y alquenos.

Los genes de biosintesis de aldehidos incluyen, por ejemplo, Synpcc7942_1594 de Synechococcus elongatus
PCC7942 (SEQ ID NO: 65), sll0209 de Synechocystis sp. PCC6803 (SEQ ID NO: 67), cce_1430 de Cyanothece sp.
ATCC51142 (SEQ ID NO: 69), PMMO0533 de Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa CCMP1986 (SEQ ID
NO: 71), NP_96091 de Gloeobacter violaceus PCC7421 (glI3145) (SEQ ID NO: 73), ZP_00108837 de Nostoc
punctiforme PCC73102 (Npun02004176) (SEQ ID NO: 75), YP_323044 de Anabaena variabilis ATCC29413
(Ava2534) (SEQ ID NO: 77), YP_170761 de Synechococcus elongatus PCC6301 (syc0051_d) (SEQ ID NO: 79) y
alr5284 de Nostoc sp. PCC 7120 (SEQ ID NO: 81). En la tabla 1 y la figura 39 se enumeran otros genes de
biosintesis de aldehidos.

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

Tabla 1: Homélogos de genes de biosintesis de aldehidos y alcanos en genomas de cianobacterias.

Cianobacteria N.° de registro de o N.° de registro o
gen de d; de gen de d;
biosintesis de biosintesis de
ID p ID
alcanos aldehidos
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Synechococcus elongatus PCC 7942 YP_400610 100 YP_400611 100
Synechococcus elongatus PCC 6301 YP_170760 100 YP_170761 100
Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 EDX75019 77 EDX74978 70
Arthrospira maxima CS-328 EDZ94963 78 EDZ94968 68
Lyngbya sp. PCC 8106 ZP_01619575 77 ZP_01619574 69
Nodularia spumigena CCY9414 ZP_01628096 77 ZP_01628095 70
Trichodesmium erythraeum IMS101 YP_721979 76 YP_721978 69
Microcystis aeruginosa NIES-843 YP_001660323 75 YP_001660322 | 68
Microcystis aeruginosa PCC 7806 CAO90780 74 CA090781 67
Nostoc sp. PCC 7120 NP_489323 74 NP_489324 72
Nostoc azollae 0708 EEG05692 73 EEG05693 70
Anabaena variabilis ATCC 29413 YP_323043 74 YP_323044 73
Crocosphaera watsonii WH 8501 ZP_00514700 74 ZP 00516920 67
Synechocystis sp. PCC 6803 NP_442147 72 NP_442146 68
Synechococcus sp. PCC 7335 EDX86803 73 EDX87870 67
Cyanothece sp. ATCC 51142 YP_001802195 73 YP_001802846 | 67
Cyanothece sp. CCY0110 ZP_01728578 72 ZP_01728620 68
Nostoc punctiforme PCC 73102 ZP_00108838 72 ZP_00108837 71
Acarynchloris marina MBIC11017 YP_001518340 71 YP_001518341 66
Cyanothece sp. PCC 7425 YP_002481151 71 YP_002481152 | 70
Cyanolhece sp. PCC 8801 ZP_02941459 70 ZP_02942716 69
Thermosynechococcus elongatus BP-1 NP_682103 70 NP_682102 70
Synechococcus sp. JA-2-3B’a(2-13) YP_478639 68 YP_478638 63
Synechococcus sp.RCC307 YP_001227842 67 YP_001227841 64
Synechococcus sp. WH 7803 YP_001224377 68 YP_001224378 | 65
Synechococcus sp. WH 8102 NP_897829 70 NP_897828 65
Synechococcus sp. WH 7805 ZP_01123214 68 ZP 01123215 65
Synechococcus GOM 3012 tipo A marino no cultivado ABD96376 70 ABD96375 65
Synechococcus sp. JA-3-3Ab YP_473897 68 YP_473896 62
Synechococcus GOM 306 tipo A marino no cultivado ABD96328 70 ABD96327 65
Synechococcus GOM 3M9 tipo A marino no cultivado ABD96275 68 ABD96274 65
Synechococcus sp. CC9311 YP_731193 63 YP_731192 63
Synechococcus 5B2 tipo A marino no cultivado ABB92250 69 ABB92249 64
Synechococcus sp. WH 5701 ZP_01085338 66 ZP_01085337 67
Gloeobacter violaceus PCC 7421 NP_926092 63 NP_926091 67
Synechococcus sp. RS9916 ZP_01472594 69 ZP_01472595 66
Synechococcus sp. RS9917 ZP_01079772 68 ZP_01079773 65
Synechococcus sp. CC9605 YP_381055 66 YP_381056 66
Cyanobium sp. PCC 7001 EDY39806 64 EDY38361 64
Prochlorococcus marinus cepa MIT 9303 YP_001016795 63 YP_001016797 | 66
Prochlorococcus marinus cepa MIT9313 NP_895059 63 NP_895058 65
Synechococcus sp. CC9902 YP_377637 66 YP_377636 65
Prochlorococcus marinus cepa MIT 9301 YP_001090782 62 YP_001090783 | 62
Synechococcus sp. BL107 ZP_01469468 65 ZP 01469469 65
Prochlorococcus marinus cepa AS9601 YP_001008981 62 YP_001008982 61
Prochlorococcus marinus cepa MIT9312 YP_397029 62 YP_397030 61
Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa CCMP1986 NP_892650 60 NP_892651 63
Prochlorococcus marinus cepa MIT 9211 YP_001550420 61 YP_001550421 63
Cyanothece sp. PCC 7425 YP_002483683 59 -
Prochlorococcus marinus cepa NATL2A YP_293054 59 YP_293055 62
Prochlorococcus marinus cepa NATL1A YP_001014415 59 YP_001014416 | 62
Prochlorococcus  marinus  subesp.  marinus

CCMP1375 NP_874925 59 NP_874926 64
Prochlorococcus marinus cepa MIT 9515_05961 YP_001010912 57 YP_001010913 | 63
Prochlorococcus marinus cepa MIT 9215_06131 YP_001483814 59 YP_001483815 | 62
Synechococcus sp. RS9917 ZP_01080370 43 -
Synechococcus GOM 5D20 tipo A marino no cultivado ABD96480 65

Genes de biosintesis de aldehidos, alcanos y alguenos vy variantes

Los métodos y las composiciones descritos en el presente documento incluyen, por ejemplo, genes de biosintesis de
alcanos o alquenos que tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1; 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,
25, 27, 29, 31, 33 6 35, asi como variantes de polinucleétido de los mismos. En algunos casos, el gen de biosintesis
de alcanos o alquenos codifica para uno o0 mas de los motivos de aminoacido descritos en el presente documento.
Por ejemplo, el gen de biosintesis de alcanos o alquenos puede codificar para un polipéptido que comprende SEQ
ID NO: 37, 38, 39, 41, 42, 43 6 44. El gen de biosintesis de alcanos o alquenos también puede incluir un polipéptido
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que comprende SEQ ID NO: 40 y también uno cualquiera de SEQ ID NO: 37, 38 6 39.

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

Las variantes pueden producirse de manera natural o crearse in vitro. En particular, tales variantes pueden crearse
usando técnicas de ingenieria genética, tales como mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis quimica al azar,
procedimientos de delecidon con exonucleasa lll y técnicas de clonacion convencionales. Alternativamente, tales
variantes, fragmentos, analogos o derivados pueden crearse usando procedimientos de sintesis quimica o
modificacion.

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

Por ejemplo, pueden crearse variantes usando PCR propensa a errores (véase, por ejemplo, Leung et al., Technique
1:11-15, 1989; y Caldwell et al., PCR Methods Applic. 2:28-33, 1992). En PCR propensa a errores, se realiza PCR
en condiciones en las que la fidelidad de copiado de la ADN polimerasa es baja, de manera que se obtiene una alta
tasa de mutaciones puntuales a lo largo de toda la longitud del producto de PCR. En resumen, en tales
procedimientos, se mezclan acidos nucleicos que van a mutagenizarse (por ejemplo, una secuencia de
polinucledtido de biosintesis de aldehidos o alcanos), con cebadores de PCR, tampdn de reaccion, MgClz, MnCly,
Taq polimerasa y una concentracion apropiada de dNTP para lograr una alta tasa de mutacién puntual a lo largo de
toda la longitud del producto de PCR. Por ejemplo, puede realizarse la reaccion usando 20 fmoles de acido nucleico
que va a mutarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleétido de biosintesis de aldehidos o alcanos), 30 pmoles
de cada cebador de PCR, un tampén de reaccién que comprende KCI 50 mM, Tris HCI 10 mM (pH 8,3) y gelatina al
0,01%, MgCl, 7 mM, MnCl, 0,5 mM, 5 unidades de Taq polimerasa, dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dCTP 1 mM y
dTTP 1 mM. Puede realizarse la PCR durante 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 45°C durante 1 min y 72°C durante
1 min. Sin embargo, se apreciara que estos parametros pueden variarse segin sea apropiado. Entonces se clonan
los acidos nucleicos mutagenizados en un vector apropiado y se evallan las actividades de los polipéptidos
codificados por los acidos nucleicos mutagenizados.

También pueden crearse variantes usando mutagénesis dirigida a oligonucledtidos para generar mutaciones
especificas de sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis de oligonucleétidos se describe, por
ejemplo, en Reidhaar-Olson et al, Science 241:53-57, 1988. En resumen, en tales procedimientos se sintetizan una
pluralidad de oligonucleétidos bicatenarios que portan una o mas mutaciones que van a introducirse en el ADN
clonado y se insertan en el ADN clonado que va a mutarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleétido de
biosintesis de aldehidos o alcanos). Se recuperan clones que contienen el ADN mutado, y se evallan las
actividades de los polipéptidos para los que codifican.

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

Todavia otro método de generar variantes es mutagénesis mediante PCR sexual. En la mutagénesis mediante PCR
sexual, se produce la recombinacion homologa forzada entre moléculas de ADN de secuencias de ADN diferentes,
pero altamente relacionadas, in vitro como resultado de fragmentacion al azar de la molécula de ADN basandose en
la homologia de secuencia. Esto va seguido por la fijacion del cruzamiento mediante extension del cebador en una
reaccion de PCR. La mutagénesis mediante PCR sexual se describe, por ejemplo, en Stemmer, PNAS, USA
91:10747-10751, 1994.

También pueden crearse variantes mediante mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones, se generan mutaciones
al azar en una secuencia de acido nucleico propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como una cepa de
E. coli, que porta mutaciones en una o mas de la rutas de reparacion de ADN. Tales cepas “mutadoras” tienen una
mayor tasa de mutacioén al azar que la de una cepa silvestre. La propagacién de una secuencia de ADN (por
ejemplo, una secuencia de polinucleétido de biosintesis de aldehidos o alcanos) en una de estas cepas generara
finalmente mutaciones al azar dentro del ADN. Las cepas mutadoras adecuadas para su uso para la mutagénesis in
vivo se describen, por ejemplo, en la publicacion PCT n.° WO 91/16427.
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También pueden generarse variantes usando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, se remplaza
una region pequefia de un molécula de ADN bicatenario por un “casete” de oligonucleétido sintético que difiere de la
secuencia nativa. El oligonucleé6tido a menudo contiene una secuencia nativa completa y/o parcialmente al azar.

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

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

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

Las variantes de polinucleétido también incluyen analogos de &cido nucleico. Los analogos de acido nucleico
pueden modificarse en el resto basico, resto azlcar o estructura principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, la
estabilidad, hibridacién o solubilidad del acido nucleico. Las modificaciones en el resto basico incluyen desoxiuridina
para desoxitimidina y 5-metil-2’-desoxicitidina o 5-bromo-2’-doxicitidina para desoxicitidina. Las modificaciones del
resto azucar incluyen modificacion del 2’-hidroxilo del azUcar ribosa para formar azucares 2’-O-metilo o 2’-O-alilo. La
estructura principal de fosfato de desoxirribosa puede modificarse para producir acidos morfolino-nucleicos, en los
que cada resto basico esta unido a un anillo morfolino de seis miembros, o acidos nucleicos peptidicos, en los que la
estructura principal de desoxifosfato se reemplaza por una estructura principal de pseudopéptido y se mantienen las
cuatro bases. (Véase, por ejemplo, Summerton et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. (1997) 7:187-195; e Hyrup
et al, Bioorgan. Med. Chem. (1996) 4:5-23). Ademas, la estructura principal de desoxifosfato puede remplazarse por,
por ejemplo, una estructura principal de fosforotioato o fosforoditioato, una fosforoamidita o una estructura principal
de fosfotriéster de alquilo.

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

En la figura 39 se enumeran homélogos adicionales del polipéptido de biosintesis de aldehidos Synpcc7942_1594
(SEQ ID NO: 66), y puede usarse cualquier secuencia de polinucleétido que codifique para un homoélogo enumerado
en la figura 39, o una variante del mismo, como polinucleétido de biosintesis de aldehidos en los métodos descritos
en el presente documento. En la figura 38 se enumeran homadlogos adicionales del polipéptido de biosintesis de
alcanos Synpcc7942_1593 (SEQ ID NO: 2), y puede usarse cualquier secuencia de polinucledtido que codifique
para un homoélogo enumerado en la figura 38, o una variante del mismo, como polinucleétido de biosintesis de
alcanos en los métodos descritos en el presente documento.

En determinados casos, un gen de biosintesis de aldehidos, alcanos y/o alquenos tiene los codones optimizados
para su expresion en una célula huésped particular. Por ejemplo, para la expresién en E. coli, pueden optimizarse
uno o mas codones tal como se describe en, por ejemplo, Grosjean et al., Gene 18:199-209 (1982).

Polipéptidos de biosintesis de aldehidos, alcanos y alguenos y variantes

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

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

Las variantes de polipéptidos de biosintesis de aldehidos, alcanos y alquenos pueden ser variantes en las que uno o
mas residuos de aminoacido se sustituyen por un residuo de aminoacido conservado o no conservado
(preferiblemente un residuo de aminoacido conservado). Tal residuo de aminoacido sustituido puede ser o no uno
codificado por el cédigo genético.

Las sustituciones conservativas son las que sustituyen un aminoacido dado en un polipéptido por otro aminoacido de
caracteristicas similares. Las sustituciones conservativas tipicas son los siguientes remplazos: remplazo de un
aminoacido alifatico, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro aminoacido alifatico; remplazo de una
serina por una treonina o viceversa; remplazo de un residuo &cido, tal como acido aspartico y acido glutamico, por
otro residuo acido; remplazo de un residuo que porta un grupo amida, tal como asparagina y glutamina, por otro
residuo que porta un grupo amida; intercambio de un residuo basico, tal como lisina y arginina, por otro residuo
basico; y remplazo de un residuo aromatico, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo aromatico.

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

Variantes de polipéptido adicionales son aquellas en las que aminodacidos adicionales estan fusionados con el
polipéptido, tal como una secuencia lider, una secuencia secretora, una secuencia de proproteina o una secuencia
que facilita la purificacion, el enriquecimiento o la estabilizacion del polipéptido.

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

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

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

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

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

Las variantes de polipéptido y fragmentos de las mismas pueden someterse a ensayo para determinar la actividad
productora de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos usando métodos de rutina. Por ejemplo, las
variantes de polipéptido o fragmento pueden ponerse en contacto con un sustrato (por ejemplo, un sustrato de

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 667 469 T3

derivado de acido graso u otro sustrato descrito en el presente documento) en condiciones que permiten que la
variante de polipéptido funcione. Puede medirse una disminucién en el nivel del sustrato o un aumento en el nivel de
un aldehido, alcano o alqueno para determinar la actividad productora de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos o
alquenos, respectivamente.

Anticuerpos anti-polipéptido de biosintesis de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos

Los polipéptidos de biosintesis de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos descritos en el presente
documento también pueden usarse para producir anticuerpos dirigidos frente a polipéptidos de biosintesis de
aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos. Pueden usarse tales anticuerpos, por ejemplo, para detectar la
expresion de un polipéptido de biosintesis de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos o alquenos usando métodos
conocidos en la técnica. El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal o
fragmento de unién a antigeno del mismo; un anticuerpo modificado tal como un anticuerpo quimérico, anticuerpo
reconformado, anticuerpo humanizado, o fragmento de los mismos (por ejemplo, Fab’, Fab, F(ab’)z); o un anticuerpo
biosintético, por ejemplo, un anticuerpo de cadena sencilla, anticuerpo de un solo domino (DAB), Fv, Fv de cadena
sencilla (scFv), o similares.

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

Sustratos

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

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

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

Por consiguiente, cada etapa dentro de una ruta de biosintesis que conduce a la produccién de estos sustratos
puede modificarse para producir o sobreproducir el sustrato de interés. Por ejemplo, genes conocidos implicados en
la ruta de biosintesis de acidos grasos, la ruta de aldehidos grasos y la ruta de alcoholes grasos pueden expresarse,
sobreexpresarse o0 atenuarse en células huésped para producir un sustrato deseado (véase, por ejemplo, el
documento PCT/US08/058788. En la figura 40 se proporcionan genes a modo de ejemplo.

Sintesis de sustratos

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

Pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para expresar sustratos de derivados de acidos grasos
expresando o sobreexpresando de manera recombinante uno o més genes de acetil-CoA y/o malonil-CoA sintasa.
Por ejemplo, para aumentar la produccion de acetil-CoA, puede expresarse uno o mas de los siguientes genes en
una célula huésped: pdh, panK, aceEF (que codifica para el componente de deshidrogenasa E1p y el componente
de dihidrolipoamida aciltransferasa E2p de los complejos de piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa), fabH, fabB,
fabD, fabG, acpP y fabF. Numeros de registro de GenBank a modo de ejemplo para estos genes son: pdh
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(BAB34380, AAC73227, AAC73226), panK (también conocido como coaA, AAC76952), aceEF (AAC73227,
AAC73226), fabH (AACT74175), fabD (AACT74176), fabG (AACT74177), acpP (AAC74178), fabF (AAC74179).
Adicionalmente, los niveles de expresion de fadE, gpsA, IdhA, pflb, adhE, pta, poxB, ackA ylo ackB pueden
atenuarse o desactivarse en una célula huésped modificada por ingenieria genética mediante transformacién con
plasmidos condicionalmente replicativos o no replicativos que contienen mutaciones nulas o por delecién de los
genes correspondientes o sustituyendo secuencias de promotor o potenciador. Numeros de registro de GenBank a
modo de ejemplo para estos genes son: fadE (AAC73325), gspA (AAC76632), IdhA (AAC74462), pflb (AAC73989),
adhE (AAC74323), pta (AAC75357), poxB (AAC73958), ackA (AAC75356) y ackB (BAB81430). Las células huésped
resultantes tendran niveles de produccion de acetil-CoA aumentados cuando se hacen crecer en un entorno
apropiado.

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

Ademas, inhibir PIsB puede conducir a un aumento en los niveles de acil-ACP de cadena larga, lo que inhibira las
etapas iniciales en la ruta (por ejemplo, accABCD, fabH y fabl). Puede usarse la mutacion D311E de p/sB (por
ejemplo, numero de registro AAC77011) para aumentar la cantidad de acil-CoA disponible.

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

En algunos casos, pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para expresar, sobreexpresar o
atenuar la expresion de una tioesterasa para aumentar la produccion de sustrato de &cido graso. La longitud de
cadena de un sustrato de acido graso se controla por la tioesterasa. En algunos casos, puede sobreexpresarse un
gen tes o fat. En otros casos, pueden producirse acidos grasos Cio atenuando la tioesterasa Cis (por ejemplo,
numeros de registro AAC73596 y POADA1), que usa C181-ACP, y expresando la tioesterasa Cio (por ejemplo,
ndamero de registro Q39513), que usa C10-ACP. Esto da como resultado una poblacion de acidos grasos
relativamente homogénea que tienen una longitud de la cadena de carbono de 10. Aun en otros casos, pueden
producirse acidos grasos Ci4 atenuando tioesterasas enddgenas que producen acidos grasos distintos de Cq4 y
expresando las tioesterasas, que usan C14-ACP (por ejemplo, numero de registro Q39473). En algunas situaciones,
pueden producirse acidos grasos C12 expresando tioesterasas que usan C12-ACP (por ejemplo, numero de registro
Q41635) y atenuando tioesterasas que producen acidos grasos distintos de Ci2. Puede verificarse la
sobreproduccion de acetil-CoA, malonil-CoA y acido graso usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo,
usando precursores radiactivos, HPLC y CG-EM posteriormente a la lisis celular. En la tabla 2 se enumeran
ejemplos no limitativos de tioesterasas que pueden usarse en los métodos descritos en el presente documento.

Tabla 2: tioesterasas

Nudmero de registro Organismo fuente Gen Producto producido
preferentemente
AAC73596 E. coli tesA sin secuencia Cis:1
lider
AAC73555 E. coli tesB
Q41635, AAA34215 Umbellularia california fatB Ci20
Q39513; AAC49269 Cuphea hookeriana fatB2 Cs:0-C10:0
AAC49269; AAC72881 Cuphea hookeriana fatB3 C14:0-C16:0
Q39473, AAC49151 Cinnamonum camphorum fatB Ci40
CAA85388 Arabidopsis thaliana fatB [M141 T1* Ci6:1
NP 189147; NP 193041 Arabidopsis thaliana fatA Cisg:1
CAC39106 Bradyrhiizobium japonicum fatA Cis:1
AAC72883 Cuphea hookeriana fatA Cis:1
AAL79361 Helianthus annus fatA1

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

Formacién de aldehidos ramificados, alcoholes grasos, alcanos y alquenos

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

La primera etapa en la formacion de brFA es la produccion de los a-cetodcidos correspondientes mediante una
aminoacido de cadena ramificada aminotransferasa. Las células huésped pueden incluir de manera enddégena genes
que codifican para tales enzimas o tales genes pueden introducirse de manera recombinante. E. coli, por ejemplo,
expresa de manera endégena una enzima de este tipo, lIVE (EC 2.6.1.42; registro de GenBank YP_026247). En
algunas células huésped, puede no expresarse una aminoacido de cadena ramificada aminotransferasa heteréloga.
Sin embargo, IIVE de E. coli o cualquier otra aminoacido de cadena ramificada aminotransferasa (por ejemplo, IIVE
de Lactococcus lactis (registro de GenBank AAF34406), IlvE de Pseudomonas putida (registro de GenBank
NP_745648) o IIVE de Streptomyces coelicolor (registro de GenBank NP_629657)), si no es endbgena, puede
introducirse y expresarse de manera recombinante.

La segunda etapa es la descarboxilacion oxidativa de los a-cetoacidos para dar la correspondiente acil-CoA de
cadena ramificada. Esta reaccion puede catalizarse por un complejo de o-cetoacido de cadena ramificada
deshidrogenasa (bkd; EC 1.2.4.4.) (Denoya et al., J. Bacteriol. 177:3504, 1995), que consiste en las subunidades
E1a/B (descarboxilasa), E2 (dihidrolipoil transacilasa) y E3 (dihidrolipoil deshidrogenasa). Estos complejos de a-
cetodcido de cadena ramificada deshidrogenasa son similares a complejos de piruvato y o-cetoglutarato
deshidrogenasa. Puede usarse cualquier microorganismo que presente brFA y/o crezca sobre aminoacidos de
cadena ramificada como fuente para aislar genes bkd para su expresion en células huésped, por ejemplo, E. coli.
Ademas, E. coli tiene el componente E3 como parte de su complejo de piruvato deshidrogenasa (lpd, EC 1.8.1.4,
registro de GenBank NP_414658). Por tanto, puede ser suficiente expresar sélo los genes E1 o/ y E2 bkd. La tabla
3 enumera ejemplos no limitativos de genes bkd de varios microorganismos que pueden introducirse y expresarse
de manera recombinante en una célula huésped para proporcionar precursores de acil-CoA de cadena ramificada.

Tabla 3: Genes bkd de microorganismos seleccionados

Organismo Gen N.° de registro de GenBank
Streptomyces coelicolor bkdA1 (E1a) NP_628006
bkdB1 (E1B) NP_628005
bkdC1 (E2) NP_638004
Streptomyces coelicolor bkdA2 (E1a) NP_733618
bkdB2 (E1B) NP_628019
bkdC2 (E2) NP_628018
Streptomyces avermitilis bkdA (E1a) BAC72074
bkdB (E1b) BAC72075
bkdC (E2) BAC72076
Streptomyces avermitilis bkdF (E1a) BAC72088
bkdG (E1B) BAC72089
bkdH (E2) BAC72090
Bacillus subtilis bkdAA (E1a) NP_390288
bkdAB (E1B) NP_390288
bkdB (E2) NP_390288
Pseudomonas putida bkdA1 (E1a) AAAG5614
bkdA2 (E1B) AAAB5615
bkdC (E2) AAAB5617

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

Tabla 4: Genes ccr e icm de microorganismos seleccionados

Organismo Gen N.° de registro de GenBank
Streptomyces coelicolor ccr NP_630556

icmA NP_629554

icmB NP_630904
Streptomyces cinnamonensis ccr AAD53915

icmA AAC08713

icmB AJ246005

Ademas de la expresion de los genes bkd, el inicio de la biosintesis de brFA usa proteina portadora de p-cetoacil-
acilo sintasa Il (FabH, EC 2.3.1.41) con especificidad por acil-CoA de cadena ramificada (Li et al., J. Bacteriol.
187:3795-3799, 2005). En la tabla 5 se enumeran ejemplos no limitativos de tales enzimas FabH. Pueden
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expresarse en una célula huésped genes fabH que estan implicados en la biosintesis de &cidos grasos de cualquier
microorganismo que contiene brFA. Las enzimas Bkd y FabH de células huésped que no preparan de manera
natural brFA no pueden respaldar la produccién de brFA. Por tanto, bkd y fabH pueden expresarse de manera
recombinante. Pueden insertarse vectores que contienen los genes bkd y fabH en una célula huésped de este tipo.
De manera similar, el nivel endégeno de la produccion de Bkd y FabH puede no ser suficiente para producir brFA.
En este caso, pueden sobreexpresarse. Adicionalmente, pueden expresarse o sobreexpresarse otros componentes
de la ruta de biosintesis de acidos grasos, tales como proteinas portadoras de acilo (ACP) y proteina portadora de (-
cetoacil-acilo sintasa Il (fabF, EC 2.3.1.41) (en la tabla 5 se indican ejemplos no limitativos de candidatos). Ademas
de expresar estos genes, algunos genes en la ruta de biosintesis de acidos grasos enddgena pueden atenuarse en
la célula huésped (por ejemplo, los genes de E. coli fabH (n.° de registro de GenBank NP_415609) y/o fabF (n.° de
registro de GenBank NP_415613)).

