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DESCRIPCION
Enzimas CAR y produccion mejorada de alcoholes grasos
Campo de la divulgacion

La divulgacion se refiere a enzimas de acido carboxilico reductasa (CAR) variantes para la produccion mejorada de
alcoholes grasos en células hospedadoras recombinantes. La divulgacion se refiere ademas a acidos nucleicos y
polipéptidos de CAR variantes asi como a células hospedadoras recombinantes y cultivos celulares. Se engloban
ademas métodos de preparacion de composiciones de alcoholes grasos.

Antecedentes de la divulgacion

Los alcoholes grasos constituyen una categoria importante de productos bioquimicos industriales. Estas moléculas y
sus derivados tienen numerosos usos, incluyendo como tensioactivos, lubricantes, plastificantes, disolventes,
emulsionantes, emolientes, espesantes, sabores, fragancias y combustibles. En la industria, los alcoholes grasos se
producen por medio de hidrogenacidn catalitica de acidos grasos producidos a partir de fuentes naturales, tales como
aceite de coco, aceite de palma, aceite de palmiste, sebo y manteca de cerdo, o mediante hidratacién quimica de alfa-
olefinas producidas a partir de materias primas petroquimicas. Los alcoholes grasos derivados de fuentes naturales
tienen longitudes de cadena variables. La longitud de cadena de los alcoholes grasos es importante con respecto a
aplicaciones particulares. En la naturaleza, los alcoholes grasos también se preparan mediante enzimas que pueden
reducir moléculas de acil-ACP o acil-CoA a los correspondientes alcoholes primarios (véanse, por ejemplo, las
publicaciones de patente estadounidense n.°s 20100105955, 20100105963 y 20110250663).

El documento US 2010/0298612 describe la produccion de alcoholes grasos de cadena larga mediante células
hospedadoras recombinantes que expresan enzimas de acido carboxilico reductasa heterélogas. El documento US
2010/0105963 describe métodos para producir alcoholes grasos expresando una acido carboxilico reductasa en una
célula hospedadora. El documento WO 20111047101 describe microorganismos recombinantes para la produccién
de 1,2-butanodiol y otros alcoholes, pero no usos especificos para la produccién de alcoholes grasos.

Las tecnologias actuales para producir alcoholes grasos implican la reduccién mediada por catalizador inorganico de
acidos grasos a los correspondientes alcoholes primarios, lo que es costoso, requiere mucho tiempo y es engorroso.
Los acidos grasos usados en este procedimiento derivan de fuentes naturales (por ejemplo, grasas y aceites animales
y vegetales, citados anteriormente). La deshidratacién de alcoholes grasos para dar alfa-olefinas también puede
lograrse mediante catalisis quimica. Sin embargo, esta técnica no es renovable y estd asociada con un alto coste de
funcionamiento y desechos quimicos peligrosos para el medio ambiente. Por tanto, existe la necesidad de métodos
mejorados para la produccion de alcoholes grasos y la presente divulgacion aborda esta necesidad.

Sumario

Un aspecto de la divulgacion proporciona un polipéptido de acido carboxilico reductasa (CAR) variante que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 80 % con SEQ ID NO: 7, en el
que el polipéptido de CAR variante se modifica por ingenieria genética para que tenga al menos una mutaciéon en una
posicion de aminoacido seleccionada del grupo de S3R, D18R, D18L, D18T, D18P, E20V, E20S, E20R, S22R, S22N,
S22G, L80R, R87G, R87E, V191S, F288R, F288S, F288G, Q473L, Q473W, Q473Y, Q473l, Q473H, A535S, D750A,
R827C, R827A, 1870L, R873S, V926A, VI926E, S927K, S927G, M930K, M930R y L1128W en el que, la expresion del
polipéptido de CAR variante en una célula hospedadora recombinante, da como resultado un titulo mas alto de las
composiciones de aldehidos grasos o de alcoholes grasos en comparacion con una célula hospedadora recombinante
que expresa un polipéptido natural correspondiente de SEQ ID NO: 7 El polipéptido de CAR es un polipéptido de
CARB. En realizaciones preferidas, el polipéptido de CAR incluye la mutacion A535S; o las mutaciones E20R, F288G,
Q4731 y A535S; o las mutaciones E20R, F288G, Q473H, A535S, R827A y S927G; o las mutaciones E20R, S22R,
F288G, Q473H, A535S, R827Ay S927G; o las mutaciones S3R, E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R873S, S927G,
M930R y L1128W; 0 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R873S, S927G, M930R y L1128W; o las mutaciones D18R,
E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, S927G, M930K y L1128W; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473I, A535S,
R827C, V926E, S927K y M930R; o las mutaciones D18R, E20R, 288G, Q473l, A535S, R827C, V926E, M930K y
L1128W; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, V926A, S927K y M930R; o las mutaciones
E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S y R827C; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C y
M930R; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473I, A535S, 1870L, S927G y M930R; o las mutaciones E20R, S22R,
F288G, Q473l, A535S, I870L y S927G; o las mutaciones D18R, E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, 1870L,
V926A y S927G; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, 1870L y L1128W; o las mutaciones
D18R, E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, I870L, S927G y L1128W; o las mutaciones E20R, S22R, F288G,
Q473l, A535S, R827C, 1870L, S927G y L1128W; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473I, A535S, R827C, 1870L,
S927G, M930K y L1128W; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, 1870L, S927G y M930K; o las
mutaciones E20R, F288G, Q473l, A535S, 1870L, M930K; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S,
S927G, M930K y L1128W; o las mutaciones D18R, E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, S927G y L1128W; o las
mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, 1870L y S927G; o las mutaciones D18R, E20R, S22R,
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F288G, Q473l, A535S, R827C, I870L, S927G y L1128W; o las mutaciones D18R, E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S,
S927G, M930R y L1128W; o las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, V926E, S927G y M930R; o las
mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, 1870L, V926A y L1128W; o combinaciones de las mismas.

Otro aspecto de la divulgacion proporciona una célula hospedadora que incluye una secuencia de polinucleétido que
codifica un polipéptido de acido carboxilico reductasa (CAR) variante que tiene una identidad de secuencia de al
menos el 80 % con SEQ ID NO: 7 y que tiene al menos una mutacién en una posicion de aminoacido seleccionada
del grupo de S3R, D18R, D18L, D18T, D18P, E20V, E20S, E20R, S22R, S22N, S22G, L80R, R87G, R87E, V191S,
F288R, F288S, F288G, Q473L, Q473W, Q473Y, Q473l, Q473H, A535S, D750A, R827C, R827A, 1870L, R873S,
V926A, V926E, S927K, S927G, M930K, M930R y L1128W, en la que la célula hospedadora modificada por ingenieria
genética produce una composicion de alcohol graso con un rendimiento o titulo superior que una célula hospedadora
gue expresa un polipéptido de CAR natural correspondiente cuando se cultiva en un medio que contiene una fuente
de carbono en condiciones eficaces para expresar el polipéptido de CAR variante, y en donde la SEQ ID NO: 7 es el
correspondiente polipéptido de CAR natural. En una realizacion preferida, la célula hospedadora recombinante incluye
ademas un polinucleétido que codifica un polinucleétido de tioesterasa. En otra realizacion preferida, la célula
hospedadora recombinante incluye ademas un polinucleétido que codifica un polipéptido de FabB y un polipéptido de
FadR. En otra realizacion preferida, la célula hospedadora recombinante incluye ademas un polinucleétido que codifica
una reductasa de aldehido graso, por ejemplo, AlrA, y un cultivo celular que lo contiene.

En otra realizacion preferida, la célula hospedadora modificada por ingenieria genética tiene un titulo que es al menos
3 veces mayor que el titulo de una célula hospedadora que expresa el polipéptido de CAR natural correspondiente
cuando se cultiva en las mismas condiciones que la célula hospedadora modificada por ingenieria genética. En una
realizacién preferida, la célula hospedadora modificada por ingenieria genética tiene un titulo de desde 30 g/l hasta
250 g/I. En otra realizacion preferida, la célula hospedadora modificada por ingenieria genética tiene un titulo de desde
90 g/l hasta 120 g/l.

En otra realizacion preferida, la célula hospedadora modificada por ingenieria genética tiene un rendimiento que es al
menos 3 veces mayor que el rendimiento de una célula hospedadora que expresa el polipéptido de CAR natural
correspondiente cuando se cultiva en las mismas condiciones que la célula hospedadora modificada por ingenieria
genética. En una realizacion preferida, la célula hospedadora modificada por ingenieria genética tiene un rendimiento
de desde el 10% hasta el 40%.

La divulgacién engloba ademas un cultivo celular que incluye la célula hospedadora recombinante tal como se describe
en el presente documento. En una realizacién preferida, el cultivo celular tiene una productividad que es al menos
aproximadamente 3 veces mayor que la productividad de un cultivo celular que expresa el polipéptido de CAR natural
correspondiente. En otra realizacion preferida, la productividad oscila entre 0,7 mg/l/h y 3 g/l/h. En otra realizacion
preferida, el medio de cultivo comprende una composicion de alcohol graso. La composicién de alcohol graso se
produce de manera extracelular. La composicion de alcohol graso puede incluir uno o mas de un alcohol graso C6,
C8, C10, C12, C13, C14, C15, C16, C17 o C18; o un alcohol graso insaturado C10:1, C12:1, C14:1, C16:1 o C18:1.
En otra realizacion preferida, la composicion de alcohol graso comprende alcoholes grasos C12 y C14. En adn otra
realizacién preferida, la composicion de alcohol graso comprende alcoholes grasos C12 y C14 a una razén de
aproximadamente 3:1. En todavia otra realizacion preferida, la composicion de alcohol graso engloba alcoholes grasos
insaturados. Ademas, la composicion de alcohol graso puede incluir un alcohol graso que tiene un doble enlace en la
posicion 7 en la cadena de carbono entre C7 y C8 desde el extremo reducido del alcohol graso. En otra realizacién
preferida, la composicion de alcohol graso incluye alcoholes grasos saturados. En otra realizacion preferida, la
composicion de alcohol graso incluye alcoholes grasos de cadena ramificada.

La divulgaciéon contempla ademas un método de preparacién de una composicion de alcohol graso a un alto titulo,
rendimiento o productividad, que incluye las etapas de modificar por ingenieria genética la célula hospedadora
recombinante de la divulgacion; cultivar la célula hospedadora recombinante en un medio que incluye una fuente de
carbono; y opcionalmente aislar la composicién de alcohol graso del medio.

Breve descripcion de los dibujos

La presente divulgacion se entiende mejor cuando se lee junto con las figuras adjuntas, que sirven para ilustrar las
realizaciones preferidas. Sin embargo, se entiende que la divulgacion no se limita a las realizaciones especificas dadas
a conocer en las figuras.

La figura 1 es una visién general esquematica de una ruta de biosintesis a modo de ejemplo para su uso en la
produccién de acil-CoA como precursor para dar derivados de éacido graso en una célula hospedadora
recombinante. El ciclo se inicia mediante la condensacién de malonil-ACP y acetil-CoA.