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

Organismo Gen N.° de registro de GenBank
Streptomyces coelicolor fabH1 NP 626634
ACP NP_626635
fabF NP 626636
Streptomyces avermitilis fabH3 NP_823466
fabC3 (ACP, NP_823467
fabF NP 823468
Bacillus subtilis fabH A NP 389015
fabH B NP_ 388898
ACP NP 389474
fabF NP 389016
Stenotrophomonas maltophilia SmalDRAFT 0818 (fabH) ZP 01643059
SmalDRAFT 0821 (ACP) ZP 01643063
SmalDRAFT 0822 (fabF) ZP_ 01643064
Legionella pneumophila fabH YP_123672
ACP YP_ 123675
fabF YP 123676

Formacién de aldehidos ciclicos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos

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

Tabla 6: Genes para la sintesis de CHC-CoA

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

*Solo se indica chcA como entrada en GenBank U72144, ansJKLM son segun Chen et al. (Eur. J. Biochem. 261:98-
107, 1999).
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Los genes enumerados en la tabla 5 (fabH, ACP y fabF) permiten el inicio y la elongacion de derivados de acidos
grasos o-ciclicos porque tienen una amplia especificidad de sustrato. Si la coexpresion de cualquiera de estos genes
con los genes indicados en la tabla 5 no proporciona cyFA, entonces pueden aislarse homdlogos de fabH, ACP ylo
fabF de microorganismos que fabrican cyFA (por ejemplo, los indicados en la tabla 7) (por ejemplo, usando
cebadores de PCR degenerados o sondas de secuencias de ADN heterélogas) y coexpresarse.

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

Organismo Referencia

Curtobacterium pusillum ATCC19096

Alicyclobacillus acidoterrestris ATCC49025

Alicyclobacillus acidocaldarius ATCC27009

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

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

Niveles de saturacion de aldehidos, alcoholes grasos y alquenos

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

Pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para producir acidos grasos insaturados modificando
por ingenieria genética la célula huésped para sobreexpresar fabB o haciendo crecer la célula huésped a bajas
temperaturas (por ejemplo, inferiores a 37°C). FabB tiene preferencia por cis-83-decenoil-ACP y da como resultado
la produccién de acidos grasos insaturados en E. coli. La sobreexpresion de fabB da como resultado la produccion
de un porcentaje significativo de acidos grasos insaturados (de Mendoza et al., J. Biol. Chem. 258:2098-2101, 1983).
El gen fabB puede insertarse y expresarse en células huésped que no tienen de manera natural el gen. Estos
derivados de acidos grasos insaturados pueden usarse entonces como productos intermedios en células huésped
que se modifican por ingenieria genética para producir derivados de acidos grasos, tales como aldehidos grasos,
alcoholes grasos o alquenos.

En otros casos, puede delecionarse un represor de la biosintesis de acidos grasos, por ejemplo, fabR (registro de
GenBank NP_418398), lo que también dard como resultado un aumento de la produccién de &cidos grasos
insaturados en E. coli (Zhang et al., J. Biol. Chem. 277:15558, 2002). Pueden realizarse deleciones similares en
otras células huésped. Puede lograrse un aumento adicional de derivados de acidos grasos insaturados, por
ejemplo, sobreexpresando fabM (trans-2, cis-3-decenoil-ACP isomerasa, registro de GenBank DAA05501) y
expresion controlada de fabK (trans-2-enoil-ACP reductasa I, registro de GenBank NP_357969) de Streptococcus
pneumoniae (Marrakchi et al., J. Biol. Chem. 277: 44809, 2002), mientras se deleciona fabl de E. coli (trans-2-enoil-
ACP reductasa, registro de GenBank NP_415804). En algunos ejemplos, puede atenuarse el gen fabF endégeno,
aumentando asi el porcentaje de palmitoleato (C16:1) producido.

Otros sustratos

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

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

Pueden usarse diversas células huésped para producir aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos, tal como
se describe en el presente documento. Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por
ejemplo, un polipéptido descrito en el presente documento puede expresarse en células bacterianas (tales como E.
coli), células de insecto, células de levadura o de mamifero (tales como células de ovario de hamster chino (CHO),
células COS, células VERO, células BHK, células HelLa, células Cv1, células MDCK, células 293, células 3T3 o
células PC 12). Otras células huésped a modo de ejemplo incluyen células de los miembros del género Escherichia,
Bacillus, Lactobacillus, Rhodococcus, Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium, Humicola,
Rhizomucor, Kluyveromyces, Pichia, Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes,
Chrysosporium, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces. Aun otras células huésped a
modo de ejemplo pueden ser una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una célula de Bacillus
stearothermophilus, una célula de Bacillus licheniformis, una célula de Bacillus alkalophilus, una célula de Bacillus
coagulans, una célula de Bacillus circulans, una célula de Bacillus pumilis, una célula de Bacillus thuringiensis, una
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célula de Bacillus clausii, una célula de Bacillus megaterium, una célula de Bacillus subtilis, una célula de Bacillus
amiloliquefaciens, una célula de Trichoderma koningii, una célula de Trichoderma viride, una célula de Trichoderma
reesei, una célula de Trichoderma longibrachiatum, una célula de Aspergillus awamori, una célula de Aspergillus
fumigates, una célula de Aspergillus foetidus, una célula de Aspergillus nidulans, una célula de Aspergillus niger, una
célula de Aspergillus oryzae, una célula de Humicola insolens, una célula de Humicola lanuginose, una célula de
Rhizomucor miehei, una célula de Mucor michei, una célula de Streptomyces lividans, una célula de Streptomyces
murinus o una célula de Actinomycetes.

En la tabla 1 se enumeran otros ejemplos no limitativos de células huésped.

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

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

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

Pueden disefarse vectores de expresion recombinante para la expresion de un gen que codifica para un polipéptido
de biosintesis de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos o variante en células procariotas o eucariotas
(por ejemplo, células bacterianas, tales como E. coli, células de insecto (por ejemplo, usando vectores de expresion
de baculovirus), células de levadura o células de mamifero). Se comentan adicionalmente células huésped
adecuadas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego,
Calif. (1990). Alternativamente, el vector de expresion recombinante puede transcribirse y traducirse in vitro, por
ejemplo, usando secuencias reguladoras de promotor de T7 y polimerasa de T7.

La expresién de polipéptidos en procariotas, por ejemplo, E. coli, se lleva a cabo con la mayor frecuencia con
vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de polipéptidos o bien de
fusion o bien no de fusidn. Los vectores de fusion afaden varios aminoacidos a un polipéptido codificado en los
mismos, habitualmente en el extremo amino-terminal del polipéptido recombinante. Tales vectores de fusion sirven
normalmente para tres fines: (1) aumentar la expresién del polipéptido recombinante; (2) aumentar la solubilidad del
polipéptido recombinante; y (3) ayudar en la purificacién del polipéptido recombinante actuando como ligando en la
purificacién por afinidad. Con frecuencia, en vectores de expresion de fusion, se introduce un sitio de escision
proteolitica en la union del resto de fusion y el polipéptido recombinante. Esto permite la separacién del polipéptido
recombinante del resto de fusion tras la purificacion del polipéptido de fusion. Los ejemplos de tales enzimas, y sus
secuencias de reconocimiento relacionadas, incluyen factor Xa, trombina y enterocinasa. Los vectores de expresion
de fusién a modo de ejemplo incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith et al., Gene (1988) 67:31-40), pMAL
(New England Biolabs, Beverly, Mass.) y pRITS (Pharmacia, Piscataway, N.J.), que fusionan glutation S-transferasa
(GST), proteina de unién a maltosa E o proteina A, respectivamente, al polipéptido recombinante diana.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 667 469 T3

Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli inducibles, no de fusién, incluyen pTrc (Amann et al., Gene (1988)
69:301-315) y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press,
San Diego, Calif. (1990) 60-89). La expresion génica diana a partir del vector pTrc se basa en la transcripcion de
ARN polimerasa del huésped a partir de un promotor de fusion de trp-lac hibrido. La expresién génica diana a partir
del vector pET 11d se basa en la transcripcion de un promotor de fusion de gn10-lac de T7 mediada por una ARN
polimerasa viral coexpresada (gn1 de T7). Esta polimerasa viral se suministra por cepas huésped BL21(DE3) o
HMS174(DE3) a partir de un profago A residente que aloja un gen gn1 de T7 bajo el control transcripcional del
promotor lacUV 5.

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

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

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

En aun otra realizacion, los acidos nucleicos descritos en el presente documento pueden expresarse en células de
mamifero usando un vector de expresion de mamifero. Los ejemplos de vectores de expresion de mamifero incluyen
pCDM8 (Seed, Nature (1987) 329:840) y pMT2PC (Kaufman et al., EMBO J. (1987) 6:187-195). Cuando se usan en
células de mamifero, las funciones de control del vector de expresién pueden proporcionarse por elementos
reguladores virales. Por ejemplo, los promotores comunmente usados se derivan de polioma, adenovirus 2,
citomegalovirus y virus del simio 40. Otros sistemas de expresién adecuados para células tanto procariotas como
eucariotas se describen en los capitulos 16 y 17 de Sambrook et al., eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

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

Para la transformacion estable de células bacterianas, se sabe que, dependiendo del vector de expresién y la
técnica de transformacion usados, so6lo una pequefia fraccion de células captaran y replicaran el vector de
expresion. Con el fin de identificar y seleccionar estos transformantes, puede introducirse un gen que codifica para
un marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibidticos) en las células huésped junto con el gen de
interés. Los marcadores seleccionables incluyen los que confieren resistencia a farmacos, tales como ampicilina,
canamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Pueden introducirse acidos nucleicos que codifican para un marcador
seleccionable en una célula huésped en el mismo vector que el que codifica para un polipéptido descrito en el
presente documento o pueden introducirse en un vector separado. Pueden identificarse células transfectadas de
manera estable con el acido nucleico introducido mediante selecciéon con farmaco (por ejemplo, las células que han
incorporado el gen de marcador seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células moriran).

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

En determinados métodos, se coexpresan un polipéptido de biosintesis de aldehidos y un polipéptido de biosintesis
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de alcanos o alquenos en una Unica célula huésped. En métodos alternativos, se coexpresan un polipéptido de
biosintesis de aldehidos y un polipéptido de alcohol deshidrogenasa en una Unica célula huésped.

Proteinas de transporte

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

Ejemplos no limitativos de proteinas de transporte adecuadas son proteinas de transporte de casete de union a ATP
(ABC), proteinas de eflujo y proteinas transportadoras de acidos grasos (FATP). Los ejemplos no limitativos
adicionales de proteinas de transporte adecuadas incluyen las proteinas de transporte de ABC de microorganismos
tales como Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thalania, Alkaligenes eutrophus y Rhodococcus erythropolis. En la
figura 40 se indican proteinas de transporte de ABC a modo de ejemplo que pueden usarse (por ejemplo, CERS5,
AtMRP5, AmiS2 y AtPGP1). También pueden elegirse células huésped por su capacidad endégena para secretar
hidrocarburos. La eficacia de la produccién de hidrocarburos y secreciéon en el entorno de la célula huésped (por
ejemplo, medio de cultivo, caldo de fermentacion) puede expresarse como una razon de producto intracelular con
respecto a producto extracelular. En algunos ejemplos, la razén puede ser de aproximadamente 5:1, 4:1, 3:1, 2:1,
1:1,1:2,1:3,1:4 6 1:5.

Fermentacién

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

Durante ciclos de vida celulares normales, se usa carbono en funciones celulares, tales como produccion de lipidos,
sacaridos, proteinas, acidos organicos y acidos nucleicos. Reducir la cantidad de carbono necesaria para
actividades relacionadas con el crecimiento puede aumentar la eficacia de conversiéon de la fuente de carbono en
producto. Esto puede lograrse, por ejemplo, haciendo crecer en primer lugar células huésped hasta una densidad
deseada (por ejemplo, una densidad que se alcanza al maximo de la fase de crecimiento logaritmica). En tal punto,
pueden emplearse genes de punto de control de la replicacion para detener el crecimiento de células.
Especificamente, pueden usarse mecanismos de percepcion de quorum (revisado en Camilli et al., Science
311:1113, 2006; Venturi FEMS Microbio. Rev. 30:274-291, 2006; y Reading et al., FEMS Microbiol. Lett. 254:1-11,
2006) para activar genes de punto de control, tales como p53, p217 u otros genes de punto de control.

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

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

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

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

Para la produccion a pequena escala, las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden hacerse
crecer en lotes de, por ejemplo, aproximadamente 100 ml, 500 ml, 11, 2|, 51 o0 10 I; fermentarse; e inducirse para
expresar aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos deseados basandose en los genes especificos
codificados en los plasmidos apropiados. Por ejemplo, pueden incubarse durante la noche células de E. coli
BL21(DE3) que albergan pBAD24 (con resistencia a ampicilina y la ruta de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos o
alquenos) asi como pUMVCH1 (con resistencia a kanamicina y el sistema de sobreexpresion de acetil CoA/malonil
CoA) en frascos de 2 | a 37°C agitados a > 200 rpm en 500 ml de medio LB complementado con ampicilina 75 pug/ml
y kanamicina 50 pg/ml hasta que los cultivos alcanzan una DOeggo > 0,8. Tras lograr una DOeoo > 0,8, las células
pueden complementarse con propionato de sodio 25 mM (pH 8,0) para activar los sistemas de genes modificados
por ingenieria genética para la produccion y para detener la proliferacion celular activando las proteinas UmuC y
UmuD. La induccién puede realizarse durante 6 h a 30°C. Tras la incubacién, los medios pueden examinarse para
detectar aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos usando CG-EM.

Para la produccion a gran escala, las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden hacerse crecer en
lotes de aproximadamente 10 I, 100 I, 1000 | o mas; fermentarse; e inducirse para expresar aldehidos, alcoholes
grasos, alcanos y/o alquenos deseados basandose en los genes especificos codificados en los pldsmidos
apropiados Por ejemplo, pueden incubarse células de E. coli BL21(DE3) que albergan pBAD24 (con resistencia a
ampicilina y la ruta de sintesis de aldehidos y/o alcanos) asi como pUMVC1 (con resistencia a kanamicina y el
sistema de sobreexpresion de acetil-CoA/malonil-CoA) a partir de un cultivo simiente de 500 ml para fermentaciones
de 101 (5 | para fermentaciones de 100 |, etc.) en medios LB (libres de glicerol) con kanamicina 50 ug/ml y ampicilina
75 ug/ml a 37°C, y agitarse a > 200 rpm hasta que los cultivos alcanzan una DOego > 0,8 (normalmente 16 h).
Pueden complementarse de manera continua los medios para mantener propionato de sodio 25 mM (pH 8,0) para
activar los sistemas de genes modificados por ingenieria genética para la produccion y para detener la proliferaciéon
celular activando las proteinas umuC y umuD. Los medios pueden complementarse de manera continua con glucosa
para mantener una concentracion de 25 g/100 ml.

Tras la primera hora de induccién, pueden retirarse alicuotas de no més del 10% del volumen celular total cada hora
y permitir que se asienten sin agitacion para permitir que los aldehidos, alcanos y/o alquenos suban a la superficie y
experimenten una separacion de fases espontanea. El componente de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o
alquenos puede recogerse entonces, y devolverse la fase acuosa a la camara de reaccion. La camara de reaccién
puede hacerse funcionar de manera continua. Cuando la DOggo desciende por debajo de 0,6, las células pueden
reemplazarse por un nuevo lote hecho crecer a partir de un cultivo simiente.

Produccion de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos usando métodos libres de células

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

Procesamiento tras la produccion

Los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos producidos durante la fermentacion pueden separarse de los
medios de fermentacién. Puede usarse cualquier técnica conocida para separar aldehidos, alcoholes grasos,
alcanos y/o alquenos de medios acuosos. Un procedimiento de separacién a modo de ejemplo es un procedimiento
de separacion de dos fases (bifasico). Este procedimiento implica fermentar las células huésped modificadas por
ingenieria genética en condiciones suficientes para producir aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos,
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permitir que los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos se recojan en una fase organica y separar la fase
organica del caldo de fermentaciéon acuoso. Este método puede ponerse en practica en entornos de fermentacion
tanto continuos como discontinuos.

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

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

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

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

Composiciones de combustible y composiciones de productos quimicos especializados

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

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

Los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos y los biocombustibles, productos quimicos especializados y
mezclas asociados pueden distinguirse de sus homdlogos derivados de manera petroquimica basandose en c (fm)
y la huella de carbono isotépico doble. En algunos ejemplos, el aldehido, alcohol graso, alcano y/o alqueno en la
composicion de biocombustible pueden tener una fraccion de carbono moderno (fu 14C) de, por ejemplo, al menos
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aproximadamente 1,003, 1,010 6 1,5.

En algunos ejemplos, puede prepararse una composicion de biocombustible que incluye aldehidos, alcoholes
grasos, alcanos y/o alquenos que tienen §'°C de desde aproximadamente -15,4 hasta aproximadamente -10,9, en
donde los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos representan al menos aproximadamente el 85% del
material de fuentes bioldgicas (es decir, derivados de un recurso renovable, tal como biomasa, materiales
celuldsicos y azucares) en la composicion.

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

Se usan aditivos para combustibles para potenciar el rendimiento de un combustible o motor. Por ejemplo, pueden
usarse aditivos para combustibles para alterar el punto de congelacion/gelificacion, el punto de turbidez, la
lubricidad, la viscosidad, la estabilidad oxidativa, la calidad de ignicién, el nivel de octanos y/o el punto de
inflamacién. En los Estados Unidos, todos los aditivos para combustibles deben registrarse en la Environmental
Protection Agency. Los nombres de aditivos para combustibles y las empresas que venden los aditivos para
combustibles estan disponibles publicamente poniéndose en contacto con la EPA o consultando la pagina web de la
agencia. Un experto habitual en la técnica apreciard que los biocombustibles a base de aldehidos y/o alcanos
descritos en el presente documento pueden mezclarse con uno o mas aditivos para combustibles para conferir una
calidad deseada.

Los biocombustibles a base de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos descritos en el presente
documento pueden mezclarse con otros combustibles, tales como diversos alcoholes, tales como etanol y butanol, y
productos derivados de petréleo, tales como gasolina, diésel o combustible para motores a reaccion.

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

Ejemplos

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

Ejemplo 1. Deteccidn y verificaciéon de biosintesis de alcanos en cianobacterias seleccionadas

Se seleccionaron siete cianobacterias, cuyas secuencias gendmicas completas estan disponibles publicamente,
para la verificacion y/o la deteccion de biosintesis de alcanos: Synechococcus elongatus PCC7942, Synechococcus
elongatus PCC6301, Anabaena variabilis ATCC29413, Synechocystis sp. PCC6803, Nostoc punctiforme PCC73102,
Gloeobacter violaceus ATCC 29082 y Prochlorococcus marinus CCMP 1986. Sdlo se habia notificado previamente
que las primeras tres cepas de cianobacterias de esta lista contenian alcanos (Han et al., . Am. Chem. Soc.
91:5156-5159 (1969); Fehler et al., Biochem. 9:418-422 (1970)). Se hicieron crecer las cepas de manera
fotoautdtrofa en frascos con agitacion en 100 ml de los medios apropiados (enumerados en la tabla 8) durante 3-7
dias a 30°C a una intensidad luminosa de aproximadamente 3.500 lux. Se extrajeron las células para la deteccion de
alcanos tal como sigue: se centrifugaron células de un volumen de cultivo de 1 ml durante 1 min a 13.000 rpm, se
resuspendieron los sedimentos celulares en metanol, se agitaron con vortex durante 1 min y luego se sonicaron
durante 30 min. Tras la centrifugacion durante 3 min a 13.000 rpm, se transfirieron los sobrenadantes a viales
nuevos y se analizaron mediante CG-EM. Se analizaron las muestras o bien en una columna capilar DP-5 de 30 m
(diametro interno de 0,25 mm) o bien en una columna capilar DP-5 de 30 m a alta temperatura (diametro interno de
0,25 mm) usando el siguiente método.

Tras una inyeccion sin dividir de 1 pl (temperatura de entrada mantenida a 300°C) en la columna de CG/EM, se
mantuvo el horno a 100°C durante 3 min. Se aumentd la temperatura hasta 320°C a una velocidad de 20°C/min. Se
mantuvo el horno a 320°C durante 5 min adicionales. La velocidad de flujo del gas helio portador fue de 1,3 ml/min.
La EM de cuadrupolo explor6 desde 50 hasta 550 m/z. Se compararon los patrones de fragmentacion y tiempos de
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retencién de los picos de producto con referencias auténticas para confirmar la identidad del pico.

De las siete cepas, seis producian principalmente heptadecano y una producia pentadecano (P. marinus
CCMP1986); una de estas cepas producia metil-heptadecano ademas de heptadecano (A. variabilis ATCC29413)
(véase la tabla 8). Por tanto, se verific la biosintesis de alcanos en tres cianobacterias notificadas anteriormente y
se detect6 la biosintesis de alcanos en cuatro cianobacterias que no se sabia previamente que producian alcanos:
P. marinus CCMP1986 (véase la figura 1), N. punctiforme PCC73102 (véase la figura 2), G. violaceus ATCC 29082
(véase la figura 3) y Synechocystis sp. PCC6803 (véase la figura 4).

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

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

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

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

Tabla 8: Hidrocarburos detectados en las cianobacterias seleccionadas

Cianobacteria ndela | Genoma Medio Alcanos
ATCC

notificados verificados”
Synechococcus elongatus PCC7942 27144 2,7 Mb BG-11 C17:0 C17:0, C15:0
Synechococcus elongatus PCC6301 33912 2,7 Mb BG-11 C17:0 C17:0, C15:0
Anabaena variabilis 29413 6,4 Mb BG-11 C17:0.7-u 8- C17:0, Me-

Me-C17:0 C17:.0
Synechocystis sp. PCC6803 27184 3,5 Mb BG-11 - C17:0, C15:0
Prochlorococcus marinus - 1,7 Mb - - C15:0
CCMP1986'
Nostoc punctiforme PCC73102 29133 9,0 Mb ATCC819 - C17:0
Gloeobacter violaceus 29082 4,6 Mb BG11 - C17:0
" las células para la extraccion fueron un obsequio de Jacob Waldbauer (MIT)
“ el hidrocarburo principal esta en negrita

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

Tabla 9: Genes de cianobacterias productoras de alcanos

Id del gen Etiqueta de locus Registro de Nombre Longitud COG Pfam InterPro Notas
objeto Genbank del gen
637800026 | Synpcc7942_1593 | YP_400610 proteina 231 aa pfam02915 IPR0O09078 rubreritina de tipo
hipotética IPR003251 ferritina/ribonucleétido
reductasa
637800027 | Synpcc7942_1594 | YP_400611 proteina 341 aa C0OG5322 | pfam00106 IPR000408 deshidrogenasa
hipotética IPR016040 prevista
IPR002198 deshidrogenasa de
cadena corta de unién
a NAD(P)

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

biosintesis de alcanos

Se delecionaron los genes que codifican para la supuesta descarbonilasa (sll0208; NP_442147) (SEQ ID NO: 3) y la
enzima generadora de aldehidos (sll0209; NP_442146) (SEQ ID NO: 67) de Synechocystis sp. PCC6803 tal como
sigue. Se amplificé aproximadamente 1 kb de ADN flanqueante en el sentido de 3’ y de 5’ usando el cebador
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sl0208/9-KO1 (CGCGGATCCCTTGATTCTACTGCGGCGAGT) con el cebador sll0208/9-KO2
(CACGCACCTAGGTTCACACTCCCATGGTATAACAGGGGCGTTGGACTCCTGTG) y el cebador sll0208/9-KO3
(GTTATACCATGGGAGTGTGAACCTAGGTGCGTGGCCGACAGGATAGGGCGTGT) con el cebador sll0208/9-KO4
(CGCGGATCCAACGCATCCTCACTAGTCGGG), respectivamente. Se usaron los productos de PCR en una PCR
cruzada con los cebadores sll0208/9-KO1 vy sll0208/9-KO4 para amplificar el casete de delecion de
aproximadamente 2 kb de sll0208/s110209, que se clond en el sitio BamHI del vector de clonacién pUC19. Entonces
se amplificd un casete de resistencia a kanamicina (aph, KanR) a partir del plasmido pRL27 (Larsen et al., Arch.
Microbiol. 178:193 (2002)) usando los cebadores Kan-aph-F
(CATGCCATGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTG) Kan-aph-R
(CTAGTCTAGAGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGAA), que se cortod luego con Nceol y Xbal y se clond en los sitios Ncol
y Avrll del casete de delecién de sll0208/sl10209, creando un casete de delecion de sll0208/sl110209 con insercion de
KanR en pUC19. El vector que contenia el casete, que no se replica en cianobacterias, se transformé en
Synechocystis sp. PCC6803 (Zang et al., 2007, J. Microbiol., vol. 45, pags. 241) y se seleccionaron transformantes
(por ejemplo, integrantes cromosdmicos mediante recombinacién homodloga doble) en placas de agar BG-11 que
contenian kanamicina 100 ug/ml en un incubador equipado con luz a 30°C. Las colonas resistentes a kanamicina
volvieron a sembrarse en estrias una vez y luego se sometieron a andlisis genotipico usando PCR con cebadores de
diagnostico.