La figura 2 es una vision general esquematica de un ciclo de biosintesis de acidos grasos a modo de ejemplo, en
el que se produce malonil-ACP mediante la transacilacién de malonil-CoA con malonil-ACP (catalizada por malonil-
CoAACP transacilasa; fabD), luego la B-cetoacil-ACP sintasa Ill (fabH) inicia la condensacion de malonil-ACP con
acetil-CoA. Los ciclos de elongacién comienzan con la condensacion de malonil-ACP y una acil-ACP catalizada
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por B-cetoacil-ACP sintasa | (fabB) y B-cetoacil-ACP sintasa Il (fabF) para producir una B-ceto-acil-ACP, luego la
B-ceto-acil-ACP se reduce por una -cetoacil-ACP reductasa dependiente de NADPH (fabG) para producir una -
hidroxi-acil-ACP, que se deshidrata para dar una trans-2-enoil-acil-ACP por 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa (fabA
o fabZ). FabA también puede isomerizar trans-2-enoil-acil-ACP para dar cis-3-enoil-acil-ACP, que puede sortear a
fabl y puede usarse por fabB (normalmente para una longitud de cadena alifatica de hasta C16) para producir -
ceto-acil-ACP. La etapa final en cada ciclo esta catalizada por una enoil-ACP reductasa dependiente de NADH o
NADHPH (fabl) que convierte trans-2-enoil-acil-ACP en acil-ACP. En los métodos descritos en el presente
documento, se produce la terminacion de la sintesis de acidos grasos mediante la retirada por tioesterasa del grupo
acilo de acil-ACP para liberar acidos grasos libres (FFA, free fatty acid). Las tioesterasas (por ejemplo, tesA)
hidrolizan enlaces tioéster, que aparecen entre cadenas de acilo y ACP a través de enlaces sulfhidrilo.

La figura 3 ilustra la estructura y funcién del complejo enzimatico de acetil-CoA carboxilasa (accABCD). La biotina
carboxilasa esta codificada por el gen accC, mientras que la proteina transportadora de biotina y carboxilo (BCCP)
esta codificada por el gen accB. Las dos subunidades implicadas en la actividad carboxiltransferasa estan
codificadas por los genes accA y accD. La biotina de BCCP unida covalentemente, transporta el resto carboxilato.
El gen birA (no mostrado) biotinila holo-accB.

La figura 4 presenta una vision general esquematica de una ruta de biosintesis a modo de ejemplo para la
produccién de alcohol graso partiendo de acil-ACP, en la que la produccién de aldehido graso esta catalizada por
la actividad enzimatica de acil-ACP reductasa (AAR) o tioesterasa y acido carboxilico reductasa (Car). El aldehido
graso se convierte en alcohol graso por aldehido reductasa (también denominada alcohol deshidrogenasa). Esta
ruta no incluye acil graso-CoA sintetasa (fadD).

La figura 5 ilustra la produccion de derivados de acido graso (especie grasa total) por la cepa de E. coli MG1655
con el gen de fadE atenuado (es decir, delecionado) en comparacion con la produccion de derivados de acido
graso por E. coli MG1655. Los datos presentados en la figura 5 muestran que la atenuacién del gen de fadE no
afect6 a la produccion de derivados de acido graso.

Las figuras 6A y 6B muestran datos para la produccion de “especie grasa total” a partir de examenes en placa por
duplicado cuando se transformo el plasmido pCL-WT TRC WT TesA en cada una de las cepas mostradas en las
figuras y se realiz6 una fermentacion en medios FA2 con 20 horas desde la induccién hasta la recogida a 32° C
(figura 6A) y a 37° C (figura 6B).

Las figuras 7A y 7B proporcionan una representacion esquematica del locus iFAB138, que incluye un diagrama
del promotor cat-loxP-T5 integrado en frente de FAB138 (7A); y un diagrama de iT5_138 (7B). La secuencia del
promotor cat-loxP-T5 integrado en frente de FAB138 con homologia de 50 pares de bases mostrada en cada lado
de la regién promotora cat-loxP-T5 se proporciona como SEQ ID NO: 1 y la secuencia de la region promotora
iT5_138 con homologia de 50 pares de bases en cada lado se proporciona como SEQ ID NO: 2.

La figura 8 muestra el efecto de corregir los genes de rph e ilvG. Se transformaron EG149 (rph- ilvg-) y V668
(EG149 rph+ ilvG+) con pCL-tesA (un plasmido pCL1920 que contiene Ptrc-'tesA) obtenido a partir de D191. La
figura muestra que corregir los genes de rph e ilvG en la cepa EG149 permite un nivel superior de produccién de
FFA que en la cepa V668 en la que los genes de rph e ilvG no se corrigieron.

La figura 9 es una representacion esquematica de una insercion de casete de transposon en el gen de yijP de la
cepa LC535 (acierto de transpos6n 68F11). Se muestran los promotores internos para el casete de transposoén, y
pueden tener efectos sobre la expresion de genes adyacentes.

La figura 10 muestra la conversién de acidos grasos libres en alcoholes grasos mediante CarB60 en la cepa V324.
Las figuras muestran que las células que expresan CarB60 a partir del cromosoma (barras oscuras) convierten
una mayor fraccién de acidos grasos libres C12 y C14 en alcohol graso en comparacion con CarB (barras claras).

La figura 11 muestra que las células que expresan CarB60 a partir del cromosoma convierten una mayor fraccion
de &cidos grasos libres C12 y C14 en alcohol graso en comparacién con CarB.

La figura 12 muestra la producciéon de alcohol graso tras la fermentacion de mutantes en bibliotecas de
combinacion.

La figura 13 muestra la produccién de alcohol graso por variantes de carB en plasmido de produccién (carBl y
CarB2) tras la fermentacion en matraz de agitacion.

La figura 14 muestra la produccién de alcohol graso por variantes de carB integradas de copia Unica (icarB1,
icarB2, icarB3 e icarB4) tras la fermentacion en matraz de agitacion.

La figura 15 muestra los resultados del sistema de examen de doble plasmido para variantes de CarB mejoradas
tal como se valida mediante fermentacion en matraz de agitacion.
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La figura 16 muestra variantes de CarB novedosas para la produccién mejorada de alcoholes grasos en
biorreactores.

Descripcion detallada
Vision general

La presente divulgacion se refiere a enzimas acido carboxilico reductasa (CAR) variantes novedosas asi como a sus
secuencias de acido nucleico y proteina. Se engloban ademas en la divulgacion células hospedadoras recombinantes
y cultivos celulares que incluyen las enzimas CAR variantes para la produccion de alcoholes grasos. La presente
invencion se define por las reivindicaciones.

Con el fin de que la produccién de alcoholes grasos a partir de biomasa o azlcares fermentables sea comercialmente
viable, el procedimiento debe optimizarse para lograr una conversién y recuperacion eficaces del producto. La presente
divulgacion aborda esta necesidad proporcionando composiciones y métodos para la producciéon mejorada de
alcoholes grasos usando enzimas variantes modificadas por ingenieria genética y células hospedadoras
recombinantes modificadas por ingenieria genética. Las células hospedadoras sirven como biocatalizadores que dan
como resultado la produccién de alto titulo de alcoholes grasos usando procedimientos de fermentacion. Como tales,
se dan a conocer en el presente documento métodos para crear células hospedadoras fotosintéticas y heterotréficas
gue producen alcoholes grasos y alfa-olefinas de longitudes de cadena especificas directamente de manera que no
es necesaria la conversion catalitica de acidos grasos purificados. Este nuevo método proporciona ventajas de coste
y calidad del producto.

Méas especificamente, la produccion de una composicion de alcohol graso deseada puede potenciarse modificando la
expresion de uno o mas genes implicados en una ruta de biosintesis para la produccién, degradacion y/o secrecion
de alcohol graso. La divulgacion proporciona células hospedadoras recombinantes, que se han modificado por
ingenieria genética para proporcionar una biosintesis de alcohol graso potenciada en relacion con células
hospedadoras nativas o no modificadas por ingenieria genética (por ejemplo, mejoras de cepas). La divulgacién
también proporciona polinucle6tidos Utiles en las células hospedadoras recombinantes, métodos y composiciones de
la divulgacion. Sin embargo se reconocera que no es necesaria la identidad de secuencia absoluta para tales
polinucleétidos. Por ejemplo, pueden hacerse cambios en una secuencia de polinucleétido particular el polipéptido
codificado puede evaluarse para determinar su actividad. Tales cambios comprenden normalmente mutaciones
conservativas y mutaciones silenciosas (por ejemplo, optimizacion de codones). Pueden examinarse polinucleétidos
modificados o mutados (es decir, mutantes) y polipéptidos variantes codificados para detectar una funcion deseada,
tal como, una funcién mejorada en comparacion con el polipéptido parental, incluyendo pero sin limitarse a actividad
catalitica aumentada, estabilidad aumentada o inhibiciéon disminuida (por ejemplo, inhibicion por retroalimentacion
disminuida), usando métodos conocidos en la técnica.

La divulgacion identifica actividades enzimaticas implicadas en diversas etapas (es decir, reacciones) de las rutas de
biosintesis de acidos grasos descritas en el presente documento segun el nimero de clasificacién de enzimas (EC), y
proporciona polipéptidos a modo de ejemplo (es decir, enzimas) clasificadas mediante tales nameros de EC, y
polinucleétidos a modo de ejemplo que codifican para tales polipéptidos. Tales polipéptidos y polinucleétidos a modo
de ejemplo, que se identifican en el presente documento mediante nimeros de registro y/o nimeros de identificador
de secuencia (SEQ ID NO), son (tiles para modificar por ingenieria genética rutas de acidos grasos en células
hospedadorasparentales para obtener las células hospedadoras recombinantes descritas en el presente documento.
Sin embargo, debe entenderse que los polipéptidos y polinucleétidos descritos en el presente documento son a modo
de ejemplo y no limitativos. Las secuencias de homélogos de polipéptidos a modo de ejemplo descritas en el presente
documento estan disponibles para los expertos en la técnica usando bases de datos (por ejemplo, las bases de datos
Entrez proporcionadas por el Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI), las bases de datos ExPasy
proporcionadas por el Instituto Suizo de Bioinformatica, la base de datos BRENDA proporcionada por la Universidad
Técnica de Braunschweig, y la base de datos KEGG proporcionada por el Centro de Bioinformatica de la Universidad
de Kyoto y la Universidad de Tokyo, todas las cuales estan disponibles en Internet).

Una variedad de células hospedadoras pueden modificarse para contener enzimas de biosintesis de alcoholes grasos
tales como las descritas en el presente documento, dando como resultado células hospedadoras recombinantes
adecuadas para la produccion de composiciones de alcoholes grasos. Se entiende que una variedad de células
pueden proporcionar fuentes de material genético, incluyendo secuencias de polinucle6tido que codifican para
polipéptidos adecuados para su uso en una célula hospedadora recombinante proporcionada en el presente
documento.

Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que entiende comdnmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece la divulgacion.
Aungue pueden usarse otros métodos y materiales similares, o equivalentes, a los descritos en el presente documento
en la practica de la presente divulgacion, los materiales y métodos preferidos se describen en el presente documento.
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En la descripcién y reivindicacién de la presente divulgacion, se usara la siguiente terminologia segun las definiciones
expuestas a continuacion.

Numeros de registro: Los nimeros de registro de secuencias en la totalidad de esta descripcién se obtuvieron de
bases de datos proporcionadas por el NCBI (Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica) mantenidas por los
Institutos Nacionales de Salud, EE.UU. (que se identifican en el presente documento como “ndmeros de registro de
NCBI” o alternativamente como “numeros de registro de GenBank”), y de las bases de datos UniProt Knowledgebase
(UniProtKB) y Swiss-Prot proporcionadas por el Instituto Suizo de Bioinformatica (que se identifican en el presente
documento como “numeros de registro de UniProtKB”).

Numeros de clasificacién de enzimas (EC): Se establecen los nimeros de clasificacion de enzimas (EC) por el Comité
de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB), cuya descripcion esta
disponible en el sitio web de Nomenclatura de Enzimas del IUBMB en Internet. Los nimeros EC clasifican las enzimas
segun la reaccion que catalizan.

Tal como se usa en el presente documento, el término “nucledtido” se refiere a una unidad monomérica de un
polinucleétido que consiste en una base heterociclica, un azdcar y uno o mas grupos fosfato. Las bases que se
producen de manera natural (guanina, (G), adenina, (A), citosina, (C), timina, (T) y uracilo (U)) son normalmente
derivados de purina o pirimidina, aunque debe entenderse que también estan incluidos analogos de bases que se
producen de manera natural y no natural. El azlcar que se produce de manera natural es la pentosa (azucar de cinco
carbonos), la desoxirribosa (que forma ADN) o la ribosa (que forma ARN), aunque debe entenderse que también estan
incluidos analogos de azlcares que se producen de manera natural y no natural. Los acidos nucleicos se unen
normalmente mediante enlaces fosfato para formar acidos nucleicos o polinucleétidos, aunque se conocen en la
técnica muchas otras uniones (por ejemplo, fosforotioatos, boranofosfatos, y similares).