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

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

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

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

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

Ejemplo 4. Produccion de aldehidos grasos y alcoholes grasos en E. coli a través de la expresion heteréloga de
cce 1430 de Cyanothece sp. ATCC51142

Se amplific6 el ADN gendémico que codifica para cce_1430 de Cyanothece sp. ATCC51142 (YP_001802846;
supuesta enzima generadora de aldehidos) (SEQ ID NO: 69) y se cloné en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80
(derivado de pCL1920) bajo el control del promotor Pyc. Se transformé el constructo resultante en E. coli MG1655 y
se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 con glucosa al 1% (p/v) como fuente de carbono y
complementado con espectinomicina 100 ug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se
analizaron mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 7, las células de E. coli transformadas con el vector que portaba cce_1430 de
Cyanothece sp. ATCC51142 produjeron los siguientes aldehidos grasos y alcoholes grasos: hexadecanal,
octadecenal, tetradecenol, hexadecenol, hexadecanol y octadecenol. Este resultado indica que cce 1430 de
ATCC51142 (i) genera aldehidos in vivo como posibles sustratos para la descarbonilacién y (ii) puede reducir acil-
ACP como sustratos, que son la forma mas abundante de &cidos grasos activados en células de E. coli silvestres.
Por tanto, esta enzima también es una acil-ACP reductasa.

Ejemplo 5. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresién heterdloga del orf1594 de
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Synechococcus elongatus PCC7942 y el orf1593 de Synechococcus elongatus PCC7942

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

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

Ejemplo 6. Produccion de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresién heterdloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102

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

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

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

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

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

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

Se amplific6 el ADN gendmico que codifica para alr5283 de Nostoc sp. PCC7210 (NP_489323; supuesta
descarbonilasa) (SEQ ID NO: 7) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el
control del promotor Py.. Se contransformd el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y
se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y
carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-
EM tal como se describe en el ejemplo 1.

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

Ejemplo 9. Producciéon de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresién heteréloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y AM1 4041 de Acaryochloris marina MBIC11017

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

Tal como se muestra en la figura 12, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCR7942_1594 de S. elongatus y AM1_4041 de A. marina MBIC11017 produjeron los mismos aldehidos grasos y
alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno. Este
resultado indica que AM1_4041 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y octadecenal en
tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso
descarbonilasa activa.

Ejemplo 10. Producciéon de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresion heterdloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y tll1313 de Thermosynechococcus elongatus BP-1

Se realizd la optimizacion de codones del ADN gendmico que codifica para tll1313 de Thermosynechococcus
elongatus BP-1 (NP_682103; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 11) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO:
47), se sintetizé y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del
promotor Pyc. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron
crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina
100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como
se describe en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 13, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCC7942_1594 de S. elongatus y 1111313 de T. elongatus BP-1 produjeron los mismos aldehidos grasos y alcoholes
grasos que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que tll1313 en E. coli
convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido
graso descarbonilasa activa.

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

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

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

Ejemplo 12. Produccion de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresion heterdloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y gll3146 de Gloeobacter violaceus PCC7421

Se amplificé el ADN gendmico que codifica para glI3146 de Gloeobacter violaceus PCC7421 (NP_926092; supuesta
descarbonilasa) (SEQ ID NO: 15) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo
el control del promotor Pyc. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655
y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 ug/ml y
carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-
EM tal como se describe en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 15, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCC7942_1594 de S. elongatus y gli3146 de G. violaceus PCC7421 produjeron los mismos aldehidos grasos y
alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que gll3146
en E. coli convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una
aldehido graso descarbonilasa activa.

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

Se realiz6 la optimizacion de codones del ADN gendmico que codifica para PMT1231 de Prochlorococcus marinus
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MIT9313 (NP_895059; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 17) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO: 49), se
sintetizd y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pyc.
Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las
células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se
cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describe en
el ejemplo 26.

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

Ejemplo 14. Producciéon de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresion heterdloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y PMMO0532 de Prochlorococcus marinus CCMP 1986

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

Tal como se muestra en la figura 17, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCC7942_1594 de S. elongatus y PMMO0532 de P. marinus CCMP1986 produjeron los mismos aldehidos grasos y
alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que
PMMO0532 en E. coli convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por
tanto es una aldehido graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 15. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresion heterdloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y PMN2A 1863 de Prochlorococcus marinus NATL2A

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

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

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

Se realiz6 la optimizacion de codones del ADN gendmico que codifica para RS9917_09941 de Synechococcus sp.
RS9917 (ZP_01079772; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 23) para su expresién en E. coli (SEQ ID NO: 52),
se sintetizo y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor
Pic. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las
células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se
cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describe en
el ejemplo 26.

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

Ejemplo 17. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresion heterdloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y RS9917 12945 de Synechococcus sp. RS9917

Se realiz6 la optimizacion de codones del ADN gendmico que codifica para RS9917_12945 de Synechococcus sp.
RS9917 (ZP_01080370; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 25) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO: 53),
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se sintetizo y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor
Pic. Se contransformo el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las
células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se
cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describe en
el ejemplo 26.

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

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

Se sintetizd el ADN gendémico que codifica para cce_0778 de Cyanothece sp. ATCC51142 (YP_001802195;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 27) y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pi.. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 26.

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

Ejemplo 19. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresion heterdloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y Cyan7425 0398 de Cyanothece sp. PCC7425

Se sintetizé6 el ADN gendmico que codifica para Cyan7425_0398 de Cyanothece sp. PCC7425 (YP_002481151;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 29) y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pyc. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 22, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCC7942_1594 de S. elongatus y Cyan7425 0398 de Cyanothece sp. PCC7425 produjeron los mismos aldehidos
grasos Yy alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno.
Este resultado indica que Cyan7425 0398 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y
octadecenal en tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido
graso descarbonilasa activa.

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

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

Tal como se muestra en la figura 23, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCC7942_1594 de S. elongatus y Cyan7425 2986 de Cyanothece sp. PCC7425 produjeron los mismos aldehidos
grasos y alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno.
Este resultado indica que Cyan7425 2986 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y
octadecenal en tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido
graso descarbonilasa activa.

Ejemplo 21. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresion heteréloga de PMM0533 de
Prochlorococcus marinus CCMP1986 y PMMO0532 de Prochlorococcus marinus CCMP 1986

Se amplificé el ADN gendmico que codifica para PMM0533 de P. marinus CCMP1986 (NP_892651; supuesta
enzima generadora de aldehidos) (SEQ ID NO: 71) y PMMO0532 de Prochlorococcus marinus CCMP1986
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(NP_892650; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 19) y se clond en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80 y en
los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183, respectivamente. Se transformaron y se contransformaron por separado los
constructos resultantes en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9
complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron
como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 24A, las células de E. coli transformadas sélo con el vector que portaba PMM0533
de P. marinus CCMP1986 no produjeron ningun aldehido graso ni alcohol graso. Sin embargo, las células de E. coli
cotransformadas con los vectores que portaban PMM0533 y PMMO0532 produjeron hexadecanol, pentadecano y
heptadeceno (figura 24B). Este resultado indica que PMMO0533 sélo proporciona sustratos de aldehidos grasos para
la reaccion de descarbonilacidon cuando interacciona con una descarbonilasa, tal como PMM0532.

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

Se sintetizd el ADN gendmico que codifica para AM1_4041 de Acaryochloris marina MBIC11017 (YP_001518340;
supuesta aldehido graso descarbonilasa) (SEQ ID NO: 9) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183
(derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pyc.. Se contransformé el constructo resultante con OP80-
PCC7942_1594 en E. coli MG1655 AfadE lacZ::Py.'tesA-fadD. Esta cepa expresa una version citoplasmatica de la
tioesterasa de E. coli, ‘TesA, y la acil-CoA sintetasa de E. coli, FadD, bajo el control del promotor Py, y por tanto
produce acil graso-CoA. Se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con
espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y
se analizaron mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 1.

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

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

Se sintetizé el ADN gendmico que codifica para sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442147; supuesta
aldehido graso descarbonilasa) (SEQ ID NO: 3) y se clon6 en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pyc. Se sintetizé el ADN gendémico que codifica para sll0209 de Synechocystis
sp. PCC6803 (NP_442146; acil-ACP reductasa) (SEQ ID NO: 67) y se clono en los sitios Ncol y EcoRI del vector
OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor Py.. Se cotransformaron los constructos resultantes en E.
coli MG1655 AfadE lacZ::Pyc'tesA-fadD. Esta cepa expresa una version citoplasmatica de la tioesterasa de E. coli,
‘TesA, y la acil-CoA sintetasa de E. coli, FadD, bajo el control del promotor Py, y por tanto produce acil graso-CoA.
Se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y
carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-
EM tal como se describe en el ejemplo 26.

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

Ejemplo 24. Produccién de alcanos y alquenos en una cepa de E. coli productora de aldehidos grasos a través de la
expresion heteréloga de Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 y varios de sus homdlogos

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

Tal como se muestra en la figura 27, estas células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 y MSMEG_5739 de M. smegmatis cepa MC2 155 produjeron
tridecano, pentadeceno y pentadecano. Este resultado indica que Npun02004178 en E. coli convierte tetradecanal,
hexadecenal y hexadecanal proporcionados por la &cido carboxilico reductasa MSMEG_5739 en tridecano,
pentadeceno y pentadecano. Tal como se muestra en la figura 28, en la misma configuracién experimental, las
siguientes aldehido graso descarbonilasas también convirtieron aldehidos grasos proporcionados por MSMEG_5739
en los alcanos correspondientes cuando se expresaban en E. coli MG1655 AfadD lacZ::Pyc-tesA: alr5283 de Nostoc
sp. PCC7210 (SEQ ID NO: 7), PMMO0532 de P. marinus CCMP1986 (SEQ ID NO: 19), gll3146 de G. violaceus
PCC7421 (SEQ ID NO: 15), RS9917_09941 de Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 23), RS9917_12945 de
Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 25) y AM1_4041 de A. marina MBIC11017 (SEQ ID NO: 9).

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

Tal como se comenta en el ejemplo 13, la proteina hipotética PMT1231 de Prochlorococcus marinus MIT9313 (SEQ
ID NO: 18) es una aldehido graso descarbonilasa activa. Basandose en la estructura tridimensional de PMT1231,
que esta disponible a una resolucion de 1,8 A (pdb20C5A) (véase la figura 29B), las aldehido graso descarbonilasas
de cianobacterias tienen similitud estructural con proteinas de di-hierro no hemo, en particular con las proteinas de
subunidad B de ribonucleasa reductasa de clase I, RNRp (Stubbe y Riggs-Gelasco, TIBS 1998, vol. 23., pags. 438)
(véase la figura 29A). La RNRp de clase la e Ib contiene un radical tirosilo diférrico que media en la actividad
catalitica de RNRa (reduccion de ribonucledtidos para dar desoxirribonucleétidos). En RNRp de E. coli, esta tirosina
esta en la posicién 122 y en proximidad estrecha a una de las moléculas de hierro del sitio activo. La alineacién
estructural mostré6 que PMT1231 contenia una fenilalanina en la misma posicion que la tyr122 de RNRp, lo que
sugiere un mecanismo catalitico diferente para las aldehido graso descarbonilasas de cianobacterias. Sin embargo,
una alineaciéon de todas las descarbonilasas mostré que dos residuos de tirosina estaban completamente
conservados en todas las secuencias, tyr135 y tyr138 con respecto a PMT1231, estando tyr135 en proximidad
estrecha (5,5 A) a una de las moléculas de hierro del sitio activo (véase la figura 29C). Para examinar si cualquiera
de los dos residuos de tirosina conservados esta implicado en el mecanismo catalitico de las aldehido graso
descarbonilasas de cianobacterias, se reemplazaron estos residuos por fenilalanina en Npun02004178 (tyr123 y
tyr126) tal como sigue.

Se clon6 el ADN gendémico que codifica para el ORF1594 de S. elongatus PCC7942 (SEQ ID NO: 65) en los sitios
Ncol y EcoRI del vector OP-80 (derivado de pCL1920) bajo el control del promotor Py.. También se cloné el ADN
gendémico que codifica para Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 (SEQ ID NO: 5) en los sitios Ndel y Xhol
del vector OP-183 (derivado de pACYC177) bajo el control del promotor Py.. Se usé este ultimo constructo como
molde para introducir una mutacion en las posiciones 123 y 126 de la proteina descarbonilasa, cambiando las
tirosinas por fenilalaninas usando los cebadores gttttgcgatcgcagcatttaacatttacatccecgttgccgacg y
gttttgcgatcgcagcatataacattttcatccccgttgccgacg, respectivamente. Entonces se transformaron los constructos
resultantes en E. coli MG1655. Se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con
glucosa al 1% (p/v) y espectinomicina y carbenicilina 100 ug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el
ejemplo 3.

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

Ejemplo 26: Caracterizacién bioguimica de Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102

Se clond el ADN gendmico que codifica para Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 (SEQ ID NO: 5) en los
sitios Ndel y Xhol del vector pET-15b bajo el control del promotor de T7. La proteina Npun02004178 resultante
contenia una cola de His N-terminal. Se transformé una cepa de E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen) con el plasmido
mediante técnicas de transformacion quimica de rutina. Se llevé a cabo la expresion de proteinas inoculando en
primer lugar una colonia de la cepa de E. coli en 5 ml de medios LB complementados con 100 mg/l de carbenicilina y
se agité durante la noche a 37°C para producir un cultivo inicial. Estos cultivos iniciales se usaron para inocular 0,5 |
de medios LB complementados con 100 mg/l de carbenicilina. Se agité el cultivo a 37°C hasta que se alcanzd un
valor de DOgoo de 0,8, y entonces se afiadio IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Entonces se agit6 el
cultivo al 37°C durante aproximadamente 3 h adicionales. Entonces se centrifugd el cultivo a 3.700 rpm durante
20 min a 4°C. Entonces se resuspendi6 el sedimento en 10 ml de tampén que contenia tampén fosfato de sodio
100 mM a pH 7,2 complementado con Bacterial ProteaseArrest (GBiosciences). Entonces se sonicaron las células a
12 W en hielo durante 9 s con 1,5 s de sonicacion seguido por 1,5 s de descanso. Se repitié este procedimiento 5
veces con intervalos de un min entre cada ciclo de sonicacion. Se centrifugo el extracto libre de células a 10.000 rpm
durante 30 min a 4°C. Se afadieron 5 ml de Ni-NTA (Qiagen) al sobrenadante y se agité suavemente la mezcla a
4°C. Se hizo pasar la suspension sobre una columna eliminando la resina del lisado. Entonces se lavo la resina con
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30 ml de tampoén que contenia tampdn fosfato de sodio 100 mM a pH 7,2 mas imidazol 30 mM. Finalmente, se eluyd
la proteina con 10 ml de tampdn fosfato de sodio 100 mM a pH 7,2 mas imidazol 250 mM. Se dializé la disolucién de
proteina con 200 volumenes de tampon fosfato de sodio 100 mM a pH 7,2 con glicerol al 20%. Se determiné la
concentracién de proteina usando el ensayo de Bradford (Biorad). Se obtuvieron 5,6 mg/ml de la proteina
Npun02004178.

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

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

Tal como se muestra en la figura 31, se observé conversion in vitro de octadecanal en heptadecano en presencia de
Npun02004178. La descarbonilaciéon enzimatica de octadecanal mediante Npun02004178 fue dependiente de la
adicion de ferredoxina reductasa de espinaca, ferredoxina y NADPH.

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

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

Ejemplo 27. Caracterizacion bioquimica de orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942

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

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

Tal como se muestra en la figura 33, PCC7942_orf1594 pudo redu0|r octadecanoﬂ CoA para dar octadecanal. La
actividad reductasa requirié cationes divalentes tales como Mg , Mn®* o Fe* y NADPH como donador de
electrones. EI NADH no soport6 la actividad reductasa. PCC7942_orf1594 también pudo reducir octadecenoil-CoA y
octadecenoil-ACP para dar octadecenal. Se determinaron los valores de K, para la reduccién de octadecanoil-CoA,
octadecenoil-CoA y octadecenoil-ACP en presencia de NADPH 2 mM como 45 + 20 uM, 82 £+ 22 uM y 7,8 + 2 uM,
respectivamente. Estos resultados demuestran que PCC7942_orf1594, in vitro, reduce tanto acil-CoA como acil-ACP
y que la enzima tiene aparentemente una afinidad superior por acil-ACP en comparacion con acil-CoA. Se determiné
el valor de Ky, para NADPH en presencia de octadecanoil-CoA 0,5 mM para PCC7942_orf1594 como 400 + 80 uM.

A continuacion, se examind la transferencia de hidruro estereoespecifica desde el NADPH hasta un aldehido graso
catalizada por PCC7942_orf1594. Se preparé deutero-NADPH segun el siguiente protocolo. Se afiadieron 5 mg de
NADP" y 3,6 mg de D-glucosa-1-d a 2,5 ml de tampdn fosfato de sodio 50 mM (pH 7,0). Se inici6 la produccién
enzimatica de NADPH marcado mediante la adicién de 5 unldades de glucosa deshidrogenasa de o bien Bacillus
megaterium (USB Corporatlon) para la produccion de R-(4- H)NADPH 0 bien Thermoplasma acidophilum (Sigma)
para la produccion de S-(4- H)NADPH Se incubd la reaccion durante 15 min a 37°C, se filtré en centrifuga usando
un filtro de centrifuga Amicon Ultra de 10 KDa de punto de corte de peso molecular (Millipore), se sometié a
congelacion ultrarrapida en hielo seco y se almacené a -80°C.

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

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

Se amplificé el ADN gendémico que codifica para orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400611; acil-
ACP reductasa) (SEQ ID NO: 65) y se clond en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80 (derivado de pCL1920) bajo
el control del promotor Py.. Se contransformd el constructo resultante en E. coli MG1655 AfadE y se hicieron crecer
las células a 37°C en 15 ml de medios minimos Che-9 con glucosa al 3% (p/v) como fuente de carbono y
complementados con carbenicilina y espectinomicina 100 ug/ml, respectivamente. Cuando el cultivo alcanzé una
DOsgo de 0,8-1,0, se indujo con IPTG 1 mM y se hicieron crecer las células durante 24-48 h adicionales a 37°C. El
medio minimo Che-9 se define como: Na;HPO4 6 g/l, KH2PO4 3 g/l, NaCl 0,5 g/l, NH4CI 2 g/l, MgSQO4 0,25 g/l x 7
H20, CaClz 11 mg/l, FesCl 27 mg/l x 6 H20, ZnCI 2 mg/l x 4 H20, NazMoO4 2 mg/l x 2 H>0O, CuSO4 1,9 mg/l x 5 H20,
H3BO3 0,5 mg/l, tiamina 1 mg/l, Bis-Tris 200 mM (pH 7,25) y Triton-X100 al 0,1% (v/v). Cuando el cultivo alcanzé una
DOsgo de 1,0-1,2, se indujo con IPTG 1 mM y se permitio que las células crecieran durante 40 h adicionales a 37°C.
Se extrajeron las células de 0,5 ml de cultivo con 0,5 ml de acetato de etilo para determinar la produccion de
hidrocarburos total tal como se describe en el ejemplo 26. Adicionalmente, se separaron las células y el
sobrenadante mediante centrifugacion (4.000 g a TA durante 10 min) y se extrajeron por separado.

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

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

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

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

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

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

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

Ha de entenderse que aunque se ha descrito la invencion junto con la descripcion detallada de la misma, la
descripcion anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que esta definido por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Lista de secuencias

Nucleétidos de Synpcc7942_1593 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400610) (SEQ ID NO: 1)

1 atgcecgeage

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
061

tacagccgea
cgccttgetg
cagcgccaca
ggttttgccc
ggcaaggtcg
gcttacaaca
gtgcgcegacyg
gcttccaaag
ctcaacgaag
gactttatga
atgcgtatgt

ttgaagccag
tcaacgcgat
agatgctgcec
tgaaaggctt
agaaattttt
tcacctgect
tctacatccce
aatacctgca
ccgaactgga
tggccgatga
ttgcctacgg
ccgectatgg

ccttgaactyg
cgtgattgaa
cgaccagcgg
tatggcctgt

‘cgagcgcttyg

actgattcaa
agtggcggat
ccgcaacttce
agaagccaat
tgctcgcgaa
tgaagctctg
ccttgeggece

gactttcaaa
ggcgaacaag
gatgagcttc
ggcaaaaatc
cacgagaact
tcgectaatca
gcttttgecce
ggtgaagagt
cgtcagaacc
ctcgggatgg
gaaaacatcg
gtttga

gcgagtccta
aggcgttcga
acaagctage
tcteegteac
tcaaagcgge
tcgagtgcett
gcaaaatcac
ggctgaagge
tgeececttggt
agcgtgagtc
gcttcacaac

caaagacgct
caactacaat
caagatggaa
tcectgacatg
ggctgcggaa
tgcgatcgcg
ggagggggtc
gaattttgat
ttggctaatg
gctcgtcgag
gcgcgaaatc

Aminoacidos de Synpcc7942_1593 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400610) (SEQ ID NO: 2)

1
61
121
181

mpgleaslel dfgsesykda
grhmkgfmac gknlsvipdm
ayniyipvad afarkitegv
lnevaddare lgmereslve

ysrinaivie gegeafdnyn
gfagkfferl henfkaaaae

vrdeylhrnf
dfmiaygeal

geewlkanfd
enigfttrei

rlaemlpdgr
gkvvtcllig
askaeleean
mrmsayglaa

Nucledtidos de sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442147) (SEQ ID NO: 3)
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1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
b6l

atgceccgage
tatagccgca
cagatggcgg
aaccgccata
ccctatgecce
gggaaagttg
gcctataaca
gtcaaggacg
accgctaagg
ctcaaccaag
gattttatga
atgcgtatgt

ttgctgtcecg
tcaacgccat
aactcttgcee
aaaaaggttt
aggaattttt
ttacctgttt
tatatatccc
aatacaccca
aagaactgga
tgcaggggga
tcagctacgg
cttcctacgg
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caccgaattt
tgtcattgaa
ggaagacaaa
ccaagcctgt
cgccggtcete
attgatccag
tgtggcggac
cctcaactac
gcaggccaac
cgccaaggta
cgaagcccte
tttggcecgga

gactattcca
ggcgaacagg
gaagagttga
ggcaacaacc
catggcaatt
gctttgatta
gactttgctc

ggggaagaat
aaagaaaacc

ttgggcatgg
agtaacatcg
gtctag

gcgaaattta
aagcctacag
ccegettgge
tccaagtgaa
tccagcacgce
tcgaagcttt
ggaaaatcac
ggctaaaggc
tacccttagt
aaaaagaagc
gcttcagcac

Aminoacidos de sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442147) (SEQ ID NO: 4)

1 mpelavrtef dysseiykda ysrinaivie gegeaysnyl
61 nrhkkgfgac gnnlgvnpdm pyageffagl hgnfghafse
121 ayniyipvad dfarkitegv vkdeythlny geewlkanfa
181 lngvggdakv lgmekealve dfmisygeal snigfstrei

Nucledtidos de Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 5)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

Aminoacidos de Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00108838) (SEQ ID NO: 6)