Tal como se usa en el presente documento, el término “polinucleétido” se refiere a un polimero de ribonucleétidos
(ARN) o desoxirribonucleotidos (ADN), que puede ser monocatenario o bicatenario y que puede contener nucledétidos
no naturales o alterados. Los términos “polinucledétido”, “secuencia de acido nucleico” y “secuencia de nucleétidos” se
usan de manera intercambiable en el presente documento para referirse a una forma polimérica de nucleétidos de
cualquier longitud, o bien ARN o bien ADN. Estos términos se refieren a la estructura primaria de la molécula, y por
tanto incluyen ADN bi y monocatenario y ARN bi y monocatenario. Los términos incluyen, como equivalentes, analogos
de o bien ARN o bien ADN producidos a partir de analogos de nucleétidos y polinucleétidos modificados tales como,
aunque no limitados a polinucleétidos metilados y/o de extremos ocupados. El polinucledétido puede estar en cualquier
forma, incluyendo pero sin limitarse a, plasmido, viral, cromosémico, EST, ADNc, ARNm y ARNTr.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “polipéptido” y “proteina” se usan de manera intercambiable
para referirse a un polimero de residuos de aminoacido. El término “polipéptido recombinante” se refiere a un
polipéptido que se produce mediante técnicas recombinantes, en las que generalmente se inserta ADN o ARN que
codifica para la proteina expresada en un vector de expresién adecuado que se usa a su vez para transformar una
célula hospedadora para producir el polipéptido.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “homdlogo” y “homadlogo/a” se refieren a un polinucleétido
0 un polipéptido que comprende una secuencia que es idéntica en al menos aproximadamente el 50% a la secuencia
de polinucleodtido o polipéptido correspondiente. Preferiblemente, los polinucleétidos o polipéptidos homaologos tienen
secuencias de polinucledtido o secuencias de aminoacidos que tienen una homologia de al menos aproximadamente
el 80%, el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el
94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o al menos aproximadamente el 99% con la secuencia de aminoacidos o
secuencia de polinucleétido correspondiente. Tal como se usa en el presente documento los términos “homologia” de
secuencia e “identidad” de secuencia se usan de manera intercambiable.

Un experto habitual en la técnica conoce métodos para determinar la homologia entre dos o mas secuencias. En
resumen, pueden realizarse céalculos de “homologia” entre dos secuencias de la siguiente manera. Las secuencias se
alinean para fines de comparacion 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o ambas de una primera
y una segunda secuencias de aminoacidos o de acido nucleico para la alineacion éptima y pueden excluirse las
secuencias no homdlogas para fines de comparacion). En una realizacién preferida, la longitud de una primera
secuencia que se alinea para fines de comparacion es de al menos aproximadamente el 30%, preferiblemente al
menos aproximadamente el 40%, mas preferiblemente al menos aproximadamente el 50%, incluso mas
preferiblemente al menos aproximadamente el 60%, e incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente el
70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90% o aproximadamente el 100% de la
longitud de una segunda secuencia. Se comparan entonces los residuos de aminoacido o nucleétidos en posiciones
de aminoacido o posiciones de nucledtido correspondientes de las secuencias primera y segunda. Cuando una
posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicion
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El tanto por ciento
de homologia entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos y la longitud de cada hueco, que es necesario introducir para la
alineacion 6ptima de las dos secuencias.
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La comparacion de secuencias y determinacion del tanto por ciento de homologia entre dos secuencias puede lograrse
usando un algoritmo matematico, tal como BLAST (Altschul et al. J. Mol. Biol. 215(3):403-410 (1990)). El tanto por
ciento de homologia entre dos secuencias de aminoacidos también puede determinarse usando el algoritmo de
Needleman y Wunsch que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software de 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, 4,5 6 6 (Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:444-453). El tanto por ciento de homologia entre dos
secuencias de nucleétidos también puede determinarse usando el programa GAP en el paquete de software de 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 experto habitual en la técnica puede realizar calculos de homologia inicial y ajustar los parametros del algoritmo
en consecuencia. Un conjunto preferido de parametros (y el que debe usarse si un profesional no esta seguro de qué
parametros deben aplicarse para determinar si una molécula esta dentro de una limitacion de homologia de las
reivindicaciones) son una matriz de puntuacion Blossum 62 con una penalizacién por hueco de 12, penalizacién por
extension de hueco de 4 y penalizacion por hueco con desplazamiento del marco de lectura de 5. Se conocen métodos
adicionales de alineacion de secuencias en las técnicas biotecnoldgicas (véanse, por ejemplo, Rosenberg (2005) BMC
Bioinformatics 6:278; Altschul et al. (2005) FEBS J. 272(20):5101-5109) (2005).

Tal como se usa en el presente documento, el término “se hibrida en condiciones de rigurosidad baja, rigurosidad
media, rigurosidad alta o condiciones de rigurosidad muy alta” describe condiciones para la hibridacién 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. Se describen métodos acuosos y no acuosos en esa referencia y puede
usarse cualquier método. Condiciones de hibridacion especificas a las que se hace referencia en el presente
documento son de la siguiente manera: (1) condiciones de hibridacion de rigurosidad baja -- 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 condiciones de rigurosidad baja); (2) condiciones de
hibridacion de rigurosidad media -- 6X SSC a aproximadamente 45°C, seguido por uno o0 mas lavados en 0,2X SSC,
SDS al 0,1% a 60°C; (3) condiciones de hibridacion de rigurosidad alta -- 6X SSC a aproximadamente 45°C, seguido
por uno o mas lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65°C; y (4) condiciones de hibridacién de rigurosidad muy alta --
fosfato de sodio 0,5 M, 7% SDS a 65°C, seguido por uno o mas lavados a 0,2X SSC, SDS al 1% a 65°C. Las
condiciones de rigurosidad muy alta (4) son las condiciones preferidas a menos que se especifique de otro modo.

Un polipéptido “enddgeno” se refiere a un polipéptido codificado por el genoma de la célula parental (también
denominada “célula hospedadora”) a partir de la cual se modifica por ingenieria genética la célula recombinante (o
“derivada”).

Un polipéptido “exégeno” se refiere a un polipéptido que no esta codificado por el genoma de la célula parental. Un
polipéptido (es decir, mutante) es un ejemplo de un polipéptido exdgeno.

El término “heterdlogo” significa en general derivados de una especie diferente o derivados de un organismo diferente.
Tal como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de nucle6tidos o una secuencia de
polinucleétido que no esta presente de manera natural en un organismo particular. Expresién heteréloga significa que
una proteina o polipéptido se afiade experimentalmente a una célula que no expresa normalmente esa proteina. Como
tal, heterdlogo se refiere al hecho de que una proteina transferida se derivo inicialmente a partir de un tipo celular
diferente o una especie diferente del receptor. Por ejemplo, puede introducirse una secuencia de polinucleétido
enddgena para una célula vegetal en una célula hospedadora bacteriana mediante métodos recombinantes, y el
polinucleétido vegetal es entonces un polinucledtido heterélogo en una célula hospedadora bacteriana recombinante.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento” de un polipéptido se refiere a una parte mas corta
de un polipéptido o una proteina de longitud completa cuyo tamafio oscila entre cuatro residuos de aminoacido y toda
la secuencia de aminoacidos menos un residuo de aminoacido. En determinadas realizaciones de la divulgacién, un
fragmento se refiere a toda la secuencia de aminoacidos de un dominio de un polipéptido o una proteina (por ejemplo,
un dominio de unién a sustrato o un dominio catalitico).

Tal como se usa en el presente documento, el término “mutagénesis” se refiere a un procedimiento mediante el cual
se cambia la informacién genética de un organismo de manera estable. La mutagénesis de una secuencia de acido
nucleico que codifica para proteina produce una proteina mutante. Mutagénesis también se refiere a cambios en
secuencias de acido nucleico no codificantes que dan como resultado actividad de proteina modificada.

Tal como se usa en el presente documento, el término “gen” se refiere a secuencias de acido nucleico que codifican
para o bien un producto de ARN o bien un producto de proteina, asi como secuencias de acido nucleico
operativamente unidas que afectan a la expresion del ARN o la proteina (por ejemplo, tales secuencias incluyen pero
no se limitan a secuencias promotoras o potenciadoras) o secuencias de acido nucleico operativamente unidas que
codifican para secuencias que afectan a la expresion del ARN o la proteina (por ejemplo, tales secuencias incluyen
pero no se limitan a sitios de unién al ribosoma o secuencias de control de la traduccion).

Se conocen en la técnica secuencias de control de la expresion e incluyen, por ejemplo, promotores, potenciadores,
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sefiales de poliadenilacion, terminadores de la transcripcion, sitios internos de entrada al ribosoma (IRES), y similares,
que proporcionan la expresion de la secuencia de polinucleétido en una célula hospedadora. Las secuencias de control
de la expresion interaccionan especificamente con proteinas celulares implicadas en la transcripcion (Maniatis et al.
(1987) Science 236:1237-1245 (1987)). Se describen secuencias de control de la expresion a modo de ejemplo, por
ejemplo, en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, vol. 185, Academic Press, San Diego,
Calif. (1990).

En los métodos de la divulgacion, una secuencia de control de la expresion esta operativamente unida a una secuencia
de polinucleétido. Por “operativamente unida” quiere decirse que una secuencia de polinucleétido y una(s)
secuencia(s) de control de la expresion se conectan de tal manera que se permita la expresion génica cuando se unen
las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas activadoras de la transcripcion) a la(s) secuencia(s) de control de la
expresion. Estan ubicados promotores operativamente unidos en el sentido de 5’ de la secuencia de polinucleétido
seleccionada en cuanto a la direccion de transcripcion y traduccion. Pueden estar ubicados potenciadores
operativamente unidos en el sentido de 5’, dentro de o en el sentido de 3’ del polinucleétido seleccionado.

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, es decir, una secuencia de polinucle6tido, a la que se ha unido. Un tipo de vector util
es un episoma (es decir, un acido nucleico que puede dar replicacion extracromosOémica). Los vectores (tiles son
aquéllos que pueden dar replicacion y/o expresion auténoma de acidos nucleicos a los que se unen. Los vectores que
pueden dirigir la expresién de genes a los que se unen operativamente se denominan en el presente documento
“vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a
menudo en forma de “plasmidos”, que se refieren en general a bucles de ADN bicatenario circular que, en su forma
de vector, no se unen al cromosoma. Los términos “plasmido” y “vector” se usan de manera intercambiable en el
presente documento, en la medida en que un plasmido es la forma mas cominmente usada de vector. Sin embargo,
también se incluyen otras de tales formas de vectores de expresién que sirven para funciones equivalentes y que se
han conocido en la técnica posteriormente al presente documento. En algunas realizaciones, vector recombinante
comprende al menos una secuencia que incluye (a) una secuencia de control de la expresion acoplada operativamente
a la secuencia de polinucledtido; (b) un marcador de seleccion acoplado operativamente a la secuencia de
polinucleétido; (c) una secuencia de marcador acoplada operativamente a la secuencia de polinucleoétido; (d) un resto
de purificacién acoplado operativamente a la secuencia de polinucleétido; (e) una secuencia de secrecién acoplada
operativamente a la secuencia de polinucleétido; y (f) una secuencia de seleccion como diana acoplada
operativamente a la secuencia de polinucleétido. Los vectores de expresién descritos en el presente documento
incluyen una secuencia de polinucleotido descrita en el presente documento en una forma adecuada para la expresion
de la secuencia de polinucleétido en una célula hospedadora. Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del
vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccion de la célula hospedadora que va transformarse,
el nivel de expresion de polipéptido deseado, etc. Los vectores de expresion descritos en el presente documento
pueden introducirse en células hospedadoras para producir polipéptidos, incluyendo polipéptidos de fusion, codificados
por las secuencias de polinucleétido tal como se describe en el presente documento.