1
6l
121

atgcagcagc
gcttatagcc
atcacactag
gaaagccgece
ttgcaatttg
gaagggaaag
gcagcatata
gtagttaaag
gcagaatcca
atgctcaacc
gaagacttca
attatgcgcet

mggltdgske
esrhkkgfea
aayniyipva

181 mlngvegdah

ttacagacca
ggattaatgc
cccaactgcet
ataagaaagqg
ccaaagagtt
tggttacttg
acatttacat
aagaatacag
aagctgaact
aagtagaagg
tgattcagta
tgtcagccta

ldfksetykd
cgrnlavtpd
ddfarkiteg
tmamekdalv

atctaaagaa
gatcgtgatt
gccagaatcet
atttgaagcet
tttcteegge
tctgttgatt
ccecegttgece
ccacctcaat
tgaacttgca
tgatgcccac
tggtgaagca
cggactcata

aysrinaivi
lgfakeffsg
vvkeeyshln
edfmigygea

ttagatttca
gaaggggaac
catgatgaat
tgtgggcgcea
ctacaccaaa
cagtctttaa
gacgatttcg
tttggagaag
aatcgccaga
acaatggcaa
ttgagtaaca
ggtgcttaa

egeqgeaheny
lhgnfgtaaa
fgevwlkeht
lsnigfstrd

Nucleétidos de alr5283 de Nostoc sp. PCC7120 (NP_489323) (SEQ ID NO: 7)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgcagcagg
tatagtcgceca
caactatccc
agccgtcaca
gagtttgcca
ggtaaaatcyg
gcatacaata
gtcaaagatg
caatccaaag
ctcaatcaag
gattttatga
atgcggatgt

ttgcagcega
taaatgcgat
aactgctgece
aaaaaggatt
aagaattctt
ttacctgtet
tctacattce
aatacagcca
cagaattaga
tcgcggatga
ttcactacgg
cagcctacgg

tttagaaatt
cgtgattgaa
agacgataaa
tgaagecttgt
tgctggacta
attgattcag
cgttgctgac
cctcaacttce
agaagctaat
tgccgecagtce
cgaagcgtta
acttacagca

gatttcaaga
ggggaacaag
gaagacctaa
ggacggaacc
cacggtaact
tcectgatta
gattttgctc
ggcgaagttt
cgtcataatc
ttagctatgg
agtaatattg
gcttaa

Aminoacidos de alr5283 de Nostoc sp. PCC7120 (NP_489323) (SEQ ID NO: 8)

45

gmaellpedk
gkvvtecllig
takeelegan
mrmssyglag

agagcgaaac
aagaagccca
tgattcgcect
atttagctgt
attttcaaac
ttattgaatg
cccgotaaaat
tttggttgaa
acctacccat
tggaaaaaga
ttggtttttc

itlaqgllpes
egkvvtclli
aeskaelela
imrlsaygli

gcgaaaaata
aagcatacga
ttcgectete
tacaagtatc
tccaaaaagc
ttgaatgttt
gtaaaatcac
ggttacagaa
ttcccatagt
aaaaagaagc
gcttcacaac

caaagacgcc
caactacctc
caaaatggaa
ccetgatatg
ttttagcgaa
tgcgatcgcece
tgagggcgta
caactttgcce
gtggaaaatg
cctagtggaa
cagggaaatt

eeltrlakme
aliieafaia
kenlplvwkm
v

atacaaagat
tgaaaattac
atccaagatg
taccccagat
agctgccgea
ttttgcgatce
tactgaagga
agaacacttt
cgtctggaaa
tgctttggta
gactcgcgat

hdelirlskm
gsliiecfai
nrgnlpivwk
ga

taaagatgec
gaattacatt
gaaaatggaa
accagatatg
ggcggctgaa
tgcgatcgece
tgagggtgta
aaattttgce
ttggaaaatg
cctagtcgaa
cagagatatt
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1
6l
121
181

mggvaadlei
srhkkgfeac
ayniyipvad
lngvaddaav

dfksekykda
grnlgvspdm
dfarkitegv
lamekealve

ES 2 667 469 T3

ysrinaivie gegeayenyi glsgllpddk
efakeffagl hgnfgkaaae gkivtclliqg
vkdeyshlnf gevwlgknfa gskaeleean
dfmigygeal snigfttrdi mrmsayglta

Nucledtidos de AM1_4041 de Acaryochloris marina MBIC11017 (YP_001518340) (SEQ ID NO: 9)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661l

atgccccaaa
tacagtcgta
cgtettggeg
gcccgtecata
gactttgcce
gataaagtgc
gcttacaaca
gttaaggatg
gatgtgaaag
ctgaacgaag
gacttcatga
atgcggatgt

ctcaggctat
ttgacggcat
aaatgctgcce
agaaagggtt
ggcgtttett
caacttgctt
tctatatccce
agtatcaaca
cagaaatcca
tggacaagga
tccagtatgg
ctgcctatgg

ttcagaaatt
tgtgatcgaa
tgagcaccaa
tgaagcctge
ttcecgactta
agtgattcag
cgtcgetgat
cctcaattat
agaagctaat
tgcggeegtt
tgaagcectt
tcttgtgget

gacttctata
ggtoagcaag
gacgacttta
ggtcgcaact
cacaagaatt
teccttgatca
gactttgccec
ggtgaagagt
cgcaaaaacc
ttaggaatgg
agcaatattg
gcgtaa

gtgacaccta
aagcgcatga
tcecgectgtce
taaaagtaac
ttcaagatgc
ttgagtgttt
gtaagattac
ggcttaaagce
tceeccategt
aaaaagaagc
gtttctctac

edlirlskme
sliiecfaia
rhnlpivwkm
a

caaagatgct
aaactatatt
caagatggaa
ctgcgatcta
tgcagctgag
tgcgatcgca
agagtctgtg
tcacttcgat
ttggagaatg
cctggttgaa
aggcgaaatt

Aminoacidos de AM1_4041 de Acaryochloris marina MBIC11017 (YP_001518340) (SEQ ID NO: 10)

1 mpgtgaisei dfysdtykda ysridgivie gegeahenyi rlgemlpehqg ddfirlskme

61 arhkkgfeac grnlkvtcdl dfarrffsdl hknfgdaaae dkvptclvig
121 ayniyipvad dfarkitesv vkdeyghlny geewlkahfd dvkaeigean
181 lnevdkdaav lgmekealve dfmigygeal snigfstgei mrmsayglva

Nucleotidos de tll1313 de Thermosynechococcus elongatus BP-1 (NP_682103) (SEQ ID NO: 11)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgacaacgg
tacagccgca
gatttagcca
gctcgecaca
gaatttgcca
ggaaaaactg
gcctacaaca
gttaaggacg
agcgtcaaag
ctcaaccaag
gacttcatga
atgaagatgt

ctaccgctac
ttaacgccat
agctgctgec
aaaaggggott
aagccttctt
cgacttgtct
tctacatcce
aatacagcca
gagagctcga
tggaagcaga
ttcagtacag
cagtttatgg

acctgttttg
tgtcattgaa
acaacaccaa
tgaggectgt
tgaaaaactg
tctgattcaa
aatggcggat
cctcaacttt
agaagccaat
tgccaaagtg
tggtgcecta
cctcactggg

gactaccata
ggtgaacagg
gaggaactca
ggtcgcaacc
cgcgctaact
gctttgatca
cctttegeee
ggcgaaatct
cgecgcecaatt
ctcggcatgg
gaaaatatcg
gcataa

gcgatcgcta
aagctcacga
ccecgecttge
tgagcgtaac
ttcagagggc
tcgaatcctt
gtaaaattac
ggctcaagga
tacccttggt
aaaaagatgce
gctttaccac

Aminoacidos de 111313 de Thermosynechococcus elongatus BP-1 (NP_682103) (SEQ ID NO: 12)

1
6l
121
181

mttatatpvl dyhsdrykda
arhkkgfeac grnlsvtpdm
ayniyipmad pfarkitesv

lngveadakv

lgmekdalve

ysrinaivie gegeahdnyi dlakllpaghg
efakaffekl ranfgralae gktatcllig
vkdeyshlnf geiwlkehfe svkgeleean
dfmigysgal enigfttrei mkmsvygltg

Nucledtidos de CYA_0415 de Synechococcus sp. JA-3-3A (YP_473897) (SEQ ID NO: 13)

46

sliiecfaia
rknlpivwrm
a

caaggatgecc
taactatatc
caagatggaa
gccagatatg
tctggcggag
tgcgategeg
tgagagtgtt
acactttgaa
ctggaaaatg
ccttgtggaa
ccgcgaaatt

eeltrlakme
aliiesfaia
ranlplvwkm
a



1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

atggeccecaq
gcectagact
atcgaaggceg
gctgcagagg
gcctgeggcea
ccecttgeggg
attcagtctt
gccgatgact
aattttgggg
gccaacgcecce
gaagccattt
gccctggeca
cgggccgcect

cgaacgtcct
acagcagccce
aacaagaagc
agctgegcaa
aaaacctgca
acaatttcca
tgatcatcga
ttgcececgcecaa
agcgctgget
aaaatctgcc
acatggatcg
gcatcggcett

ga
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gcccaacacce
aaggtatcgg
ccacgacaac
gctggccaag
ggtggaaccc
aagecgccegea
gtgctttgee
gatcaccgag
gggcgagceac
tctagttcegyg
cgaggccatt
caacacccgce

cceceecgtecece
caggcctact
tacctcaagc
atggaattgce
gatgtggagt
gcggcagggg
attgccgecet
ggggtagtta
tttgcecgagy
cagatgcetgce
gtagaagact
gaggtaatgce

ccactgatgg
cccgcecatcaa
tggccgaaat
gccacatgaa
ttgcececgege
atctggtctc
acaacatcta
aggacgagta
ttaaagccea
agcaggtaga
tcatgatcge
gcctctegge

Aminoacidos de CYA_0415 de Synechococcus sp. JA-3-3A (YP_473897) (SEQ ID NO: 14)

1
61
121
181
241

mapanvlpnt
aaeelrklak
igsliiecfa
anagqnlplvr
raa

ppsptdgggt
melrhmkgfqg
iaayniyipv
gmlagveadv

aldysspryr
acgknlgvep
addfarkite
eaiymdreai

gaysringiv
dvefaraffa
gvvkdeylhl
vedfmiayge

iegegeahdn
plrdnfgsaa
nfgerwlgeh
alasigfntr

Nucledtidos de glI3146 de Gloeobacter violaceus PCC7421 (NP_926092) (SEQ ID NO: 15)

1
6l
121
181
241

301
361
421
481
541
601
661

gtgaaccgaa
gcgtactccece
cttaccctceg
gaaaatcgcc
gacccgtttg

gaaggtgacc
gcggectaca
gtcgtcaagg
gtgaccgtge
atgctcaacg
gaagacttta
gtgatgaaga

ccgcaccgte
gcatcaatgce
ctgagatgcet
acttcaaagq
caagggccta

ttaccacctg
acgtctacat
acgagtacac
gcgagggceat
ccgtcgaage
tgatcgccta
tgtccgceceg

cagcgccgeyg
catcgtcctt
gccggaccat
cttccagtcece
cttcgaacag

catggtcatc
tcecggtggece
ccacctcaac
cgagcgegcece
ggacaccgaa
cggtgaagcc
cggccttgcee

cttgattacc
gaaggcgage
gccgaggcege
tgcgeceecgea
ctcgacggca

caggcactga
gacgcgtttyg
tttgggcagce
aacgcccaga
gtgctgcaga
ttgggcgaca
tctgccccece

gctccgacac
gggaagccceca
tcaaaaaact
acctcgaagt
actttcagca

tcatcgagtg
cccgcaaggt
agtggctcaa
atctgeccat
tggataaaga
tecggttttte
gccagtga

Aminoacidos de glI3146 de Gloeobacter violaceus PCC7421 (NP_926092) (SEQ ID NO: 16)

1
ol
121
181

mnrtapssaa
enrhfkgfags
aaynvyipva
mlnaveadte

ldyrsdtyrd aysrinaivl egereahany
carnlevtpd dpfarayfeq ldgnfggaaa
dafarkvteg vvkdeythln fgggwlkerf
vligmdkeaiv edfmiaygea lgdigfsmrd

ltlaemlpdh
egdlttcemvi
vtvregiera
vmmkmsargla

Nucledtidos de PM123 de Prochlorococcus marinus MIT9313 (NP_895059) (SEQ ID NO: 17)

47

gggcggcact
cggtattgtt

gctgceccggaa
aggcttccag
ctttttcgcyg
ctgttttgtc
catcceggtt
tctgecaccte
gatcgaagca
ggcggatgtg
ctacggcgag
ccagggtctg

ylklaemlpe
aagdlvscftv
faevkagiea
evmrlsaqggl

ctaccgcgat
cgccaactac
ggccgegatyg
cacgccggac
ggcggceggcea

cttcgcaatt
gaccgagggce
agagcgcttce
cgtctggegg
agcgatcgtce
gatgcgcgac

aealkklaam
galiiecfai
nagnlpivwr
saprq



10

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

atgtttggte
attggctatg
ttggaacaga
tcatgttttyg
gccatggaaa
attatttttg
tgggagcgat
aacaatgccec
actggcgata
cttettttygy
ggcagaatat
agcatgccta
gatgggggct
aaaggaggaa
atggataagc
gagaattgcce
tttatcggcea
caggctgctyg

tgatcggtca
accatctaga
tagaggtaga
tgccagaaat
tggcccagaa
agaacttcaa
tcacaaccgg
cacttttggg
taggtagtge
tggctagaca
tgagtcttga
gaaccctgga
atccgaagaa
tcgttgagtt
ctgcgaggceca
acacaaactt
tggcgtettt
cagcctga

ES 2 667 469 T3

ttccaccagt
tggagacctg
aagccttaca
gttgagtcgg
gagaggcatt
tcttettaag
caacactcat
cattgattta
tgtttgccgt
gcaacaacct
agaggccttg
aatcgatatg
cctagatgca
ctgcaatgac
aatgtttgcec

cagttggggg
gcgtcatggt

tttgaagatg
gatgtttggt
ggaaagaaaa
ttcaaaactg
cagataagtg
catcaacatg
acggcttggg
agcaaggcgce
tggctttceg
cttatagatc
cctgaagcetyg
gagagtttgc
aagtttgctg
atcagctggg
tgttttgcag
cgtaaccaga
ttttcaagec

ccaggaagac
gcagtgctece
tagaaggcgc
cccgtecgcaa
ccctaggegg
tacgaaacac
ttatttgccg
gtgtagcggt
ctcgaactgg
ttcaaactga
atgttgtggt
gcaagccttg
gtagtggggt
atgttggctg
aagcaatgct
tcacccttga
tcaatctcaa

Aminoacidos de PM1231 de Prochlorococcus marinus MIT9313 (NP_895059) (SEQ ID NO: 18)

1
6l
121
181
241
301

Nucledtidos de PMMO0532 de Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa

mfglighsts

scfvpemlsr
werfttgnth
l1llvarggagp
dggypknlda
enchtnfswg

NO: 19)

1
61
121
181
241
301
30l
421
481
541
601
661

atgcaaacac
tttactactg
gaacaagagqg
gagttaacta
agaaatctag
ggtaattttc
attttaattg
ttcgecgaaaa
caagaatggc
gttaaccttc
gctatggata
gaaataggtt

fedarktalg
fktarrkvln
tawvicrgle
lidlqgtelag
kfagsgvhvl
rngitlekmd

tcgaatctaa
attcttacaa
ctcatgataa
aattagcgaa
gtgttcaagce
aggttgegtt
aagcttttge
aaattaccca
taaaagaaaa
cattaatcaa
gggaagaatt
tagataatag

igydhldgdl
amemagkrgi
nnapllgidl
grilsleeal
kggivefcnd
figmaslrhg

taaaaaaact
agacgcecttat
ttacatttcc
aatggagctt
tgacatgatt
atctaatggce
tatatccgeg
aggtgttgtt
tttagecgact
gaagatgtta
aatggaagaa
agaaattgca

dvwcsappagf
gisalggfts
skarvavvga
peadvvvwva
iswdvgwiae
fsslnlnhagl

aatctagaaa
agcaggataa
ttagcaacat
aagcacaaaa
tttgctaaag
aagacaacta
tatcacgttt
aaagatgaat
tgtaaagatyg
gatcaagtct
ttcatgattg
agaatggcaa

legieveslt
iifenfnllk
tgdigsaver
smprtleidm
mdkpargmfa
gaaaa

CCMP1986 (NP_

attctattga
atgcaatagt
taattcctaa
gaggctttac
aattctttte
catgcctatt
acataagagt
atcttcattt
agctaatgga
cggaagatgce
cctatcagga
tggctgctat

ggcacttcag
tccgeagttt
ttatatcgat
agttctcaat
atttacctca
cacgcttgaa
tcagcttgag
agttggtgceca
tgtcgctgaa
attggctgge
ttgggttgcee
cttgatgatt
gcatgttctc
gattgcagag
gttggagttt
gaaaatggat
tcaccaactt

gkkiegayid
hghvrnttle
wlsartgvae
eslrkpclmi
cfaeamllef

892650) (SEQ ID

tttacccgat
tattgaaggt
cgaattagaa
tgcatgtgga
caaattacat
aatacaggca
tgctgatcct
aaattatgga
agcaaataag
ttcagtacta
cactctectt
agtttaa

Aminoacidos de PMMO0532 de Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa CCMP1986 (NP_892650) (SEQ ID
NO: 20)

1
6l
121
181

magtlesnkkt

eltklakmel
ilieafaisa

vnlplikkml

nlensidlpd
khkrgftacg
yhvyirvadp
dgvsedasvl

fttdsykday
rnlgvgadmi
fakkitggvv
amdreelmee

srinaivieg egeahdnyis latlipnele
fakeffsklh gnfgvalsng ktttclliga
kdeylhlnyg gewlkenlat ckdelmeank
fmiaygdtll eigldnreia rmamaaiv

Nucledtidos de PMN2A_1863 de Prochlorococcus marinus cepa NATL2A (YP_293054) (SEQ ID NO: 21)

48



1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

Aminoacidos de PMN2A _

1
61
121
181
241

atgcaagctt
cttccagatt
attgaagggg
catgcagatg
gcttgcggga
aaactccata
attcaatgca
gctgatccat
aactatggtc
gctaataagg
gaagtccttce
tceettettg
atataa

mgafasnnlt
hadelvrlgk
igciliesfa
ankenlplik
i

ttgcatccaa
tcacctcaga
agcaagaagc
agcttgtgag
gaaatcttgce
ataatttttt
tcttgattga
tcgccaaaag
aagaatggcect
aaaacttgcce
atatggataa
aaataggtcet

vekeelssns
mekkhmngfe
isayhvyirv
smldevsnda

ES 2 667 469 T3

caatttaacc
atcttacaaa
ttattctaat
gctagggaag
tgtaaagcct
agaggcectttc
atcttttgca
aatcacagag
taaggccaat
tcttataaag
agaagagtta
tgataataga

lpdftsesyk
acgrnlavkp
adpfakrite
evlhmdkeel

gtagaaaaag
gatgcttaca
tttcttgate
atggagaaaa
gatatgcctt
aaagtaggag
atatccgceat
ggtgttgtce
ctagagacag
tccatgctcg
atggaggaat
gaaattgcaa

daysrinavv
dmpfaktffs
gvvgdeylhl
meefmiayqgd

aagagctaag
gcagaatcaa
tcgctaaatt
agcatatgaa
ttgcaaagac
atacgactac
atcacgttta
aagatgaata
ttaagaaaga
atgaagtttc
ttatgattgc
gaatggctct

iegegeaysn
klhnnfleaf
nyggewlkan
slleigldnr

Nucledtidos de RS9917_09941 de Synechococcus sp. RS9917 (ZP_01079772) (SEQ ID NO: 23)

1
61
121
181
241
301
30l
421
481
541
601
661
721

atgccgaccc
cggectgectg
gtgatcgagg
gagcagaagyg
acctectgtg
gccececctge
ttgattcagg
gtggcggatc
ctcaattacg
gaggccaaca
gccgeecgtge
gaggccctct
ctcgecggtcet

ttgagacgtc
atttcaccag
gtgagcagga
atgagctggce
gccgcaatct
acgggaactt
cgctgctgat
ccttegeteg
gccaggaatyg
aggccaatcet
tgcagatgga
gcgagatcgg
ga

tgaggtcgcece
cgaggcttac
agcgcacgac
ccgtetegee
cggcgtggag
ccaggcagcet
tgaagcgttce
caagatcact
gctgaaggcc
gcctcectgatce
aaaggaagat
tttcagctce

gttcttgaag
aaggacgcct
aactacatcg
cgcatggaga
gcagacctte
ctccaggagg
gccatttecyg
gaaggtgtgyg
aattttgagg
cgctcgatge
ctgatcgaag
cgtgacattg

actcgatggce
acagccgeat
cccecteggeac
tgaagcacat
cctttgectaa
gcaaggtggt
cctatcacat
tgaaggatga
ccagcaagga
tggagcaggt
atttcctgat
ctcgcatggce

Aminoacidos de RS9917_09941 de Synechococcus sp. RS9917 (ZP_01079772) (SEQ ID NO: 24)

1
61
121
181
241

mptletseva
egkdelarla
ligallieaf
eankanlpli
lav

vledsmasgs
rmemkhmkgf
aisayhiyip
rsmleqgvaad

rlpdftseay
tscgrnlgve
vadpfarkit
aavlgmeked

kdaysrinai
adlpfakeff
egvvkdeyth
liedfliayg

viegegeahd
aplhgnfgaa
Inyggewlka
ealceigfss

Nucledtidos de RS9917_12945 de Synechococcus sp. RS9917 (ZP_01080370) (SEQ ID NO: 25)

49

ttctaactct
tgcagttgta
gattcctgaa
tggtttttgt
ctttttctceca
ctgtctccta
tatacgtgtt
cttgcatttg
tcttatgagg
aaacgacgcce
ttatcaagat

tgcagcggtyg

1863 de Prochlorococcus marinus cepa NATL2A (YP_293054) (SEQ ID NO: 22)

fldlakiipe
kvgdtttcll
letvkkdlmr
eiarmalaav

ttcaggctcc
caatgcgatc
gctgatccece
gaaggggttc
ggaattcttce
gacctgcectg
ctacatcccg
gtacacccac
tgagctgatg
ggcagccgac
cgcttaccag
cgcegcetgcec

nyialgtlip
lgegkvvicl
nfeaskdelm
rdiarmaaaa



10

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661

atgacccagce
gttgtgattg
cccgetgatce
tttgtgggct
tttcagceccec
ctggtgatcc
ccggtggecg
cacctcgact
agcgeggtgg
gacatgcgac
cgggaagcgt
gcggccgecce

tcgactttge
tgggcgaagg
gcgacgagct
gtggtcgcaa
tccatgatct
aggggttgat
atgcctacgce
acgctgagac
tggtggaggc
agatcggcat
tggaatcggt

ggatggtctg

ES 2 667 469 T3

cagtgcggcce
tctcgccaat
gcagcggcetce
cctcecggtgtyg
gttcaaacgc
cgtggaatgt
ccggecgatce
ctggctgcag
gttgcecgetce
ggatccggtg

ggggtttgag
a

taccgcgagg
cgccatttee
ggacgcatgg
gtggccgatc
cacgaccacg
ttcgecegtgg
accgcagegg
cgccatttcg
accctggcga
gagaccctgg

gctgtggagg

cctacagcecg
agatgttgge
agggagacca
tgcecectgge
acggcaatcg
cggcttacceg
tgatgaacga
atcaggtgaa
tgttgcaatc
ccagcttcag
ccaggcgact

Aminoacidos de RS9917_12945 de Synechococcus sp. RS9917 (ZP_01080370) (SEQ ID NO: 26)

1 mtgldfasaa yreaysring vvivgeglan
61 fvgcgrnlgv vadlplarrl fgplhdlfkr
121 pvadayarpi taavmndese hldyaetwlqg
181 dmrgigmdpv etlasfself realesvgfe

rhfgmlarri
hdhdgnraec
rhfdgvkarv
avearrllmr

padrdelgrl
lvigglivec
savvvealpl
aaarmv

Nucleotidos de cce_0778 de Cyanothece sp. ATCC51142 (YP_001802195) (SEQ ID NO: 27)

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
601

atgcaagagce
tacagtcgca
gatatggcge
aaccgtcaca
gactacgctc
ggcaaaattg
gcttataata
gttaaggatg
gcctctaaag
ctcaaccaaqg
gatttcatga
atgaaaatgt

ttgctttacg
tcaatgctat
aacttctccc
aaaaaggctt
aacaattttt
tcacttgett
tttatattce
aatataccca
cagaattaga
ttgaaaaaga
ttagttatgg
ctgcttacgg

ctcagagctt
tgtcattgaa
agaagacgag
tcaagcctgt
tgctgaactt
attaattcaa
tgtggcagat
cctcaatttt
agacgcaaat
tgccgaagtg
agaagcttta
gctacgggcet

gattttaaca
ggggaacaag
gctgagttaa
ggcaagaatt
catggcaact
tctttgatca
ccetttgete

ggggaagtct
aaagaaaatt

ttagggatgg
agtaatattg
gcttaa

gcgaaaccta
aagcctatca
ttcgtcetetce
tgaatgtgac
tccaaaaggce
tcgaagceectt
gtaaaatcac
ggttaaaaga
taccccttgt
agaaagaagc
gtttctctac

Aminoacidos de cce_0778 de Cyanothece sp. ATCC51142 (YP_001802195) (SEQ ID NO: 28)

1
61
121
181

mgelalrsel dfnsetykda ysrinaivie gegeaygnyl dmagllpede
nrhkkgfgac gknlnvtpdm dyaggffael hgnfgkakae gkivtclliqg
ayniyipvad pfarkitegv vkdeythlnf gevwlkehfe askaeledan
lngvekdaev lgmekealve dfmisygeal snigfstrei mkmsayglra