La expresion de genes que codifican para 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 de no fusién. Los vectores de fusién afiaden un nimero de aminodacidos a un
polipéptido codificado en el mismo, habitualmente al extremo amino-terminal o carboxi-terminal del polipéptido
recombinante. Tales vectores de fusion sirven normalmente para uno o mas de los tres propdsitos siguientes: (1)
aumentar expresion del polipéptido recombinante; (2) aumentar la solubilidad del polipéptido recombinante; y (3)
ayudar en la purificacion del polipéptido recombinante actuando como ligando en purificacién por afinidad. A menudo,
en los vectores de expresion de fusidn, 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 fusién después de
la purificacion del polipéptido de fusion. En determinadas realizaciones, una secuencia de polinucleétido de la
divulgacion esta operativamente unida a un promotor derivado del bacteriéfago T5. En determinadas realizaciones, la
célula hospedadora es una célula de levadura, y el vector de expresion es un vector de expresion de levadura. Los
ejemplos de vectores para la expresion en la levadura S. cerevisiae incluyen pYepSecl (Baldari et al. (1987) EMBO
J. 6:229-234 (1987)); pMFa (Kurjan et al. (1982) Cell 30:933-943 (1982)); pJRY88 (Schultz et al. (1987) Gene 54: 113-
123 (1987)); pYES2 (Invitrogen Corp., San Diego, CA) y picZ (Invitrogen Corp., San Diego, CA). En otras realizaciones,
la célula hospedadora es una célula de insecto, y el vector de expresion es un vector de expresion de baculovirus. Los
vectores de baculovirus disponibles para la expresiéon de proteinas en células de insecto en cultivo (por ejemplo,
células Sf9) incluyen, por ejemplo, la serie de pAc (Smith et al. Mol. Cell Biol. 3:2156-2165 (1983)) y la serie de pVL
(Lucklow et al. (1989) Virology 170:31-39 (1989)). En aun otra realizacion, las secuencias de polinucleétido descritas
en el presente documento pueden expresarse en células de mamifero usando un vector de expresion de mamifero.
Se conocen bien en la técnica otros sistemas de expresion adecuados para células tanto procariotas como eucariotas;
véase, por ejemplo, Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, segunda edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory, (1989).

Tal como se usa en el presente documento, el término “acil-CoA” se refiere a un acil-tioéster formado entre el carbono
de carbonilo de la cadena de alquilo y el grupo sulfhidrilo del resto 4’-fosfopantetionilo de la coenzima A (CoA), que
tiene la formula R-C(O)S-CoA, en la que R es cualquier grupo alquilo que tiene al menos 4 atomos de carbono.
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Tal como se usa en el presente documento, “acil-ACP” se refiere a un acil-tioéster formado entre el carbono de
carbonilo de una cadena de alquilo y el grupo sulfhidrilo del resto fosfopanteteinilo de una proteina transportadora de
acilo (ACP). El resto de fosfopanteteinilo se une de manera postraduccional a un residuo de serina conservado en la
ACP mediante la accion de la proteina transportadora de holo-acilo sintasa (ACPS), una fosfopanteteinilo transferasa.
En algunas realizaciones, una acil-ACP es un producto intermedio en la sintesis de acil-ACP totalmente saturadas. En
otras realizaciones, una acil-ACP es un producto intermedio en la sintesis de acil-ACP insaturadas. En algunas
realizaciones, la cadena de carbonos tendra aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25 6 26 carbonos. Cada una de estas acil-ACP son sustratos para enzimas que las convierten en
derivados de acido graso.

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido graso o derivado del mismo” significa un “acido graso” o
un “derivado de acido graso”. El término “acido graso” significa un acido carboxilico que tiene la formula RCOOH. R
representa un grupo alifatico, preferiblemente un grupo alquilo. R puede comprender entre aproximadamente 4 y
aproximadamente 22 atomos de carbono. Los acidos grasos pueden ser saturados, monoinsaturados o
poliinsaturados. En una realizacion preferida, el acido graso se prepara a partir de una ruta de biosintesis de acidos
grasos. El término “derivado de acido graso” significa productos producidos en parte a partir de la ruta de biosintesis
de acidos grasos del organismo hospedador de produccion. “Derivado de acido graso” también incluye productos
producidos en parte a partir de acil-ACP o derivados de acil-ACP. Los derivados de acido graso a modo de ejemplo
incluyen, por ejemplo, acil-CoA, aldehidos grasos, alcoholes de cadena corta y larga, hidrocarburos y ésteres (por
ejemplo, ceras, ésteres de acidos grasos o ésteres grasos).

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

Tal como se usa en el presente documento, “aldehido graso” significa un aldehido que tiene la férmula RCHO
caracterizada por un grupo carbonilo (C=0). En algunas realizaciones, el aldehido graso es cualquier aldehido
producido a partir de un alcohol graso. En determinadas realizaciones, el grupo R tiene al menos 5, al menos 6, al
menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al
menos 16, al menos 17, al menos 18 o al menos 19, carbonos de longitud. Alternativamente, o ademas, el grupo R
tiene 20 o menos, 19 o menos, 18 o menos, 17 o menos, 16 o menos, 15 0 menos, 14 o0 menos, 13 o menos, 12 o
menos, 11 0 menos, 10 0 menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos 0 6 0 menos carbonos de longitud. Por tanto, el
grupo R puede tener un grupo R delimitado por dos cualesquiera de los extremos anteriores. Por ejemplo, el grupo R
puede tener 6-16 carbonos de longitud, 10-14 carbonos de longitud o 12-18 carbonos de longitud. En algunas
realizaciones, el aldehido graso es un aldehido graso Cs, C7, Cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19,
C20, C21, C22, C23, C24, C25, 0 uno C26. En determinadas realizaciones, el aldehido graso es un aldehido graso Cs,
Cs, C10, C12, C13, C14, C15, C16, C17 0 C1s.