Nucleotidos de Cyan7425_0398 de Cyanothece sp. PCC7245 (YP_002481151) (SEQ ID NO: 29)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgcctcaag
tacagccgea
aagctgacgg
gccegtcaca
gagtttgctc
aacaaaattg
gcttataaca
gtcaaagacg
agccagcggy
ctcaatcagg
agcttcatga
atgcgcatgt

tgcagtcccce
ttgatgcgat
aactgctgcc
aaaaagggtt
aacagttctt
ccacctgtct
tctatattcce
aatacaccca
aagaagtgga
tagagactga
tccaatatgg
ccgtttacgg

atcggctata
cgtgatcgag
ggattgtcaa
tgaagcttgt
tgctgacctg
ggtgatccag
tgtcgcectgat
cctcaacttt
agcggcecaac
tgctcacgtt
tgaagccctg
cctectcectgeg

gacttctaca
ggagaacagqg
gaagatctgg
ggccgcaatce
cacaacaatt
gcectgatta
gactttgccce
ggtgaagagt
cgggaaaacc
ttaggtatgg
gaaaatattg
gcataa

gtgagaccta
aagcccacga
tccggcectgge
tcaaggtcac
tccagaaagce
ttgagtgctt
gcaaaattac
ggctcaaagce
tgccgategt
aaaaagaggce
gtttctcgac

Aminoacidos de Cyan7425_0398 de Cyanothece sp. PCC7245 (YP_002481151) (SEQ ID NO: 30)

50

gatcaacggc
gcggcgceatt
tgccagegcece
ccggegecetg
ggccgaatge
ccactacctg
tgaatcggaa
ggcccgggtce
gcttgectgceca
tgaactgttt
gctgatgcga

grmegdhasa
favaayrhyl
tlamlgslaa

taaagatgct
aaattatctt
caagatggaa
cccagatatg
aaaagccgaa
tgcgatcegece
cgaaggggta
gcattttgaa
ttggcaaatg
cttagtggaa
ccgtgagatce

aelirlskme
sliieafaia
kenlplvwagm
a

ccaggatgct
caattacctg
caaaatggaa
acccgatatg
tgctgeggece
tgccategece
cgaaaacgtg
taactttgat
ctggcggatg
tttagtggaa
ccgtgagatce



10

1
6l
121
181

mpgvgspsai
arhkkgfeac
ayniyipvad
lngvetdahv

dfysetygda
grnlkvtpdm
dfarkitenv
lgmekealve

ES 2 667 469 T3

ysridaivie
efaqggffadl
vkdeythlnf
sfmigygeal

gegeahdnyl
hnnfgkaaaa
geewlkanfd
enigfstrei

kltellpdcqg
nkiatclvig
sgreeveaan
mrmsvyglsa

Nucledtidos de Cyan7425_ 2986 de Cyanothece sp. PCC7245 (YP_002483683) (SEQ ID NO: 31)

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661

Aminoacidos de Cyan7425_2986 de Cyanothece sp. PCC7245 (YP_002483683) (SEQ ID NO: 32)

1
61
121
181

atgtctgatt
taccggcggg
cgcttagctg
gcccgeecace
gactttgcgg
ggccaggtgg
gcctacaata
gttcaggacg
cagtgtaaag
ctcaaccagg
gactttagceca
ctctceectgt

msdcatnpal
arhgksfvac
ayntylpvad
Ingvtgelri

gcgeccacgaa
tgaacggtat
agctgctccce
agaagagctt
cacagttttt
ctacctgtct
cctatttgec
agtacagcca
acgaaattat
tgacaggcga
ctcgctatgyg
ccgttcaggg

dyysetyrna
ganlkvspdl
efarkvtasv
lgmdkaslve

cccagcecectce
tgtgattgaa
agagtatcaa
tgttgcctgt
tgctgaactg
ggttgtgcaa
agtagcggat
cctaaacttt
cacagctaac
attgcgcecatt
agaggccectg
tttacaggcg

yrrvngivie
dfaagffael
vagdeyshlnf
dfstrygeal

gactattaca
ggcgagaagce
gcggaattaa
ggccaaaatc
catcaaattt
gccctgatca
gaatttgccc
ggtgaagtct
cgtettgete
ctgggcatgg
ggccagattg
gttacgectt

gekgaydnfi
hgifasaana
gevwlgnafe
ggigfklsei

gtgaaaccta
aagcctacga
ccecgtetgge
tcaaggttag
ttgcatctgce
ttgaatgctt
gtaaagtcac
ggctgcagaa
tgccgctgat
acaaagcttc
gtttcaaact

ag

rlaellpeyqg
ggvatclvvg
gckdeiitan
1slsvgglga

Nucleotidos de YP_323043 de Anabaena variabilis ATCC29413 (Ava_2533) (SEQ ID NO: 33)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgcagcagg
tatagtcgca
caactatccce
agtcgccaca
gagttcgcta
ggtaaagttg
gcatacaata
gttaaagatg
caatcaaaag
ctcaatcaag
gattttatga
atgcggatgt

ttgcagcega
taaatgcgat
aactgctgcc
aaaaaggatt
aagaattcett
tcacttgect
tctacatcecc
aatacagtca
cagaactaga
ttgccgatga
ttcagtacgg
cagcctacgg

tttagaaatc
cgtgattgaa
agacgataaa
tgaagcttgt
tgccgggeta
attgattcaa
cgtggctgac
cctcaacttce
agaagctaat
tgcggcagte
cgaagcacta
actcacagca

gatttcaaga
ggggaacaag
gaagacctaa
ggacggaacc
cacggtaatt
tcectgatta
gatttegcece
ggcgaagttt
cgtcataatc
ttagctatgg
agtaatattg
gcttaa

gcgaaaaata
aagcatatga
ttecgectcecte
tgcaagtatc
tccaaaaagc
ttgaatgttt
gtaaaatcac
ggttacagaa
ttccecatagt
aaaaagaagc
gcttcacaac

Aminoacidos de YP_323043 de Anabaena variabilis ATCC29413 (Ava_2533) (SEQ ID NO: 34)

1
61
121
181

mggvaadlei

dfksekykda

srhkkgfeac grnlgvspdi
ayniyipvad dfarkitegv

lngvaddaav

lamekealve

ysrinaivie gegeayenyi glsgllpddk
efakeffagl hgnfgkaaae gkvvtellig
vkdeyshlnf gevwlgknfa gskaeleean
dfmiqgygeal snigfttrdi mrmsayglta

Nucledtidos de YP_170760 de Synechococcus elongatus PCC6301 (syc0050_d) (SEQ ID NO: 35)

edlvrlakme
aliiecfaia
renlpivwrm
a

ccgcaatget
caactttatc
taaaatggaa
cccggactta
agcaaatgcg
tgcgatecgcecce
cgcatcegtt
tgcgtttgag
ctggaaaatg
tctggtagaa
atctgaaatt

aeltrlakme
aliiecfaia
rlalpliwkm
vtp

taaagatgcce
gaattacatt
gaaaatggaa
cccagacata
ggcagctgaa
tgcgategcee
tgagggtgta
aaatttcgcect
ctggaaaatg
cctagtggaa
cagagatatt

edlirlskme
sliiecfaia
rhnlpivwkm
a

1 gtgcgtaccc cctgggatce accaaatccce acattctcecce tctcatcecgt gtcaggagac

51
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Aminoacidos de YP_170760 de Synechococcus elongatus PCC6301 (syc0050_d) (SEQ ID NO: 36)

1
6l
121
181
241

cgcagactca
aaagacgctt
aactacaatc
aagatggaac
cctgacatgyg
gctgcggaag
gecgatcegoegyg
gagggggtcyg
aattttgatg
tggctaatgco
ctcgtegagg
cgogaaatca

mrtpwdppnp
nynrlaemlp
aaegkvvtcl
nfdaskaele
reimrmsayg

tgcocgcaget
acagccgceat
geecttgetga
agcgecacat
gttttgccca
gcaaggtogt
cttacaacat
tgcgcgacga
cttccaaage
tcaacgaagt
actttatgat
tgecgtatgte

tfslssvsgd
dgrdelhkla
ligsliiect
eanrgnlplv
laav

Motivo 1: (SEQ ID NO: 37)
Y-X(2)-A-Y-X-R-X(4)-V-X(2)-G-E-X(2)-A

Motivo 2: (SEQ ID NO: 38)

L-X(2)-M-E-X(2)-H-X(3)-F-X(2)-C
Motivo 3: (SEQ ID NO: 39)
C-X(3)-Q-X(4)-E-X-F-A-X(2)-A-Y

Motivo 4: (SEQ ID NO: 40)

T-X(2)-V-X(3)-E-X(2)-H-X(6)-W-L
Motivo 5: (SEQ ID NO: 41)

Y-[KRQJ-X-A-Y-[SR]-R-[IV]-[DN]-{GA{VI]-V-[IL]-X-G-E-X(2)-A-X(2)-[NH]-[YF]

Motivo 6: (SEQ ID NO: 42)
LJASG]-X-M-E-X-[RDK]-H-X(2)-[AS G]-F-X-[ASG]-C-[AG]-X-N-L-X-[VI]
Motivo 7: (SEQ ID NO: 43)

CILMFJ-[VLJ-IV]-Q-X-[LI-[ILM]-[IV]-E-X-F-A{IV]-]AS]-A-Y-[NHR]-X-YIL]

Motivo 8: (SEQ ID NO: 44)

ES 2 667 469 T3

tgaagccagc
caacgcgate
gatgectgeoee
gaaaggecttt
gaaatttttc
cacctgeota
ctacatccca
atacctgecac
cgaactggaa
ggccgatgat
tgcoctacggt
cgoctatgge

rrlmpgleas
kmegrhmkgf
aiaaynivyip
wlmlnevadd

cttgaactgg
gtgattgaag
gaccageggy
atggectotg
gagogottge
ctgattcaat
gtggcggatg
cgcaactteg
gaagccaate
gctocgcgaac
gaagctetgg
cttgoggecocg

leldfgsesy
macgknlsvt

vadafarkit egvvrdeylh
arelgmeres lvedfmiayg

actttcaaaqg
gogaacaaga
atgagcttca
gcaaaaatct
acgagaactt
cgctaatcat
cttttgoocg
gtgaagagtyg
gtcagaacct
tcgggatgga
aaaacatcgg
tttga

kdaysrinai
pdmgfagkff

cgagtcctac
gagcgttcgac
caagctagoo
ctececgteact
caaagoggoocyg
cgagtgettt
caaaatcacg
gctgaaggcg
goecoettgglt
gecgtgagteg
cttcacaacg

viegegeafd
erlhenfkaa
rnfgeewlka
ealenigftt

D-X-[FY]-A-[RK]-X-[IV]-T-X(2)-V-[VM]-X-[DE]-E~-[Y3] -X~-H-[LR]-[ND] - [YF] -[AG] -

[EQ]

-X-W-L

Nucleotidos de Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00108838), sintéticos (SEQ ID NO: 45)

52



1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661

atgcagcaac
gcgtattctce
attaccctgg
gagtcgegte
ctgcagttcg
gaaggtaagg
gcagcctata
gtggttaaag
gcggaaagca
atgctgaatc
gaggacttca
attatgcgce

tgacggatca
gtatcaacgc
cgcagctgcet
acaaaaaggg
ctaaggagtt
ttgtcacctg
acatttacat
aagaatacag
aggcggagct
aagtggaggg
tgatccagta
tgagcgcgta

ES 2 667 469 T3

gagcaaagaa
tatcgttatc
gcctgaatcce
ttttgaggece
cttcagcggce
cctgctgatt
cccggtggeg
ccacctgaac
ggaattggca
tgatgcacac
cggegaggcey
tggcctgatce

ctggacttca
gagggtgaac
cacgatgaac
tgcggtegta
ctgcatcaaa
caaagcctga
gacgattttg
ttcggtgagg
aatcgtcaaa
acgatggcta
ctgagcaaca

ggtgcgtaa

aaagcgaaac
aagaagcgca
tgattcgtct
acctggcggt
actttcagac
tcattgagtyg
cacgcaagat
tctggttgaa
acctgeccgat
tggaaaaaga
ttggctttag

ctacaaggac
cgagaattac
gagcaaaatg
cactccggac
ggcagcegygcd
tttcgetate
cactgagggt
ggagcacttt
cgtgtggaaa
cgctctggtyg
cacccgtgac

Nucleotidos de AM1_4041 de Acaryochloris marina MBIC11017 (YP_001518340), sintéticos (SEQ ID NO: 46)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgccgcaaa
tactctcgta
cgtctgggtg
gcccgtcaca
gacttcgcge
gataaagttc
gcgtataaca
gtcaaggacg
gacgtgaagg
ctgaacgagg
gacttcatga
atgcgtatgt

cgcaagctat
tcgatggtat
aaatgttgcce
agaagggctt
gtcgecttett
cgacctgett
tttacatccce
aataccagca
ccgagatcca
ttgacaagga
ttcaatacgg
ctgcgtacgg

tagcgaaatt
cgtgatcgag
tgagcatcaa
tgaggcttgt
ctcggacctg
ggttattcag
ggttgccgat
tctgaactat
ggaagcaaat
cgcagcagtyg
tgaggcectyg
tctggtggca

gatttctatt
ggtgagcaag
gacgacttta
ggtcgtaact
cacaagaact
tcecctgatcea
gatttcgcte
ggcgaggagt
cgcaagaatc
ctgggcatgg
tccaacattg
gcctaa

ctgacaccta
aggcgcatga
tecegtttgag
tgaaggtgac
tccaagatgce
tcgaatgett
gtaagattac
ggctgaaggce
tgccgatcegt
agaaggaagce
gcttttctac

taaggacgct
gaactacatt
caagatggag
ttgcgatctg
tgcggecgag
cgcgattgceca
cgagagcgtce
ccatttcgac
ttggcgtatg
gttggttgaa
cggcgagatce

Nucleotidos de tll1313 de Thermosynechococcus elongatus BP-1 (NP_682103), sintéticos (SEQ ID NO: 47)

1
61l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgaccaccg
tacagccgea
gatctggcta
gccegecaca
gagttcgcga
ggtaagaccg
gcgtacaaca
gtcaaggatg
agcgtcaagg
ttgaatcagg
gactttatga
atgaaaatgt

cgaccgcaac
tcaacgcgat
aactgctgcecc
agaagggttt
aagcgttcett
caacctgtct
tttacatccc
aatactctca
gcgagttgga
tcgaggcaga
tccagtactce
ctgtgtatgg

gccggtgetg
tgtcatcgaa
tcaacaccaa
tgaagcgtge
tgagaagctg
gctgatccag
tatggccgat
cttgaacttt
ggaagctaac
cgcaaaggtce
cggtgcecgetg
cctgaccgge

gactatcaca
ggtgaacaag
gaagagctga
ggtcgcaatc
cgecgcgaact
gcgttgatca
ccgtttgege
ggcgaaatct
cgtgcgaatc
ctgggcatgg
gagaacatcg
gcgtaa

gcgaccgcta
aggcccacga
ccegtetgge
tgtccgttac
ttcagcgtge
ttgaatcctt
gcaagattac
ggttgaagga
tgccgectggt
agaaggatgc
gctttaccac

caaggacgca
caattacatt
gaagatggag
cccggatatg
cctggcggag
cgcaattgcec
cgaaagcgtce
acatttcgag
ttggaagatg
tctggtggaa
ccgtgaaatc

Nucleotidos de CYA_0415 de Synechococcus sp. JA-3-3A (YP_473897), sintéticos (SEQ ID NO: 48)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

atggcgcctg
gccecectggact
atcgaaggcg
gctgccgagg
gcttgeggea
ccgetgegeg
atccaaagcc
gcagacgact
aatttcggeg
gccaatgccce
gaggcaatct
gcgectggecaa

caaacgtgct
acagctctcc
agcaggaagc
aactgcgtaa
agaacttgceca
acaacttcca
tgatcatcga
tcgeececgtaa
agcgttggtt
agaacctgcce
atatggaccg
gcattggett

cgtgcagcat aa

gccaaatacg
gcgttaccgt
gcacgataac
gctggcaaaqg
ggtggagect
atccgecagca
gtgttttgeg
gatcacggag
gggtgaacac
gctggtgcge
tgaggcgatc
caacacgcgc

53

ccgccgagcece
caggcgtaca
tacctgaagt
atggaattgce
gacgtcgagt
gcggecggtg
atcgctgegt
ggcgtggtta
ttcgcagagg
caaatgctgce
gttgaggatt
gaagtgatgc

cgaccgatgg
gccgtatcaa
tggcggagat
gtcacatgaa
ttgcecgege
atctggtttce
ataacattta
aggacgagta
ttaaagcaca
agcaagttga
tcatgattgce
gtctgagcgce

tggtggtacg
tggcattgtt
gctgcctgag
gggctttcag
tttcttcgecg
ctgtttcgtc
catceceggtt
tctgcatctg
gatcgaggca
ggcggacgtc
ttatggcgaa
acagggcttg
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Nucledtidos de PM123 de Prochlorococcus marinus MIT9313 (NP_895059), sintéticos (SEQ ID NO: 49)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

atgccgacgt
gcgctgeccgg
gtgatcgagg
gaccatgtgg
accgcecgtgeg
gcececgttge
ttgatccaag
gttagcgatc
ctgaactacyg
gaagcgaacece
gcggcagtcec
gagagcttga
ctggtcagcet

tggagatgcce
actttaccag
gtgaacaaga
aagaactgaa
gtaagaactt
gcgacaactt
cgctgctgat
cgttcgcacg
gtgaggcatg
gtgagaatct
tgcagatgga
ctgagatcgg
aa

ggtcgctgeg
cgaccgctac
agcccacgac
acgtctggcg
gggtgtggaa
tcaaaccgeg
tgaagcgttc
taagatcact
gctgaaggceyg
gcegetgate
taaggaagac
ctttaacacg

gtcctggaca
aaagacgctt
aactacatcg
aaaatggaaa
gcecgatatgg
ctgggtcaag
gcgatctegg
gaaggtgtcg
aatctggaga
cgcegceatge
ctgatcgaag
cgtgaaatca

gcacggtcgg
attcgecgtat

caattggcac
tgcgtcacaa
acttcgcccg
gcaagacccce
cctaccacac
ttaaggacga
gctgecgega
tggatcaggt
acttcctgat
ccegtatgge

tagctctgag
caacgcgatt
cctgttgecg
gaaaggtttce
tgagttcttt
tacgtgtctyg
ttacattccyg
atacacccat
ggaactgctyg
cgcgggegac
tgcttaccaa
cgcageggceyg

Nucledtidos de PMMO0532 de Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa CCMP1986 (NP_892650), sintéticos
(SEQ ID NO: 50)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgcaaaccc
ttcacgacgg
gaacaggaag
gaattgacca
cgcaatctgg
ggcaacttcc
atcttgattg
tttgcgaaaa
caggaatggt
gttaatctagc
gctatggatce
gaaatcggtc

tggagagcaa
acagctacaa
cccatgacaa
aactggccaa
gtgttcaggc
aagttgcget
aageccttege
agattactca
tgaaggagaa
cgctgattaa
gtgaggagct
tggacaatcg

caagaaaacc
ggatgcgtat
ctatatcagce
gatggagctg
cgatatgatc
gagcaacggt
gatttccegeg
aggtgtggtg
tctggcaacc
gaaaatgctg
gatggaggag
tgaaattgcg

aacctggaaa
tcecgtatceca
ctggccaccc
aaacacaaac
tttgcgaaag
aagacgacca
taccacgtgt
aaggatgagt
tgtaaggacg
gatcaggtga
ttcatgatcg
cgtatggcaa

acagcattga
atgctatcgt
tgatcccgaa
gtggctttac
agtttttctc
cctgettget
acattcgtgot
acctgcacct
aactgatgga
gcgaggatge
cgtatcagga
tggctgcgat

cctgccagat
cattgaaggt
tgaactggag
ggcatgeggt
taagctgcac
gatccaggcce
cgcggacccyg
gaactatggt
agcaaacaaa
ctctgtgttyg
caccctgttg
tgtgtaa

Nucledtidos de PMN2A_1863 de Prochlorococcus marinus cepa NATL2A (YP_293054), sintéticos (SEQ ID NO: 51)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

atgcaggcct
ctgccggatt
atcgaaggtg
cacgccgacyg
gcgtgtggtce
aagctgcaca
atccaatgca
gcagatccgt
aattacggtce
gcgaacaaaqg
gaagtgctge
agcctgectgg
atttaa

tcgcaagcaa
tcaccagcga
aacaagaggc
agctggtgeg
gtaacttggc
acaatttcct
tcttgatcga
ttgccaageg
aagagtggcet
agaatctgcce
acatggataa
aaattggcct

taacctgacg
gagctataag
ttattctaac
cttgggtaag
agttaaacca
ggaggcgttt
gtcctttgec
tatcacggaa
gaaagcgaac
attgattaag
agaagagctg
ggacaaccgce

gtcgaaaagg
gatgcatact
tttctggacc
atggaaaaga
gacatgeccgt
aaggtgggcg
atcagcgcgt
ggtgttgtte
ctggagactyg
tctatgectgg
atggaagagt
gagatcgcac

aagaactgag
ctcgtatcaa
tggccaaget
aacacatgaa
tcgcgaagac
atacgacgac
accacgtgta
aagacgagta
tgaagaaaga
acgaagtctc
ttatgattgc
gcatggecget

ctccaatagce
tgcegtggtt
gatccecggag
cggettetge
gttctttage
ctgtttgttg
cattcgegtg
cctgecatttyg
cctgatgege
caacgacgct
atatcaggac
ggcagceggtt

Nucleotidos de RS9917_09941 de Synechococcus sp. RS9917 (ZP_01079772), sintéticos (SEQ ID NO: 52)

1
61
121
181
241

atgcecgaccec
cgectgecgyg
gtgattgaag
gaacagaagg
accagctgtg

tggaaactag
actttaccag
gcgagcaaga
acgagctgge
gtegtaacct

cgaggtggcea
cgaggcctat
agcgcatgac
tcgectgget
gggtgtggaa

54

gttctggaag
aaggacgcgt
aactacattg
cgtatggaaa
gcggatctge

actcgatggce
atagccgtat
cactgggcac
tgaaacacat
cgttegegaa

cagcggtage
caatgcgatc
gctgatccca
gaagggcettt
ggagttcttc
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301
301
421
481
541
601
66l
721

Nucledtidos de RS9917_12945 de Synechococcus sp. RS9917 (ZP_01080370),

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661

gcaccgcetge
ctgattcagg
gttgctgacc
ctgaactacg
gaagccaaca
gcggeegtge
gaagctctgt
ctggcggttt

atgacccaat
gtcgttattg
ccggcagace
tttgttggtt
ttccagcecgce
ctggtgatcce
ccggtggeag
cacctggact
agcgctgtgg
gatatgcgcece
cgtgaagcgc
gctgcagcecte

atggtaactt
cactgctgat
cgtttgcacg
gtcaagagtyg
aggcgaatct
tgcaaatgga
gtgagattgg
aa

tggactttgc
ttggcgaggg
gtgacgaatt
gcggtcgcaa
tgcatgatct
agggtctgat
acgcgtatge
acgcagaaac
ttgtggaggc
aaatcggcat
tggaaagcgt
gtatggttta

Motivo 9: (SEQ ID NO: 54)
G-A-X-G-D-1-G-S-X(4)-W-X(12,13)-A-R

Motivo 10: (SEQ ID NO: 55)

A-T-V-A-[VI]-X-G-A-T-G-D-I-G-S-A-V-[CT)-R-W-L-[DI] -X-K-X (4)

[TIV]-A-R

Motivo 11: (SEQ ID NO: 56)

{K}-L-X-[FLW]-X-R-F-T-T-G-N

en el que {K} corresponde a cualquier aminoacido excepto Lys

Motivo 12: (SEQ ID NO: 57)
M-F-G-L-I-G-H-X(6)-A
Motivo 13: (SEQ ID NO: 58)
L-[DEJ-[FLVM]-W-[C5]-X-A-P-P-[QV]-X-[LV]-[DE]-X(3)-[VI]-X-S
Motivo 14: (SEQ ID NO: 59)

S-X(2)-G-X(2)--X-G-X-Y-X(2)-S-X-F-X-PEML

Motivo 15: (SEQ ID NO: 60)
K-X-A-X-R-K-X(3)-A-M-X(3)-Q-X(5)-1-X(2)-LGGF
Motivo 16: (SEQ ID NO: 61)
AJLVM]-X(2)-[AS]-[DN]-X-[VI]-[VI]-W-V-A-S-[LMI]
Motivo 17: (SEQ ID NO: 62)
P-X(4)-D-G-G-Y-P-K-N

ES 2 667 469 T3

tcaggcggcy
tgaggcgttc
caagattacc
gttgaaggcg
gccgctgatce
gaaagaggac
cttctecgtec

atctgcggeca
cctggcgaat
gcaacgtttg
tetgggtgtg
gttcaagecgt
tgttgagtgce
ccgtecgatce
ctggctgcag
gctgccgetg
ggacccggtyg
tggttttgaa
a

55

ctgcaggaag
gccattagcg
gaaggtgttg
aatttcgaag
cgttctatge
ctgattgaag
cgtgatatcg

taccgtgagyg
cgtcacttcec
ggccgcatgg
gtcgctgate
cacgaccacg
tttgcggttg
accgctgegg
cgccactteg
acgctggcga
gaaacgctgg
gcggtcgaag

gtaaggtggt
cttatcacat
tgaaagacga
cctccaaaga
tggaacaagt
acttcctgat
ccegeatgge

gacctgtctg
ttacattccg
gtatacccat
cgaactgatg
cgctgctgat
cgcatatcaa
ggcagecgcea

sintéticos (SEQ ID NO: 53)

catacagccg
aaatgctggc
agggtgacca
tgcegetgge
acggtaaccg
ccgcgtateg
ttatgaatga
accaagttaa
tgttgcaaag
cgagcttcecag
cgcecgeegttt

tatcaatggt
gcgtecgeatt
cgcaagcgec
acgccgcectg
tgctgaatgce
tcattacctg
cgagagcgaa
agccecgegtyg
cctggctgceca
cgagctgttt
gctgatgegt

-[DE]-L-[ILF]-L-
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Motivo 18: (SEQ ID NO: 63)
N-F-8-W-G-R-N-X-I-X(7)-1-G-X(2)S-X(2)-H-G

Motivo 19: (SEQ ID NO: 64)
FTTGNTHTA

Nucledtidos de Synpcc7942_1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400611) (SEQ ID NO: 65)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

atgttcggte
atgggctacg
atcgttgatg
gaatcgtgtt
gttctcaatg
tttacctcga
accttggagt
caggtggaag
gtcggcgcega
gtcggtgatt
ctcggeeggg
tgggtcgcca
gtcctaatcg
tatgtcctca
gctgcagaga
ttggaatttg
aagatggaag
atttga

ttatcggtca
acgaatacgce
aaatcacagt
tcttgececgga
ccatgtcccea
ttattttcga
ttgaacggtt
ccgcetgetaa
ctggcgatat
tgatcctgac
gcaagattct
gtatgcctceca

acgggggcta
atggcggggt
tggcgecggcece
aaggctggceca
cgatcggtga

ES 2 667 469 T3

tctcaccagt
cgatcaagga
caccagtgec
aatgctggeg
tgcccaaaaa
gaatttcgat
caccaccggc
aacgctgggce
cggtagecgcet
ggcgcgeaat
gcecttggaa
gggcgtagtg
ccccaaaaac
agttgaacat
cgagcgccag
tactaacttc
ggcatcggtyg

ttggagcagg
ttggagtttt
acaggcaagg
gcgcegecget
cacggcatceg
ttggccagtt
aatactcaca
atcgacatta
gtctgeecget
caggagcgtt
gcecgetetge
atcgacccag
ttgggcagceca
tgcttcgaca
atgtttgect
tcctggggece
cgccacggcet

Aminoacidos de Synpcc7942_1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP

1
61
121
181
241
301

mfglighlts
escflpemla
tleferfttg
vgdliltarn
vlidggypkn
lefegwhtnft

legardvsrr
arrfktatrk
nthtayvicr
gerldnlqgae
lgskvggegi
swgrngitie

mgydeyadqgg
vlnamshaqgk
gveaaaktlg
lgrgkilple
yvlnggvveh
kmeaigeasv

lefwssappgq
hgidisalgg
iditgatvav
aalpeadfiv
cfdidwgims
rhgfgplala

ccecgcecgacgt
ggagtagcgce
tgattcacgg
tcaaaacagc
acatctcgge
tgcggcaagt
cggcctacgt
cccaagcgac
ggctcgacct
tggataacct
cggaagctga
caaccctgaa
aagtccaagqg
tcgactggea
gctttgeccga
gcaaccaaat
tccaaccctt

ivdeitvtsa
frsiifenfd
vgatgdigsa
wvasmpggvyv
aaemarperq
1

Nucledtidos de sll0209 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442146) (SEQ ID NO: 67)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541

601
661

721
781
841
901
961
1021

ATGTTTGGTIC
TTAGGCTATC
GTGGTTGATA
GAGTCTTGCT
ATCCTCAATG
TTTTCTTCAA
GAACTAGATT
CAGGTCGAGT
TGTGGCGCCA
GTTAAGGAAT

TTGGGTCGGG
TGGGTGGCTA

TTGATTGTGG
CATATTCTCA
ATTGTGGAGA
CTAGAGTITTG
AAAATGGAGG
TAG

TTATTGGTCA
CTGAGTACGC
ATTTTCAGGT
TTTTGCCGGA
CTATGGCCCT
TCGTATTTGA
TTCAGCGGTT
CTGGAGCTAA
CGGGAGATAT
TATTGCTAAT

GCAAAATTAT
GTATGCCCAA

ATGGGGGCTA
AGGGGGGGAT
TGGATATTCC
AGGGCTGGCG
CGATTGGTGA

TCTCACGAGT
CAACCAAGGC
GAAAAGTGTG
AATGTTAACC
GGCCCAAAAG
AGAATTTAAC
CACCACTGGT
ACAGTTGGGT
TGGTAGCGCC
TGCCCGTAAC

GGATTTGGAA
GGGGGCTAGAA

TCCCAAGAAT
TGTAGAACAT
CTCCCGGCAA
CACTAATTTT
AGCTTCTGTC

TTAGAACACG
CTGGATTTTT
ACGGGGCAGG
CAACGGCGGA
GTGGGCTTGG
CTCAAGCAAA
AATACCCACA
ATTGATCTAA
GTATGTCGTT
CGCCAAAGAT

ACAGCCCTIGC
ATTGCGGGGG

TTAGACACCA
TCCCTTGATA
ATGTTCGCCT
TCCTGGGGCC
AAGCATGGCT

CCCAAGCGGT
GGTGTTCGGC
TGATTGAAGG
TCAAAGCGGC
ATATTACGGC
ATAATCAAGT
CCGCTTATGT
GTCAGGCAAC
GGTTAGATAG
TGGAAAATCT

CCCAGGCAGA
AARATGCTGAA

GGGTGAAAGC
TTACCTGGGA
GTTTTGCGGA
GCAACCAAAT
TTTGCCCTTT

Aminoacidos de sll0209 de Synechocystis sp. PCC6803 (NP_442146) (SEQ ID NO: 68)

56

ttctcgecagyg
tcctectecaa
tcgcetacatce
cacgcegceaaa
cttgggggge
gcgegacact
aatctgtaga
agtagcggtt
caaactgggt
gcaggctgaa
ctttatcgtg
gcaaccctgce
tgagggcatc
gatcatgtcc
ggcgatgcete
cacgatcgag
ggcattggca

_400611) (SEQ ID NO: 66)

tgkvihgryi
laslrgvrdt
vcerwldlklg
idpatlkqgpc
mfacfaeaml

TGCTGAAGAT
TCCTCCCCAA
CAAATATGTG
CATTCGTAAA
CCTGGGAGGC
CCGCAATGTG
GATCTGCCGT
GGTAGCGGTT
CAAACATCAA
CCAAGAGGAA

TATTATTGTT
AAAGCCCTGT

GGATGGGGTG
AATTATGAAG
GGCCATTTTG
TTCCGTTAAT
AGTAGCTCTT



1
6l
121
181
241
301

Nucledtidos de cce_1430 de Cyanothece sp.

1
6l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

mfglighlts
escflpemlt
eldfgrfttyg
vkellliarn
livdggypkn
lefegwrtnf

atgtttggtt
tttggctatg
ttecgtcecgage
gaatccgcett
atactgaatg
ttttettega
tctttagagt
caagttgaac
tgcggggcaa
acccaggaac
ttgggacggg
tgggtggcga
ttaattatcg
catatcctga
actgtcaata
ttagagtttyg
aaaatggaac
taa

lehagavaed
grrikaairk
nthtayvicr
rgrlenlgee
ldtrvkadgv
swgrngisvn

taattggtca
gcccatacge
attttcatgt
tcttaccaga
cgatggecett
ttatttttga
ttgatcgett
aggcatccgce
ccggagatat
tattcttaat
gtaaaattat
gtatgecccaa
atggtggtta
aagggggaat
tggatgttce
aacaatggca
aaataggaga

ES 2 667 469 T3

lgypeyanqg
ilnamalagk
gvesgakglg
lgrgkimdle
hilkggiveh
kmeaigeasv

tcttacaagt
cactcaggga
tactagcatc
aatgctgata
tgctcagaaa
agaatttaat
caccaccgga
taaactaggg
tggcagtgca
tgctcgcaat
gggattggag
aggagtggaa
tcctaagaat
tgtagaacat
ttctcgtcaa
cactaatttt
agcttctgtce

ldfwcsappa
vglditalgg
idlsgatvav
talpgadiiv
slditweimk
khgfeplval

ttagaacacg
cttgatttgt
acaggacaaa
aagcgacgga
aataacctta
ctcaaagaga
aacacccata
attgacttat
gtgtgtegtt
aaagaacgat
gaggctttac
attaatgccg
ttagacacaa
tctctagata
atgtttgctt
tecttggggac
aaacatgggt

vvdnfgvksv
fssivfeefn
cgatgdigsa
wvasmpkgve
ivemdipsrg

ATCC51142 (YP_001802846) (SEQ ID NO: 69)

cccactcegt
ggtgttctgce
ccatcgaagg
ttaaagcagce
acatcacagce
atagacaagt
ctgcttatat
cccaagcaac
ggttagatag
tacaacgact
ccgaagcaga
aaactctcaa
aaattaaaca
ttgactggaa
gttttgccga
gcaatcaaat
tacaaccgtt

Aminoacidos de cce_1430 de Cyanothece sp. ATCC51142 (YP_001802846) (SEQ ID NO: 70)

1
6l
121
181
241
301

Nucledtidos de PMMO0533 de Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa

NO: 71

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

mfglighlts
esaflpemli
slefdrfttg
tgelfliarn
liidggypkn
lefegwhtnt

)

atgtttgggce
ttgggctttg
ctagttgaaa
gattcatgtt
aatgcaatgg
tctatcatct
gagtgggaaa
gagatgaatg
gctactggag
gaacttcttt
ggtggaacta
gcaagtatgce
attgatggag
gtaaaaggag
gaaatgcaaa
tttgaaaaat
gagtttattg
ccaaaagtac

lehahsvada
krrikaairk
nthtayiicr
kerlqgrlagde
ldtkikhpdv
swgrngitvt

ttataggtca
atcatattgc
atgtagaggt
tcgttectga
aattagctca
ttgaaaattt
ggtttacaac
ctecctaaaat
atataggcag
tggtagctag
tcaaaaatct
caaagacaat
gttatccaaa
gtatagtaag
atccccagag
gtcatacaaa
gagctgette
tagcagtttg

fgygpyatag
ilnamafagk

qgvegasaklg
lgrgkimgle
hilkggiveh
kmegigeasv

ttcaactagt
ggatggtgat
taaaagtgcet
aatgctttceca
aaaaaaaggt
taatctcctt
tggtaatact
aggtattgat
tgectgtttgt
gcaaaaggaa
agatgaagca
ggaaatcgat
gaatctagat
attcttcaat
agaaatgttt
ctttagctgg
tgtaaagcat
a

57

ldlwecsappg
nnlnitalgg
idlsgatvai
ealpeadiiv
sldidwkime
khglgpllsw

tttgaagatg
ttagatgttt
ataggtatat
agatttaaaa
attaatatta
caacataagc
catactgcgt
cttaaaagcg
cgatggttaa
ccecttggatt
ttgcctgaag
gctaataatc
gaaaaatttc
gatataggtt
gcatgectttg
ggaagaaata
ggcttctetg

fvehfhvtsi
fssiifeefn
cgatgdigsa
wvasmpkgve
tvnmdvpsrqg

CCMP1986 (NP_

caaaaagaaa
ggtgcacagce
caattgaagg
cggcaagaag
ccgetttggg
agattagaaa
gggttatttg
caacagttgc
tcaataaaac
ctttgcaaaa
cagatattgt
ttaaacaacc
aaggaaataa
ggaatatgat
cagaagcaat
atatatctct
caattggccet

tggviegkyv
lkgnngvrnv
vecrwldskhg
iagemlkkpc
mfacfaeail

tgctgatgcec
tccaccccaa
aaagtatata
aattcgcaaa
attagggggc
tcgtaatgtce
catttgtcgt
ggttgctatt
aaaaaccgat
gcaagatgag
tattatcgtt
aaaaccctgt
tcetgatgte
gattatggaa
agccatttta
tacagtgact
gttgagttgg

tggtiegkyi
lkenrgvrnv
verwldrktd
inaetlkkpc
mfacfaeail

892651) (SEQ ID

ggcttcatta
tccacctcaa
ttcttatatt
aaaagtatta
ggggttcact
cacttcacta
caggcaatta
tgtagttggt
aggtattggg
ggaattagat
tgtatgggta
atgtttaatg
tatacatgtt
ggaactagcet
gattttagaa
cgagaaaatg
agataagcat
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Aminoacidos de PMMO0533 de Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa CCMP1986 (NP_892651) (SEQ ID
NO: 72)

1
61
121
181
241
301

mfglighsts
dscfvpemls
ewerfttgnt
elllvargke
idggypknld
fekchtnfsw

fedakrkasl
rfktarrkvl
htawvicrqgl
pldslqgkeld
ekfggnnihv
grnnislekm

lgfdhiadgd
namelagkkg
emnapkigid
ggtiknldea
vkggivrffn
efigaasvkh

ldvwectappg
initalggft
lksatvavvg
lpeadivvwv
digwnmmela
gfsaigldkh

lvenvevksa
siifenfnll
atgdigsavc
asmpktmeid
emgnpqgremt
pkvlav

Nucleotidos de NP_96091 de Gloeobacter violaceus PCC7421 (gll3145) (SEQ ID NO: 73)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

atgtttggcce
ctgggctacg
gcggtcgatg
gaatcgtgcet
atcctcaatg
ttctegtega
accctcgaca
caggtcgagc
gtcggggcecea
atccacgaac
ctcggcaccqg
tgggtcgect
ctgctcatceg
catatcctceg
tttctaaatyg
ctggaattcg
aagatggcce
agtcagcgcea

tgatcggaca
acgagtatgc
aaatcacgat
ttctgeecgga
ccatggccect
tcatcttcga
tccagegett
agggtgcggt
ccggegacat
tcttgctggt
gtcggatcect
cgatgaacca
acggcggceta
acggcggceat
tgcccaacce
aagggcttca
agatcggctc
gcggcgaact

cttgaccaat
aagccacgac
caccagcegte
gatgctecgec
ggtccagaaqg
gaatttcagce
caccaccggc
acgctacggc
cggtagcgcec
ggccegegac
gccggtegaa
gggcatggcee
ccccaagaac
ggtcgagcac
cgcececgceeag
cttcaatttt
gctgtctaaa
cgtacacgga

ctttcccatg
ctcgaattct
accggtcagg
cagggccgct
cgcggcateg
ctcgataaat
aacacccaca
atcgatccgg
gtctgcegat
gccgaaaggce
gaagcactte
atcgaccceyg
atggccggcea
tcgctcgaca
ttcttegect
tcctggggece
aaacatggcet
taa

cccagegggt
ggtgcatgge
tgatccacgg
tcaagaccge
acattacggce
tgctcaacgt
cggcctacat
ccaaagcgac
ggctcaccga
tcgaccgget
ccaaagecga
ccggcectgeyg
ccectgecageyg
tcgactggcea
gcttcecgeega
gcaaccacat
ttegtececet

Aminoacidos de NP_96091 de Gloeobacter violaceus PCC7421 (glI3145) (SEQ ID NO: 74)

1
6l
121
181
241
301

mfglighltn
escflpemla
tldigrfttg
ihelllvard
llidggypkn
lefeglhfnf

lshagrvard
ggrfktamrk
nthtayilcg
aerldrlqgge
magtlgrpgi
swgrnhitve

lgydeyashd
ilnamalvgk
qveqgavryg
lgtgrilpve
hildggmveh
kmagigslsk

lefwcmappg
rgiditalgg
idpakatvav
ealpkadivv
sldidwgims
khgfrpllep

avdeititsv
fssiifenfs
vgatgdigsa
wvasmnggma
flnvpnparq
sgrsgelvhg

igisiegsyi
ghkgirntsl
rwlinktgig
annlkgpclm
acfaeamile

cgeceegegac
cccteccecag
tcagtacgtc
catgcgcaaqg
cctgggaggce
ccgcgacatce
cctttgtcag
cgtggcggta
ccgcgecgygce
gcagcaggaa
catcgtegtc
cacccectge
ccecgggeate
gatcatgtcg
gtcgatgetyg
caccgtcgag
gcttgaaccc

tggvihgqyv
ldkllnvrdi
vcrwltdrag
idpaglrtpc
ffacfaesml

Nucledtidos de ZP_00108837 de Nostoc punctiforme PCC73102 (Npun02004176) (SEQ ID NO: 75)

1
61
121
181
241

atgtttggtc
ttgggatacc
attgtcgata
gaatcttgcet
atcctcaacg

taattggaca
cagaatatgc
gtattattgt
ttttgccgga
ctatggccca

tctgactagt
cgatcaaggg
caccagtgtt
aatgctagcet
tgcacagaag

58

ttagaacacg
ctagactttt
actgggcaac
agtcgccgcea
cacggcatta

ctcaagccgt
ggtgcagcgce
aaattgaagg
tcaaagccgce
acatcacagc

agcccaagaa
ccecgccgeaa
acgatatgta
aacacggaaa
tttaggcgga



301
361
421
481
541
601
66l
721
781
841
90l
961

ttttectega
aagctagagt
caggtggaag
tgtggageaa
gtccaagaac
ctggggcggyg
tgogttgcta
ttgttgattg
cacgtgttaa
atagtcaata
ctggaatttyg
aaaatggagce

ttatttttga
ttgaacgett
aagcatccaa
ctggggatat
tcotgotaat
ggaaaatcat
gtatgocccag
atggtogeta
atggtgggat
tggacgtgce
agaagttata
agattggceg

ES 2 667 469 T3

aaactttaag
caccacagga
acaactggga
tggtagtgce
cgoecogogat
gggtttgaca
aggcgtggaa
tocctaaaaac
tgtagagcat
agceoecgteay
cacgaacttt
ggtgtcagta

ttagagcagt
aacacgcata
attaatctat
gttacacgect
caagaacgtc
gaagcactac
attgacccca
ttagcaacaa
tcectggata
ttgtttgect
Lecgtggggac
aaacatggat

ttagccaagt
ctgceotacat
caaacgcgac
ggctagatge
tcaaagagtt
cCocaagecga
ccactttgaa
aaattcaata
ttgactggaa
gttttgeccga
ggaatcagat
ttagaccgtt

cocgaaatate
tatttgtaag
tgttgcgota
gagaacagat
geaaggcocgaa
tgttgtagtt
acaaccctgt
tectggeogta
aattatgaaa
atcaatgcta
taccgtagat
gttggtttag

Aminoacidos de ZP_00108837 de Nostoc punctiforme PCC73102 (Npun02004176) (SEQ ID NO: 76)

1
61l
121
181
241
301

mfglighlts
escflpemla
kleferfttg
vgellliard
llidggypkn
lefeklytnf

lehagavage
srrikaatrk
nthtayiick
gerlkelgge
latkigypgv
swgrngitvd

lgypeyadag
ilnamahagk
gveeaskqlg
lgrgkimglt
hvlnggiveh
kmegigrvsv

ldfwcsappg
hginitalgg
inlsnatvav
ealpgadvvv
sldidwkimk
khgfrpllv

ivdsiivtsv
fssiifenfk
cgatgdigsa
wvasmprgve
ivnmdvparg

Nucleotidos de YP_323044 de Anabaena variabilis ATCC29413 (Ava_2534) (SEQ ID NO: 77)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

atgtttggtc
ctgggatacc
atagttgacc
gaatcttgct
gtcctcaatg
ttctectcececa
acactagagt
caggtagaac
tgtggggcta
gtaaaagaat
ttgggacgcyg
tgggtagcta
ttattgattg
tatgtactga
atagtcaata
ttggaatttg
aaaatggagc

taattggaca
cagaatacgce
acattaaagt
ttttaccaga
ctatggctca
ttatttttga
ttgaacgett
aagcatcaca
ctggtgacat
tactgttaat
gtaaaatcat
gtatgcctaa
atggtggtta
acggaggtat
tggatgtacc
agaagttgta
agattggtca

tctgacaagt
cgaccaaggg
tactagcatt
aatgctagcece
tgctcaaaaa
aaacttcaaa
cactacaggc
acaactcggce
tggtagtgca
cgcccgtaat
gagcctagat
aggcgtggaa
tccgaaaaac
cgtcgaacat
tgcacgccaa
cacgaacttt
agcatcagtg

ttagaacacg
ctagattttt
actggtgaaa
agccgtagga
catggcattg
ttggaacagt
aacactcaca
attgaactct
gttactcget
caagaacgtc
gaagcattge
attaatcctc
ttgggtacaa
tccectagata
ttatttgett

tcttggggge
aaacatgggt

ctcaagcggt
ggtgcagcgce
taattgaagg
ttaaagccgce
acatcaccgce
ttagccaagt
cagcttatat
cccaagcaac
ggctggatgce
tccaagagtt
ctcaagctga
aagttttgaa
aagttcagta
ttgactggaa
gttttgcgga
gcaatcagat
ttagaccact

Aminoacidos de YP_323044 de Anabaena variabilis ATCC29413 (Ava_2534) (SEQ ID NO: 78)

1
61
121
181
241
301

mfglighlts
escflpemla
tleferfttg
vkellliarn
llidggypkn
lefeklytnf

lehagavaqge
srrikaatrk
nthtayiicr
gerlgelgse
lgtkvgypgv
swgrngitvd

lgypeyadag
vlnamahaak
gvegasqqlg
lgrgkimsld
yvlnggiveh
kmegiggasv

ldfwesappyg
hgiditalgg
ielsgatvwvai
ealpgadivv
sldidwkimk
khgfrpllv

ivdhikvtsi
fssiifenfk
cgatgdigsa
wvasmpkgve
ivnmdvparqg

Nucleotidos de YP_170761 de Synechococcus elongatus PCC6301 (syc0051_d) (SEQ ID NO: 79)

1 atgttcggte ttatcggtca tctcaccagt ttggagcagg cccgcgacgt
6l atgggctacg acgaatacgc cgatcaagga ttggagtttt ggagtagegce
121 atcgttgatg aaatcacagt caccagtgcc acaggcaagg tgattcacgg

59

tgggiegryv
legfsgvrni
vtrwldartd
idpttlkgpc
lfacfaesml

agctcaagaa
tccaccgcaa
gaggtatgta
aacccgcaaa
tttgggtggt
tcgtaatgtc
catttgtegg
agtagctata
caaaacagac
gcaaagcgag
tattgtagtt
acaaccctgt
tcectggtgte
aatcatgaaa
atctatgctc
taccgtagac
gctggtttag

tgeiiegryv
legfsqgvrnv
vtrwldaktd
inpgvlkgpc
lfacfaesml

ttctcgecagg
tcctectcaa
tcgctacatce



181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
B41
901
961
1021

Aminoacidos de YP_170761 de Synechococcus elongatus PCC6301 (syc0051_d) (SEQ ID NO: 80)

1
61
121
181
241
301

gaatcgtgtt
gttctcaatg
tttacctcga
accttggagt
caggtggaag
gtcggcgega
gtcggtgatt
ctcggecggg
tgggtcgceca
gtcctaateg
tatgtcctca
gctgcagaga
ttggaatttg
aagatggaag
atttga

mfglighlts
escflpemla
tleferfttg
vgdliltarn
vlidggypkn
lefegwhtnf

tcttgccgga
ccatgtccca
ttattttcga
ttgaacggtt
ccgctgcetaa
ctggcgatat
tgatcctgac
gcaagattct
gtatgcctca
acgggggcta
atggcggggt
tggcgcggcece
aaggctggca
cgatcggtga

legardvsrr
arrfktatrk
nthtayvicr
gerldnlgae
lgskvggegi
swgrngitie

ES 2 667 469 T3

aatgctggcyg
tgcccaaaaa
gaatttcgat
caccaccggce
aacgctggge
cggtagcgcect
ggcgcgcaat
gcecttggaa
gggcgtagtyg
ccccaaaaac
agttgaacat
cgagcgccag
tactaacttc

ggcatcggtyg

mgydeyadqg
vilnamshagk
gveaaaktlg
lgrgkilple
yvlnggvveh
kmeaigeasv

gcgegeeget
cacggcatcg
ttggccagtt
aatactcaca
atcgacatta
gtctgecget
caggagcgatt
geegetetge
atcgacccag
ttgggcageca
tgcttcgaca
atgtttgcct
tcectggggece
cgccacggcet

lefwssappgq
hgidisalgg
iditgatvav
aalpeadfiv
cfdidwgims
rhgfgplala

Nucledtidos de alr5284 de Nostoc sp. PCC7120 (NP_489324) (SEQ ID NO: 81)

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

Aminoacidos de alr5284 de Nostoc sp. PCC7120 (NP_489324) (SEQ ID NO: 82)

1
61
121
181
241
301

atgtttggtc
ctgggatacc
atagttgacc
gaatcttgct
gtcctcaatg
ttctectecea
acactagagt
caggtagaac
tgtggggcta
gtgaaagaat
ctgggacgceg
tgggtagcceca
ttgctgattg
tatgtactga
atagtcaata
ttggaatttg
aaaatggagc

mfglighlts
escflpemla
tleferfttg
vkellliarn
llidggypkn
lefeklytnf

taattggaca
cagaatacgce
acattaaagt
ttttaccgga
ctatggctca
ttatttttga
ttgaacgctt
aagcatcaca
ctggtgatat
tgctgttaat
gtaaaatcat
gtatgcctaa
atgggggtta
acggcggtat
tggatgtacc
agaagttgta
agattggtca

lehagavaqe
srrikaatrk
nthtayiicr
gerlgelgse
lgtkvgypgv
swgrngitvd

tctgacaagt
cgaccaaggg
tactagtatt
gatgctagcc
tgctcaaaag
aaactttaaa
cactacaggc
acaactcgge
tggtagtgca
cgcecegtaat
gagccttgat
aggtgtggaa
tccgaaaaac
cgtcgaacat
tgcacgccaa
cacgaacttt
agcatcagtg

lgypeyadqg
vlnamahagk
gvegasqgglg
lgrgkimsld
yvlnggiveh
kmeqgiggasv

ttagaacacg
ctagattttt
actggtgaaa
agtcgtcgga
aatggcattyg
ttggagcagt
aacactcaca
attgaactct
gttactcgcet
caagaacgtc
gaagcactgce
attaatccte
ttgggtacaa
tcgetggata
ttatttgcett

tcttggggge
aaacatgggt

ldfwecsappq
ngiditalgg
ielsgatvail
ealpgadivv
sldidwkimk
khgfrplly

tcaaaacagc
acatctcgge
tgcggcaagt
cggcctacgt
cccaagcgac
ggctcgacct
tggataacct
cggaagctga
caaccctgaa
aagtccaagyg
tcgactggca
gctttgeccga
gcaaccaaat
tccaaccectt

ivdeitvtsa
ftsiifenfd
vgatgdigsa
wvasmpagvv
aaemarperq

ctcaagcggt
ggtgtagcge
taattgaagg
ttaaagccge
atatcacagc
ttagccaagt
cagcatatat
cccaagcaac
ggctggatgce
tccaagagtt
cccaagctga
aagttttgaa
aagttcagta
ttgactggaa
gttttgcgga
gcaatcagat
ttagaccact

ivdhikvtsi
fssiifenfk
cgatgdigsa
wvasmpkgve
ivnmdvparg

cacgcgcaaa
cttggggggc
gcgcgacact
aatctgtaga
agtagcggtt
caaactgggt
gcaggctgaa
ctttatcgtyg
gcaaccctgce
tgagggcatc
gatcatgtcc
ggcgatgcete
cacgatcgag
ggcattggca

tgkvihgryi
laslrgvrdt
verwldlklg
idpatlkgpc
mfacfaeaml

agctcaagaa
tccaccgcaa
gaggtatgta
aacccgcaaa
tttgggtyagt
tcgtaatgtg
tatttgtcgg
agtagctata
taaaacagac
gcaaagcgag
tatcgtagtt
gcaaccctgt
tecectggtgtt
aatcatgaaa
atctatgctc
taccgtagac
gctggtttag

tgeiiegryv
legfsqgvrnv
vtrwldaktd
inpgvlkgpc
lfacfaesml

Nucledtidos de Synpcc7942_1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400611), sintéticos (SEQ ID NO: 83)

60



1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

atgtttggtc
atgggttatg
atcgtcgatg
gagtcctget
gttctgaatg
tttacgtcga
accttggagt
caagtcgaag
gtgggtgcta
gttggcgatc
ttgggtcgceyg
tgggttgegt
gtgctgattyg
tatgtcctga
gcagcagaaa
ctggagttcg
aagatggaag
atttaa

tgattggtca
atgaatacgc
agatcaccgt
tcctgeectga
cgatgtccceca
ttatcttcga
ttgagegttt
cagcagccaa
ccggtgatat
tgatcctgac
gtaagatcct
ctatgccgeca
atggcggcta
atggcggtgt
tggcgegtece
aaggctggca
cgattggtga

ES 2 667 469 T3

cctgaccagce
tgatcaaggc
gacctccgea
gatgctggceca
tgcgcaaaag
gaacttcgat
taccacgggt
aaccctgggt
tggttcegeg
ggcgcgtaat
gccgttggag
gggtgttgtt
tccgaaaaac
ggttgagcat
ggagcgccaa
tacgaatttc
agcaagcgtg

ttggaacaag
ctggagtttt
accggtaagg
gctecgecegtt
catggcattg
ctggcctcett
aatacgcaca
attgatatca
gtttgcegtt
caggagcgtc
gcagcgttgce
atcgacccgg
ctgggcagca
tgcttcgaca
atgtttgect

agctggggtc
cgtcatggtt

cgcgtgacgt
ggagcagcgce
tcatccacgg
tcaaaacggc
acattagegce
tgcgccaggt
ccgcecttacgt
cccaggccac
ggctggatct
tggacaacct
cggaggcaga
cgaccttgaa
aggtccaagg
ttgactggca
gttttgcaga
gtaatcagat
ttcagccact

cagcecgcecgt
gccaccgeag
ccgctacatt
cactcgtaaqg
cttgggcggt
gcgtgacacg
tatctgtcge
cgtcgeegtg
gaaactgggt
gcaagccgag
cttcatcgtce
acagccgtge
cgagggtatc
gatcatgagc
agccatgctg
taccattgaa
ggcgectgget

Nucledtidos de PMMO0533 de Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa CCMP1986 (NP_892651), sintéticos
(SEQ ID NO: 84)

1
61
121
181
241
301
30l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

atgtttggtc
ctgggctttyg
ctggttgaga
gacagctgtt
aatgcaatgg
agcattatct
gagtgggaac
gagatgaatg
gcaactggceg
gaattgttgce
ggtggtacga
gcatctatgce
atcgatggcg
gtgaagggty
gaaatgcaga
ttcgagaaat
gagttcatceg
ccgaaggtcece

tgattggcca
atcatattgce
atgtcgaggt
tcgtgeecgga
agctggcaca
ttgagaactt
gctttaccac
cgccgaaaat
acattggttec
tggtcgecteg
tcaagaacct
cgaaaactat
gctacccecgaa
gtattgtccg
acccgcaacyg
gccataccaa
gcgctgcgag
tggcagttta

cagcacgagc
tgatggcgac
gaaatcggeg
gatgttgagce
aaagaagggc
caatctgttg
gggtaacacc
cggtattgac
ggccgtttgt
ccagaaggaqg
ggatgaagcg
ggaaatcgat
gaacttggat
tttcttcaat
tgagatgttc
tttcagctgg
cgttaagcac
a

tttgaggacg
ctggacgtcect
attggcattt
cgtttcaaaa
atcaacatca
cagcataaac
cacaccgcegt
ctgaaaagcg
cgctggcetga
cctectggaca
ctgccagaag
gccaacaatc
gagaagtttc
gatatcggtt
gcttgttttyg
ggtcgcaaca
ggcttcageg

caaagcgtaa
ggtgcacggce
ccatcgaagqg
ccgcacgtcg
cggcgctggg
agatccgtaa
gggtgatctg
cgacggtgge
ttaacaagac
gcctgcaaaa
cggacatcgt
tgaaacaacc
aaggcaataa
ggaacatgat
cggaggccat
acattagcct
cgattggttt

ggcgagcectyg
acctceccgceaa
ctcctacatce
caaagttctg
tggtttcacce
taccagcctg
ccgcecagetg
agttgttggc
cggtateggt
agagctggac
cgtectgggte
gtgcctgatg
catccacgtt
ggaactggct
gattctggag
ggagaaaatg
ggataaacat

Nucledtidos del orf MSMEG_5739 de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155 (YP_889972) (SEQ ID NO: 85)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

atgaccagcg
cagtcgaccc
ccgttgcecyg
cagaccctgt
gccaccgacg
tacgcccagg
cagccgatet
acgctggatc
ccggtcagcec
gccgaatacce
gtggtgttcg
gaacaactcg
gccgggetge
ctgtacacct

atgttcacga
gcecgecatege
ccgtggtcga
tcaccggcta
agggcgggcyg
tgtggtcgeg
accceggcega
tcgtatgegce
ggctegcececce
tcgacctege
accatcaccc
ccggcaaggg
cggccgaacce
cgggttccac

cgccacagac
cgagctgtac
cgcggegeac
cggtgaccge
caccgtgacg
cgtgcaagcg
cgcecgtegeg
ctacctgggce
gatcctggcce
agtcgaatcc
cgaggtcgac
catcgecegte
gatctacacc
cggcgecaccec

61

ggcgtcaccg
gccaccgate
aaacccggge
ccggecgetgg
cgtcetgetge
gtcgecgegy
acgatcggtt
ctcgtgagtg
gaggtcgaac
gtgcgggacg
gaccaccgcyg
accaccctgg
gccgaccatg

aagggtgcga

aaaccgcact
ccgagttege
tgcggetgge
gataccgcege
cgecggttega
ccctgegececa
tcgcgagtece
ttcegetgea
cgcggatccet
tcaactcggt
acgcactggc
acgcgatcgce
atcagcgect
tgtacaccga

cgacgacgag
cgececgecgea
agagatcctyg
ccgtgaactg
caccctcacc
caacttcgcg
cgattacctg
gcacaacgca
caccgtgagce
gtcgcagcectce
ccgecgcegegt
cgacgagggce
cgcgatgatce
ggcgatggtyg



841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2401
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

gcgcggetgt
ttcatgccge
ggaaccagtt
gtgcgccega
ctcgeccaccg
gccggtgecg
accgcaccgce
gtcgacggcet
ccaccggtga
aagccctacc
aagcgccecg
gtcatggccg
aaactcgcegce
gcgcetggtge
gtggtceccga
gccgactcege
gatttcatcg
aaactgetge
gatatcgcgg
ccggtgatceg
gcatccgacg
aacctgctga
accaacctceg
ccgagtttca
ctggacaagt
accgagecac
ttgcagtgge
cgcgacgacg
tcecegecget
gacccgaatce
gtggtgcatc
aacgtcgtygg
acgtacctgt
atccggaccg
agcaagtggg
gcgacgttecc
ccagacatgt
ttctacatcg
gtggccgagg
gtgatgaacc
gcgggcecatce
gcgttgaccyg
ttcecgegete
gcggtgcgcea
gacaagtaca

ggaccatgte
tcaaccacct
acttcgtacc
ccgaactcgg
tcgaccgect
aactgcgtga
tggccgcegga
acgggctcac
tcgactacaa
cgcgtggega
aggtcaccygce
agaccgcacc
agggegagtt
gccagatctt
cgccggaggce
tgcagcgcac
tcgagaccga
ggcccaacct
ccacgcaggc
acaccctcac
cccacttcac
gcgatttcett
cccaactege
ccaccgtgcea
tcatcgacgce
ggacggtgtt
tggaacgect
ccgeggceecyg
tcgeccgaget
tgggcctcac
cggcagcget
gcacggccga
ccaccgtgtce
tgagcecggt
ccggcgaggt
gctcggacat
tcacgcgact
gagacggtga
cggtcacgac
cgcacgacga
cgatcgaccg
cgcttccecga
cgcaggcacc
ccgcgaaggt
tacgcgatct
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gttcatcacg
gggcgggcege
ggaatccgac
cctggttecyg
ggtcacgcag
gcaggtgctc
gatgagggcg
cgagaccggc
gctgatcgac
actgctggtc
gagcgtctte
cgaccacctg
cgtggcggtce
cgtgtacggc
gctcgagcag
cgcacgcgac
gccgttcage
caaagaccgce
caaccagttg
ccaggccgcet
cgacctgggc
cggtttcgaa
ccagcacatc
cggcgceggac
cgaaacgctc
gectcectegggce
ggcacctgtc
cgcacggcetyg
ggccgaccege
acccgagatc
ggtcaaccac
ggtgatcaag
ggtggccatg
gecgcececgete
gctgetgegyg
gatcctggceg
cctgttgage
gcgccecgeygyg
gctcggcegceyg
cgggatctcce
ggtcgacgac
gaagcgccegce
gttgcgcggc
gggcccggga
gcgtgagtte

ggtgaccceca
atccccattt
atgtccacgc
cgcgtegecg
ggcgcececgacyg
ggcggacgeyg
ttcctcecgaca
gccgtgacac
gttcccgaac
aggtcgcaaa

gaccgggacyg
gtgtacgtgg
gccaacctgg
aacagcgagc
tacgatccgg
gccgaactge
gcecgecaacqg
tacgggcagce
cgcgaactgce
gccacgatcce
ggggattccce
gttccecgteg
gaggcgcagce
gccaccgaga
cgggccgceac
gccaacggct
ggcggcaccc
acccaggcect
cacctgcggyg
tggcaccgge
gtgctcccecet
ctggccctceca
gggatccceg
gacggcggat
gaggcccacyg
catccgeget
ctcttgatca
gcgcactacc
cagcagcgcg
ctggatgtgt
tacgacgact
gcacagaccg
gcacccgaac
gacatcccge
ggtctgatct

cgccggteat
ccaccgecgt
tgttcgagga
acatgctcta
aactgaccge
tgatcaccgg
tcaccctggg
gcgacggtgt
tcggctactt
cgctgactcce
gctactacca
accgtcgcaa
aggcggtgtt
gcagtttcct
ccgegetcaa
aatcctacga
ggctgcetgte
gcctggagea
ggcgegegygce
tcggcaccgy
tgtcggeget
gcaccatcgt
gcaccgcggg
tccgggegag
cgggtctgcece
ggctgggceg
tcatcacgat
acgacaccga
tggtcgecgg
tcgecgecga
accggcagcet
ccgaacggat
acttcgagga
acgccaacgg
atctgtgcgg
accgceggtea
ccggegtege
ccggcectgac
agggatacgt
tcgtggactg
gggtgcgtceg
tactgccget
ccacggaggt
acctcgacga

ga

caacgtcaac
gcagaacggt
tctegegetg
ccagcaccac
cgagaagcag
attcgtcagce
cgcacacate
gatcgtgegg
cagcaccgac
cgggtactac
caccggcgac
caacgtcctc
ctccggecgeyg
tctggccgtyg
ggccgegetg
ggtgccggece
gggtgtcgga
gatgtacgcece
cgccacacaa
gagcgaggtg
gacactttcg
gaacccggece
tgaccgcagg
tgagctgacc
caaggtcacc
gttcectecacg
cgtgecggggce
tccecgagttg
tgacatcggce
ggtcgacctyg
gttcggecce
caagcceegtce
ggacggegac
ctacggcaac
gctgcecegtyg
ggtcaacgtg
gcecgeggtceg
ggtcgatttc
gtcctacgac
gctgatccgg
gttcgagacc
gctgcacgcg
gttccacgcece
ggcgctgatc

Aminoacidos del orf MSMEG_5739 de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155 (YP_889972) (SEQ ID NO: 86)

62



1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

mtsdvhdatd
gtlftgygdr
gpiypgdava
aeyldlaves
aglpaepiyt
fmplnhlggr
latvdrlvtg
vdgygltetqg
krpevtasvt
alvrgifvyg
dfivetepfs
pvidtltgaa
tnlaglaghi
teprtvllsg
srrfaeladr
nvvgtaevik
skwagevllr
fyigdgerpr
aghpidrvdd
avrtakvgpg

gvtetaldde
palgyrarel
tigfaspdyl
vrdvnsvsqgl
adhdgrlami
ipistavgng
gadeltaekg
avtrdgvivr
drdgyyhtgd
nsersfllav
aangllsgvg
atilgtgsev
eaqrtagdrr
angwlgrflt
hlrvvagdig
lalterikpv
eahdlcglpv
ahypgltvdf
yddwvrrfet
diphldeali
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gstrriaely
atdeggrtvt
tldlvcaylg
vvidhhpevd
lytsgstgap
gtsyfvpesd
agaelregvl
ppvidyklid
vmaetapdhl
vvptpealeqg
kllrpnlkdr
asdahftdlg
psfttvhgad
lgwlerlapv
dpnlgltpei
tylstvsvam
atfrsdmila
vaeavttlga
altalpekrr
dkyirdlref

atdpefaaaa
rllprfdtlt
lvsvplghna
dhrdalarar
kgamyteamv
mstlfedlal
ggrvitgfvs
vpelgyfstad
vyvdrrnnvl
ydpaalkaal
yggrlegmya
gdslsaltls
ateiraselt
ggtlitivzrg
whrlaaevdl
gipdfeedgd
hpryrggvnv
qgqregyvsyd
agtvlpllha
gli

plpavvdaah
yagvwsrvga
pvsrlapila
eglagkgiav
arlwtmsfit
vrptelglvp
taplaaemra
kpyprgellv
klaggefvav
adslgrtard
diaatgangl
nllsdffgfe
ldkfidaetl
rddaaararl
vvhpaalvnh
irtvspvrpl
pdmftrllls
vmnphddgis
frapgaplrg

kpglrlaeil
vaaalrhnfa
evepriltvs
ttldaiadeqg
gdptpvinvn
rvadmlyghh
flditlgahi
rsqtltpgyy
anleavfsga
aelgsyevpa
relrraaatqg
vpvgtivnpa
raapglpkvt
tgaydtdpel
vlpyrqlfgp
dggyangygn
llitgvaprs
ldvfvdwlir
apeptevfha

Nucleotidos de Npun02003626 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00109192) (SEQ ID NO: 87)

1
61
121
181
241
301
30l
421
481
541
601
661
721
781
841
901

5

1
6l
121
181
241
301
361
421

atgactcaag
aatgctccat
ggtattgttc
caaagtattg
ctatattcca
tgcgtecgee
tctacgecacc
aaggaaatgt
ggtattgcgce
aacccagaat
aaccttttat
ctaactgcetg
gaccgcgtag
acttacattt
gctgctaagg
tggcacgtag

mynggavega
ritrlggtiv
eeqgnkdkkgn
lsggdlkyie
petgetvygv
wrgfkdaera
knpgggrmyi
dygkglkkag

cgaaagccaa
ttattggcaa
aacaccttaa
gcattattcc
tcgecteaac
agttggagta
tgtgtttect
tgttacccaa
cgatgecgggce
accaatttaa
ataaggaaga
ccatcageceyg
cagaacatgce
gcggtttgeg
aaggcgtaac
aaacttacta

anielgsrif
sigpitalep
tmtgakakkd
ggsigiippg
csthlcflkp
anpeyqfkgf
adrvaehade
rwhvety

aaaagaccac
ggtaatatct
atttgaccta
gccaggttta
tcgtcatggt
caagcaccca
caagccaggg
tgaccctgat
ttacttgtgg
aggattctct
actggaagag
cgaacagaaa
tgatgaattg
cggtatggaa
ctggagtgat
a

vyevvglrgg
vngkasfgna
hgdvpvntyr
ldkngkpekl
geevkitgpv
swlifgvptt
lwgliknekt

ggtgacgttc
aatgaaccat
tctggtogggy
gacaagaacg
gatgatgtag
gaaactggcyg
gaagaggtaa
gctaatgtta
cgtcagttta
tggctaatat
attcaacaaa
aatccccaag
tggcagttga
gaaggtattg
taccagaagc

eetdgtnypi
tsvvselaks
prapfigkvi
rlysiastrh
gkemllpndp
pnllykeele
htyicglrgm

ctgttaacac
tagtcaaaga
atttgaagta
gcaagcctga
atgataagac
aaacagtcta
aaattacagg
tcatgatggce
aagatgcgga
ttggcgtacce
aatatcctga
gcggtagaat
ttaaaaatga
atgcagcctt
aactcaagaa

rksgsvfirv
getansegng
sneplvkegg
gddvddktvs
danvimmatg
eiggkypent
eegidaalta

ttaccgtcecce
aggtggtatt
tatagaaggt
aaaactcaga
agtatcactg
cggtgtttgce
gcetgtgggat
tactggaaca
aagagcggct
tacaactcca
gaacttccgce
gtatattcaa
aaaaacccac
aactgctgcet
agccggtege

Aminoacidos de Npun02003626 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00109192) (SEQ ID NO: 88)

pynrmngemr
katpvnahsa
igivghlkfd
levrgleykh
tgiapmrayl
rltaaisreq
aaakegvtws

Nucleotidos de Npun02001001 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00111633) (SEQ ID NO: 89)

1
61
121
181
241

atgccaactt
gttgaggacg
tcttgcecgeg
caaggcgatc
gttgcttace

ataaagtgac
atacctatat
ctggtgcttg
aatcattctt
caacttctaa

actaattaac
tctagacgca
ctctacttgt
agatgacgat
tgtcacgatc

63

gaggctgaag
gctgaagaag
gcaggtaaac
caaatagaag
gaaactcaca

ggctgaacac
ctggtattga
tcgtatcagg
ctggatatgt
aagaagaaga

aacccttgat
cctgecctac
taccgtcgat
actgacctgt
actctattaa
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Aminoacidos de Npun02001001 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00111633) (SEQ ID NO: 90)

1 mptykvtlin eaeglnttld veddtyilda aeeagidlpy scragacstc agklvsgtvd
61 ggdgsflddd gieagyvltc vayptsnvti ethkeeely

Nucledtidos de Npun02003530 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00109422) (SEQ ID NO: 91)

1
61
121
181
241
301
361

atgtcccgta
aaagtgccag
ttttcctgte
tatcaaccag
tgtgtgagtt
gaactccagt
gaggaataa

catacacaat
aagaccgtta
gcaacggagc
aggcgatcgg
atcccecgttce
ttgggcgceta

taaagttecgc
tatcctgecac
ttgcaccgcet
attgtcacca
tgacttggaa
ttttgctaag

gatcgcgeca
actgccgaaa
tgtgctgtga
gatttacgtc
gtagagacac
gggaaagtta

ctggcaaaac
aacaaggtgt
gggtattgte
agcaaggtta
aagacgaaga
aagcgggttt

acacacccta
ggaactaccg
aggagaaatt
tgccctgttg
tgaagtctac
accgttagat

5 Aminoacidos de Npun02003530 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00109422) (SEQ ID NO: 92)

1 msrtytikvr dratgkthtl kvpedryilh taekggvelp fscrngacta cavrvlsgei
6l ygpeaiglsp dlrgggyall cvsyprsdle vetqgdedevy elqgfgryfak gkvkaglpld

121

Nucleotidos de Npun02003123 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00109501) (SEQ ID NO: 93)

1
6l
121
181
241
301

ee

atgcccaaaa
cctgaaaatg
tgtaatgcag
actgatggca
gcgaaacccece
caatttggca

cttacaccgt
aaacgatctt
gtgtttgcac
tgggcgttag
tttctgattt
aagacaaata

agaaatcgat
atcagttgcece
aacttgcgcec
tccagattta
gaaacttgaa
a

catcaaggca
gatgctgctg
ggtcaaataa
caaaagcaag
acagaaaagg

aaattcatac
gtttggaact
gccagggaac
gttacgtatt
aagacatagt

cttgcaagtt
gcegagttet
tgtggatcaa
gectttgtgtt
ttatcagtta

Aminoacidos de Npun02003123 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00109501) (SEQ ID NO: 94)

1 mpktytveid hggkihtlgv penetilsva daaglelpss cnagvettca ggisggtvdg

10

64

61 tdgmgvspdl gkggyvllcv akplsdlkle tekedivygl gfgkdk
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REIVINDICACIONES

Método de produccion de un alcano o alqueno a partir de una célula huésped modificada genéticamente,
comprendiendo el método:

(a) transformar una célula huésped para que exprese introduciendo

(i) un polinucledtido de biosintesis de aldehidos que codifica para un polipéptido de biosintesis de
aldehidos, y

(i) un polinucleétido de biosintesis de alcanos o alquenos que codifica para un polipéptido de biosintesis
de alcanos o alquenos; y

(b) cultivar dicha célula huésped modificada genéticamente en un medio de cultivo que contiene una fuente
de carbono en condiciones eficaces para producir un alcano o alqueno en el medio de cultivo,

en el que dicho polipéptido de biosintesis de aldehidos tiene actividad acil-ACP reductasa y procede de una
cianobacteria, y en el que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos tiene actividad
descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos
comprende la secuencia de aminoacidos de

(i) SEQ ID NO: 37 0 SEQ ID NO: 38 0 SEQ ID NO: 39, o
(ii) SEQ ID NO: 40 y una cualquiera de (a) SEQ ID NO: 37 0 SEQ ID NO: 38 0 SEQ ID NO: 39, o
(iii) SEQ ID NO: 41 0 SEQ ID NO: 42 0 SEQ ID NO: 43 0 SEQ ID NO: 44.

Método segun la reivindicacién 1 6 2, en el que la célula huésped se selecciona del grupo que consiste en
una célula de levadura, célula de hongo, célula de hongos filamentosos, célula de algas y célula bacteriana.

Método segun la reivindicacion 3, en el que la célula huésped es una célula de E. coli, preferiblemente una
célula de E. coli de cepa B, una de cepa C, una de cepa K o una de cepa W.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el alcano o alqueno se secreta por la
célula huésped.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el alcano o alqueno es un alcano o
alqueno C13-Cp1.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el alcano o alqueno se selecciona del
grupo que consiste en ftridecano, metiltridecano, nonadecano, metilnonadecano, heptadecano,
metilheptadecano, pentadecano, metilpentadecano, pentadeceno, heptadeceno, metilpentadeceno y
metilheptadeceno.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende ademas cultivar la célula
huésped en presencia de al menos un sustrato bioldgico para el polipéptido o para un polipéptido codificado
por la secuencia de nucledtidos.

Cultivo celular que comprende una célula huésped modificada genéticamente, en el que

(a) un polinucledtido de biosintesis de aldehidos que codifica para un polipéptido de biosintesis de
aldehidos; y

(b) un polinucledtido de biosintesis de alcanos o alquenos que codifica para un polipéptido de biosintesis de
alcanos o alquenos

se incorporan y se sobreexpresan en dicha célula huésped modificada genéticamente y se produce un
alcano o alqueno en el cultivo celular cuando dicha célula huésped modificada genéticamente se cultiva en
un medio de cultivo que contiene una fuente de carbono en condiciones eficaces para expresar dicho
polipéptido de biosintesis de aldehidos y dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos,

en el que dicho polipéptido de biosintesis de aldehidos tiene actividad acil-ACP reductasa y procede de una
cianobacteria, y en el que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos tiene actividad
descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

Cultivo celular segun la reivindicacion 9, en el que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos
comprende la secuencia de aminoacidos de
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(i) SEQ ID NO: 37 0 SEQ ID NO: 38 0 SEQ ID NO: 39, o
(ii) SEQ ID NO: 40 y una cualquiera de (a) SEQ ID NO: 37 0 SEQ ID NO: 38 0 SEQ ID NO: 39, o
(iii) SEQ ID NO: 41 0 SEQ ID NO: 42 0 SEQ ID NO: 43 0 SEQ ID NO: 44.

Cultivo celular segun la reivindicacion 9 6 10, en el que la célula huésped modificada genéticamente se
selecciona del grupo que consiste en una célula de levadura, célula de hongo, célula de hongos
filamentosos, célula de algas y célula bacteriana.

Cultivo celular segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el alcano o alqueno es un
alcano o alqueno C43-Ca1.

Cultivo celular segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que el alcano o alqueno se
selecciona del grupo que consiste en tridecano, metiltridecano, nonadecano, metilnonadecano,
heptadecano, metilheptadecano, pentadecano, metilpentadecano, pentadeceno, heptadeceno,
metilpentadeceno y metilheptadeceno.

Cultivo celular segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, que comprende un alcano o alqueno
que tiene un §'°C de aproximadamente -15,4 o mayor.

Cultivo celular segl]n una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, que comprende un alcano o alqueno
que tiene una fu IC de al menos aproximadamente 1,003.

Célula huésped modificada genéticamente, en la que

(a) un polinucledtido de biosintesis de aldehidos que codifica para un polipéptido de biosintesis de
aldehidos; y

(b) un polinucleodtido de biosintesis de alcanos o alquenos que codifica para un polipéptido de biosintesis de
alcanos o alquenos

se incorporan en dicha célula huésped modificada genéticamente y se produce un alcano o alqueno en la
célula cuando dicha célula huésped modificada genéticamente se cultiva en un medio de cultivo que
contiene una fuente de carbono en condiciones eficaces para expresar dicho polipéptido de biosintesis de
aldehidos y dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos,

en la que dicho polipéptido de biosintesis de aldehidos tiene actividad acil-ACP reductasa y procede de una
cianobacteria, y en la que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos tiene actividad
descarbonilasa y procede de una cianobacteria.
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Numeros de registro el 10 de abril de 2009

92

Namero de registro % de identidad | % de similitud  |Longitud de alineacién
gi|135970898 |gb | EBLO5614.1| 59,5 74,3 237
gi| 134964254 |gb | EBES9803.1| 57,6 74,2 229
gi] 142528845 |gb |ECY73505.1| 60,4 77,9 222
gi|135713677 | gb | EBI38387.1| 61,1 78,7 221
gi| 141225813 |gb | ECQ49060.1 | 59,7 77,8 221
gi|144115151|gb | EDIO7334.1 67,7 80,9 220
gi|142133005 |gb | ECV83152.1] 67,3 80,9 220
gi| 137965371 | gb | EBX01252.1] 67,3 80,9 220
gi| 134786157 |gh|EBD42319.1] 67,3 80,9 220
gi| 136216894 |gh | EBM66672.1 | 62,3 77,7 220
gi| 143271262 |gb | EDE04654.1 | 63,0 78,5 219
gi| 135973786 |gb |EBLO7573.1| 63,0 78,1 219
gi]140222739|gb | ECK35865.1| 63,0 776 219
gi| 139710482 |gb |ECG93903.1| 62,6 78,1 219
£i] 140109767 |gb |ECI602294.1 | 62,6 78,5 219
gi1137939755| gb | EBWS6789.1 62,6 78,1 219
gi| 140086977 |gb |EC}44922.1| 62,6 78,1 219
gi|143729007 |gb|EDGA48416.1 | 62,6 78,1 219
gi[143217179|gb|EDD66368.1| 62,6 78,1 219
gi|138728422|gh|ECB60007.1] 62,6 78,1 219
gi| 143540790 |gb |EDF53461.1| 62,6 78,1 219
gi|143580323 | gb | EDF73830.1| 62,6 78,1 219
gi| 137317024 |gb |EBT41871.1 | 62,6 78,1 219
gi|143567212|gb|EDF67415.1| 62,6 78,1 219
gi|140726723 | gb| ECNO9681.1] 62,6 78,1 219
gi|136249402 |gb | EBM88688.1 | 62,6 78,1 219
gi| 141156650 |gb| ECQ02018.1| 62,6 78,1 219
gi|143550472 |gb|EDF58473.1| 62,6 78,1 219
gi| 139581046 | gb | ECG0A4925.1 62,6 78,1 219
11141904835 |gb| ECU06854.1] 62,6 78,1 219
gi|143596624 |gb| EDF78559.1| 62,1 78,1 219
£i]142808717 |gb|EDA73967.1] 62,1 78,1 219
gi|137639134 |gb|EBV19468.1| 62,1 781 219
£i1140970945 |gb | ECO75236.1 62,1 77,6 219



gi| 137724335 |gh |EBV66164.1 |
gi1143095952 |gb|EDC78454.1 |
gi| 135919851 |gh | EBK71172.1]
gi| 143083445 |gb | EDC69308.1 |
gi| 137949431 |gh | EBW92260.1 |
gi| 136336883 |gb | EBN48108.1|
gi| 136008042 | gb | EBL28916.1 |
gi|134796061|gb|EBD49256.1 |
gi|143142117|gb|EDD12240.1|
gi| 141842906 | gb |ECT63492.1 |
gi| 137436109 |gb | EBU09046.1]
gi|142796298|gb|EDA64685.1|
gi|138143480|gb|EBX98705.1|
gi| 136004890 | gb|EBL27104.1]
gi| 142206956 | gb|ECW39307.1|
gi|135813588|gb|EBK00762.1]
gi| 137008728 |gb|EBR69250.1]
gi| 141443295 |gb|ECR86509.1 |
£i]1135999440|gb |EBL23890.1 |
gi]136001501 |gb | EBL25083.1]
gi|137008499 |gb |EBR69124.1|
gi| 135813080 | gb | EBK00444.1 |
gi]139947991|gb |ECIS6786.1|
gi|136255251|gb|EBM92608.1|
gi]141717528|gb|ECS91623.1|
gi|141153056 |gb|ECP99448.1|
gi| 140654921 |gb|ECM59517.1 |
gi| 140993407 |gb|EC091072.1|
gi|143171676|gb|EDD33295.1|
gi| 143659341 |gb|EDG12240.1|
gi] 138539256 |gb| ECA29247.1]
gi|141964470|gb|ECU48335.1]
gi]139227663 |gb|ECE28885.1|
gi] 135926500 |gb |EBK75672.1
gi| 140708786 |gb|ECM97174.1 |
gi|139523141|gb|ECF65392.1|
gi]137874181|gb|EBW49523.1|
gi|143221750|gb|EDD69688.1 |
gi| 140086962 |gb|ECI44914.1 |
gi]142781070|gb|EDA53384.1
gi]139775004 |gb |ECH37282.1|
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79,6
75,8
81,9
80,3
79,2
76,4
81,4
79,3
76,4
75,9
80,2
77,1
76,3

219
218
218
218
214
214
214
214
214
214
214
210
210
210
210
210
209
208
206
206
204
204
198
198
198
194
193
191
191
190
188
183
183
182
177
174

"174

174
172
i70

169




gi| 136260534 |gb | EBM96160.1 |
gi|137441185|gb|EBU11854.1|
gi| 136330550 |gb|EBN43814.1]
gi| 139650149 |gb | ECG51660.1
gi|143638003 |gb |EDF99869.1 |
gi| 137949739 |gb | EBWS2432.1 |
gi| 143382653 |gb | EDE68551.1 |
gi| 138989189 |gb |ECC70595.1 |
gi|138408887|gb|EBZ46853.1|
gi|137230040|gb |EB593199.1 |
gi| 141605381 |gb|ECS53894.1
gi] 137858747 |gb | EBWA0699.1 |
gi| 140209383 |gb |ECK27191.1|
gi|142753984)gb |EDA33411.1|
gi|137242084|gb|EBS99775.1 |
gi]136229422|gb|EBM75188.1|
gi|140311369|gb |ECK89744.1 |
gi| 140866197 |gb | ECO03647.1|
gi]139229558 |gb | ECE29833.1 |
gi|141659030|gb | ECS68172.1]
gi| 139580852 |gb | ECG04786.1|
gi|138338712|gb|EBZ05758.1|
gi|136204827|gb|EBM58548.1|
gi|139095530|gb|ECD38154.1 |
gi]136351648|gb| EBN58190.1|
gi|138155154|gb| EBY06350.1|
gi|137644530|gb|EBV22059.1 |
gi|143775710|gb | EDG72409.1|
gi|143500330|gb | EDF32920.1|
gi|139709584 |gb | ECG93249.1|
gi]142537519|gb | ECY79816.1|
gi]137944410|gb | EBW89433.1|
gi|137387955|gb|EBT81682.1|
gi|139955976|gb | ECI62054.1 |
gi| 137251843 |gb |EBT05348.1 |
gi|138442523|gb|EBZ70326.1|
gi|141590592 |gb|ECS49420.1|
gi|143187997|gb|EDD45026.1|
gi]143655969|gb | EDG10472.1|
gi|139459255|gb| ECF24788.1]
gi]141976584|gb| ECU56751.1|
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61,0
58,1
65,1
67,3
63,6
61,7
63,9
63,9
64,1
61,3
65,6
64,9
66,0
60,7
64,9
64,6
73,3
65,1
61,4
61,4
65,3
65,3
61,3
64,0
60,1
67,9
63,1
61,5
63,1
71,1
62,8
64,2
63,9
71,2
62,1
62,1
60,7
60,7
61,5
62,9
62,9

94

75,7
75,5
80,7
80,6
80,0
75,9
81,0
80,4
78,2
76,1
81,8
81,8
79,1
75,3
82,4
82,3
85.6
822
76,6
76,6
81,9
81,9
76,8
81,3
76,1
80,3
80,8
79,2
77,9
85,1
81,0
78,3
78,2
34,8
77,6
76,7
78,6
77,7
78,0
79,1
79,1

169
167
166
165
165
162
158
158
156
155
154
154
153
150
148
147
146
146
145
145
144
144
142
139
138
137
130
130
122
121
121
120
115
118
116
116
112
112
109
105
105




8i]139233104|gb|ECE31190.1|
gi]139233107 |gb|ECE31193.1]
gi]138582711|gb| ECA59616.1]
Bi[138442855|gb |EBZ70514.1|
gi|137662676|gh|EBV31757.1|
gi| 139846062 |gh | ECH87248.1|
gil136935327 |gb |EBR27657.1|
gi|137466252 |gh|EBU25703.1 |
gi]| 137820604 |gb | EBW18665.1 |
gi|138539295|gh| ECA29276.1]|
gi|136239262 |gh |EBM81844.1]
gi]|136294902 |gb |EBN19768.1 |
gi]|137413136|gb | EBT96003.1|
gi]| 137641041 |gb| EBV20354.1|
211142508710 |gh |ECY58869.1|
gi| 140096399 |gb | ECJ51008.1 |
gi]|137938664 |gh | EBW86178.1|
gi|137275448)gb|EBT18729.1|
gi]141955842|gb|ECU42610.1|
gi|139221707 |gb |ECE24659.1|
gi| 142508709 |gh | ECY58868.1|
gi]137523719]gb|EBU55323.1|
gi|140781524 |gb | ECN46583.1 |
gi|137627577 |gh|EBV13553.1]|
gi]141951833|gh|ECU39722.1|
gi|137232510|gh|EBS94613.1|
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69,6
70,3
61,4
61,4
60,4
62,6 .
60,6
67,0
63,7
62,6
64,7
64,7
61,2
60,0
64,3
62,2
64,0
58,1
63,0
66,2
52,9
65,2
65,6
60,0
59,7
59,7

83,3
82,2
77,2
75,3
76,2
74,8
74,5
80,2
80,2
79,1
81,2
81,2
76,5
72,9
82,1
81,7
81,3
70,3
80,8
83,1
68,6
82,6
82,8
73,3
73,7
73,7

102
101
101
101
101
99
94
91
91
91
85
85
85
85
84
82
75
74
73
71
70
69
64
60
57
57

Punto de corte usado: >50% de identidad con y >25% de la longitud de synpcc7942 1593
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FIG. 39

Nimeros de registro el 10 de abril de 2009

" : % de % de i
Nimero de registro donitad | skl | opdudd
gi|143288250|gb| EDE13503,
1| 71,3 80,5 87
gi1142342310 |gb | ECX39602.
1| ) 71,3 80,5 87
gi| 137949588 |gb | EBW9234
6.1 70,7 85,9 92
gi]139984340|gb| ECI81897.
1| 70,6 78,8 85
gi|140249046 |gb | ECK54318.
1| 69,7 82,0 267
gi|142111437 |gb|ECV67406.

1] 69,2 81,3 182
gi1]142594709 |gb | EDCO4737.

1| 68,8 81,2 138
gi] 143066602 |gb| EDC56955.

| 67,7 81,5 248
gi| 138840827 |gb| ECC11022.

1 67,1 78,8 146
gi|137829071|gb | EBW2360

6.1] 66,7 77,1 96

gi| 142133008 |gb| ECV83155.

1] 66,5 79,5 337
gi| 143095956 |gb| EDC78458.

1] 66,4 79,1 339
gi|144115152|gb|EDI97335.

1| 66,4 79,4 339
gi]|140732156 |gb| ECN13587

1] 66,1 79,5 254
gi| 136241230|gb|EBM83170

1| ; 66,0 78,6 103
gi| 140001769 |gb | EC193451.

1| ' 65,9 76,9 91

gi| 139305662 |gh | ECE48752.

1| 65,9 80,0 205
gi| 137634503 |gb | EBV17219.

1| 65,8 80,7 114
gi|138584841|gb|ECAG1142,

1) 65,5 81,9 116
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gi|135919849 |gb | EBK71170.

1} 654 | 76,6 107
gi]141153057 | gb | ECP99449.

1] 65,4 79,6 280
gi| 141976585 |gb | ECU56752 ,

1| | 65,3 77,6 98
gi]142206955 | gb | ECW3930

6.1| 65,3 78,5 340
| gi|141804802 |gb|ECT36785.

1] : . 65,3 76,8 95
gi| 138931154 |gb| ECC47219.

1] 65,1 76,7 86
gi| 138408888 |gh | EBZ46854.
| 11 . 65,1 78,0 255
gi|134743188|gb|EBD14908

1] 64,8 78,8 307
gi}138168794|gb | EBY16028.

1} 64,8 77,6 304
gi| 135749749 |gb | EBJIG0721.

1] g 64,8 | - 79,1 105
gi|138338711|gh | EBZ05757.

1} 64,6 80,0 175
gi|142827948|gb | EDAS8477

A 64,5 77,7 121
gi| 138361576 |gb | EBZ15968.

1) 64,4 78,7 267
gi|140517919 |gh | ECM08416

1] 64,4 774 | 115
gi| 135813081 |gb | EBKO044S. :

1] - 64,3 79,7 143
gi| 137627576 |gb | EBV13552.

1] 64,3 80,1 171
gi1141161845 |gb | ECQO5757

1| : 64,2 77,1 109
gi]140992134 |gb | ECO90156 '

1] 64,2 76,8 95
gi| 137796334 |gh | EBW0459

6.1 64,2 78,9 279
gi| 137619413 |gb | EBV08950.

1] 64,1 77,6 223
gi]140517917 |gb| ECMO08414

1] 64,1 796 | 181
gi|137232509 |gb | EBS94612.

| 1] 64,1 79,0 181
gi] 135811491 |gb | EBJ99446.

1] 64,0 77,7 314
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gi]141167040|gb}ECQ09480

1] 64,0 78,8 250
gi]143441820|gb|EDE97777. :

1] 64,0 78,2 261
gi]140311368|gb |ECK89743.

1] 64,0 79,3 261
gi| 140970943 |gb|ECO75234 |

1] : 64,0 76,6 111
gi| 136817739 )gb |EBQ60666 '

] : 63,8 78,5 340
gi|141717529|gb|ECS91624. .
1] : | 63,7 | - 78,8 146
gi| 137632337 |gb|EBV16047.

1] 63,7 77,7 256
gi| 137662677 |gb|EBV31758.

1] 63,6 79,7 143
gi] 140091056 |gb | ECJ47190.

1] 63,6 78,2 280
gi|143217178|gb|EDD66367 ,

1] . 63,5 78,8 137
gi]139984339|gb | ECI81896. ' _ .

1] ! 63,5 76,3 156
gi1139382506)gb | ECE73591.

1] 63,4 78,9 194
gi| 140096397 |gb | ECJ51006. '

1] 63,4 79,7 153
gi| 134606350} gb |EBC34611. _ ‘

1] 63,4 77,9 131
gi1140705175|gb}ECM95033

A} 63,4 77,0 191
gi1139846064 |gb | ECH87250

1] : 63,1. 76,0 179
gi] 137953535 |gb | EBW9457

2.1} , 63,1 78,0 241
gi| 143738737 |gb|EDG53066

1] 63,1 76,6 111
gi] 141951832 |gb|ECU39721

1] 63,1 | 76,6 111
gi| 143271261 |gb | EDE04653.

1] A 63,1 76,6 111
gi]139846065 |gb| ECH87251 .

A 63,0 78,8 146
gi|137251844 |gb| EBT05349.

1} 63,0 78,8 146
gi]136249401 |gb| EBM88687

1] 63,0 78,8 146
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gi| 134628580 gb | EBC48074. o

1| 63,0 77,0 100
gi| 136312048 |gb |EBN31461

1] 62,9 76,2 143
gi]|143221751|gb | EDD69689

1] 62,9 78,9 194
gi]141955844 |gh | ECU42612

a) - 62,9 75,7 140
gi 143395654 |gh |EDE73119.

1] 62,8 77,5 218
gi]142781071|gb|EDA5S3385

1] _ | 62,8 79,3 164
gi| 136303394 |gh|EBN25555

1] 62,7 77,7 319
gi]| 143557688 |gb | EDF62238.

1) | 62,6 77,9 131
gi| 136008043 |gb | EBL28917.

1] 62,6 77,6 294
| gil143596625|gb | EDF78560.

1] 62,6 77,0 318
gi| 137641042 |gb|EBV20355. ‘ '

1] 62,6 79,1 163
gi| 136231267 |gb|EBM76426 :

1] 62,5 76,7 339
gi] 143175604 |gb |EDD36054

1] 62,5 76,7 339
gi}142508708gh|ECY58867.

1} : 62,5 76,7 339
| 811135926501 |gb | EBK75673.

1] - 62,5 | 76,6 320
gi] 141955884 |gb | ECU42641 ‘ :

| 62,4 77,8 189
gi| 142821119 |gb|EDA83282 ‘

| 62,4 78,7 202
gi| 134609411 |gb| EBC36492.

1] 62,4 75,8 194
gi1142885864 |gh|EDB27722

1 62,3 75,4 207
1 gi] 136204828 |gb | EBM58549 ‘

1] 62,3 77,0 - 318
gi| 143580324 |gb|EDF73831. :

1] 62,2 76,7 339
gi1143766375|gb|EDG67769

1] : . 62,2 77,0 339
gi| 143500332 |gb| EDF32922.

1] 62,2 76,4 339
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gi|139233105|gb | ECE31191.
1| 62,1 76,5 132
gi]143738779 | gb | EDG53089
1] 62,1 76,8 314
gi}134964255 |gb | EBE59804.
1} 62,1 77,1 153
gi| 140863545 |gh | ECO01751
1] 62.1 77,0 269
gi1137944409 |gb | EBW8943
2.1 62,0 78,5 158
gi|143411619 |gb | EDE81261.
| 1] 62,0 76,7 339
gi| 142753988 |gb | EDA33415 :
1] 62,0 77,0 339
gi| 139580853 |gh | ECG04787
1] 61,9 75,7 202
gi1141227933 |gb | ECQ50606
1] 61,9 75,1 173
gi]143659340|gb|EDG12239
1] 61,8 78,3 157
| 81136935328 |gb |EBR27658.
1| 61,8 77,7 157
gi]137275449 |gb | EBT18730.
1] 61,8 77,5 204
gi| 138585243 |gh | ECA61437.
1] 61,8 76,5 136
gi| 139195947 |gb | ECEO6889. .
1] 61,7 76,2 269
gi|139424973 |gb | ECFO2640.
1| 61,7 76,3 274
gi|141380828 |gb | ECR42772.
1] 61,7 75,8 227
gi1136351647 |gb | EBN58189 :
1] 61,7 77,0 339
gi|136304410|gb | EBN26254
1] , 61,6 75,7 185
gi| 139948037 |gb | ECI56814.
1] 61,6 76,8 224
gi] 135970899 |gb | EBLOS615.
1] 61,6 76,8 211
gi| 138627165 |gb| ECA90647.
1] 61,5 75,5 143
gi|137395720|gb| EBT86160. ,
1} 61,5 74,8 143
gi| 140086960 | gb | ECJ44912. :
1] 61,5 77,1 249
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gi| 141024916 |gb|ECP11582.

1] | 61,4 76,7 223
gi|139095531 |gb |ECD38155.

1] 61,4 76,7 210
gi|141659029 |gb | ECS68171.

1} , 61,4 77,2 127
gi]| 139969430 |gb | ECI71470.

1] L 61,4 76,7 215
gi| 136986729 |gb | EBR56775.

1| | 61,4 75,7 202
gi| 143634197 |gb | EDF97600.

1] 61,3 76,7 313
gi| 135973785 |gb | EBLO7572.

1| 61,3 76,3 279
gi| 143200944 |gh | EDD54508

5| 61,3 74,6 173
gi|137787263 |gh|EBV99371.

1] « 61,2 76,3 232
gi1139204136 |gb |ECE12313. X
1| 61,2 76,7 219
gi|136001500|gh|EBL25082. | = :

1] 61,2 76,3 219
gi| 141874476 |gb | ECT85572.

1| - 61,2 76,4 237
gi}137905325 |gb |EBW6737 ’
5.1] 61,1 74,9 175
gi1 140089341 |gb|ECJ46519.

1] 61,1 75,4 203
gi]140855194 |gb|ECN95754

1] 61,1 75,9 203
gi| 134965622 |gb | EBE60718.

1} 61,1 | 758 339
gi]141527125|gb|ECS15588.

1| : 61,1 76,0 208
gi| 136218988 |gb | EBM68086

1] 61,0 73,4 154
gi]142364499|gb | ECX54765.

1| | 60,9 76,1 330
gi1141603393 |gb | ECS53340.

1| 60,8 74,8 143
gi| 136216893 |gb|EBM66671

] 60,8 76,3 245
gi| 143743653 |gb|EDG56305

1] 60,8 73,7 148
gi1140222741|gb|ECK35867.

1] 60,7 73,0 163
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gi| 142389887 |gb|ECX71634.

1] 60,6 74,8 198
gi] 139315697 |gb|ECE51398.

1] 60,6 76,4 241
gi|136255250|gb| EBM92607

A 60,5 76,0 291
g11137387954 |gb|EBT81681.

1| 60,5 76,6 124
gi| 139229558 |gb|ECE29834. .

1) 60,4 75,3 202
gi]140866196|gb| ECO03646

| 60,1 74,6 303
gi| 139229561 |gb | ECE29836.

1| 60,0 74,0 100
gi|140957440|gb | ECO66006

A 59,9 759 274
gi|143567213|gb|EDF67416.

1| 59,8 74,8 286
gi| 139955973 |gb | ECI62051.

1] 59,8 72,2 97

gi|140726724|gb | ECN09682

A 59,7 73,4 154
gi|139775003 |gb| ECH37281

a1 59,6 73,7 99

gi|137949740|gb | EBW9243

3.1| 58,7 71,7 92

gi| 139650150 |gb | ECG51661

1 57,7 73,2 97

gi| 142528844 |gh | ECY73504.

1| . 56,7 70,0 90

Punto de corie usado; >50% de identidad con y >25% de la longitud de synpcc7942_1594
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