Tal como se usa en el presente documento, “alcohol graso” significa un alcohol que tiene la formula ROH. En algunas
realizaciones, el grupo R tiene al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos
11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18 o al menos 19,
carbonos de longitud. Alternativamente, o ademas, el grupo R tiene 20 o menos, 19 0 menos, 18 o menos, 17 0 menos,
16 o0 menos, 15 o0 menos, 14 o menos, 13 0 menos, 12 o menos, 11 o menos, 10 o0 menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7
0 menos 0 6 o menos carbonos de longitud. Por tanto, el grupo R puede tener un grupo R delimitado por dos
cualesquiera de los extremos anteriores. Por ejemplo, el grupo R puede tener 6-16 carbonos de longitud, 10-14
carbonos de longitud o 12-18 carbonos. En algunas realizaciones, el alcohol graso es un alcohol graso Cs, C7, Cs, Co,
C1o0, C11, C12, C13, C14, C15, C1s, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25, 0 uno C26. En determinadas realizaciones,
el alcohol graso es un alcohol graso Cs, Cs, C10, C12, C13, C14, C15, C16, C17 0 C1s.

Una “composicién de alcohol graso” tal como se hace referencia en el presente documento se produce por una célula
hospedadora recombinante y comprende normalmente una mezcla de alcoholes grasos. En algunos casos, la mezcla
incluye mas de un tipo de producto (por ejemplo, alcoholes grasos y acidos grasos). En otros casos, las composiciones
de derivado de acido graso pueden comprender, por ejemplo, una mezcla de alcoholes grasos con diversas longitudes
de cadena y caracteristicas de saturacion o ramificacién. En todavia otros casos, la composicion de alcohol graso
comprende una mezcla de tanto mas de un tipo de producto como de productos con diversas longitudes de cadena y
caracteristicas de saturacion o ramificacion.

Una célula hospedadora modificada por ingenieria para producir un aldehido graso convertirda normalmente parte del
aldehido graso en un alcohol graso. Cuando una célula hospedadora que produce alcoholes grasos se modifica por
ingenieria genética para expresar un polinucleétido que codifica para una éster sintasa, se producen ésteres de cera.
En una realizacion, se producen alcoholes grasos a partir de una ruta de biosintesis de acidos grasos. Como ejemplo,
puede convertirse acil-ACP en acidos grasos por medio de la accién de una tioesterasa (por ejemplo, TesA de E. coli),
que se convierten en aldehidos grasos y alcoholes grasos por medio de la accién de una acido carboxilico reductasa
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(por ejemplo, CarB de E. coli). La conversién de aldehidos grasos en alcoholes grasos puede verse facilitada ademas,
por ejemplo, por medio de la accion de un polipéptido de biosintesis de alcoholes grasos. En algunas realizaciones,
un gen que codifica para un polipéptido de biosintesis de alcoholes grasos se expresa o sobreexpresa en la célula
hospedadora. En determinadas realizaciones, el polipéptido de biosintesis de alcoholes grasos tiene actividad aldehido
reductasa o alcohol deshidrogenasa. Los ejemplos de polipéptidos de alcohol deshidrogenasa utiles segun la
divulgacion incluyen, pero no se limitan a AlrA de Acinetobacter sp. M-1 (SEQ ID NO: 3) u homologos de AlrA, tales
como AlrAadpl (SEQ ID NO: 4) y alcohol deshidrogenasas de E. coli endégenas tales como YjgB, (AAC77226) (SEQ
ID NO: 5), DkgA (NP_417485), DkgB (NP_414743), YdjL (AAC74846), YdjJ (NP_416288), AdhP (NP_415995), YhdH
(NP_417719), YahK (NP_414859), YphC (AAC75598), YghD (446856) e YbbO [AAC73595.1]. Se describen ejemplos
adicionales en las publicaciones de solicitud de patente internacional n.°sWQ02007/136762, W02008/119082 y
W02010/062480. En determinadas realizaciones, el polipéptido de biosintesis de alcoholes grasos tiene actividad
aldehido reductasa o alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1).

Tal como se usa en el presente documento, el término “alcohol deshidrogenasa” se refiere a un polipéptido que puede
catalizar la conversion de un aldehido graso en un alcohol (por ejemplo, alcohol graso). Un experto habitual en la
técnica apreciara que determinadas alcohol deshidrogenasas pueden catalizar otras reacciones también, y estas
alcohol deshidrogenasas no especificas se abarcan también por el término “alcohol deshidrogenasa”. El grupo R de
un acido graso, aldehido graso o alcohol graso puede ser una cadena lineal o una cadena ramificada. Las cadenas
ramificadas pueden tener mas de un punto de ramificacion y pueden incluir ramificaciones ciclicas. En algunas
realizaciones, el acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado es un acido graso
ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado Cs, C7, Cs, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17,
Cis, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25, 0 uno C26. En realizaciones particulares, el acido graso ramificado, aldehido
graso ramificado o alcohol graso ramificado es un acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso
ramificado Cse, Cs, C10, C12, C13, C14, C15, C16, C17 0 C18. En determinadas realizaciones, el grupo hidroxilo del acido
graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado esta en la posicion primaria (C1). En
determinadas realizaciones, el acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado es un
acido graso iso, aldehido graso iso o alcohol graso iso, 0 un acido graso anteiso, un aldehido graso anteiso o alcohol
graso anteiso. En realizaciones a modo de ejemplo, el acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol
graso ramificado se selecciona de acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado iso -
C7:0, iIs0-Cs:0, is0-C9:0, iso-C10:0, iso-C11:0, iso-C12:0, iso-C13:0, is0-C14:0, iso-C15:0, is0-C16:0, is0-C17:0, is0-C18:0, iSO-
C19:0, anteiso-C7:0, anteiso-Cs:0, anteiso-C9:0, anteiso-C10:0, anteiso-C11;0, anteiso-C12:0, anteiso-C13:0, anteiso-C14:0,
anteiso-C15:0, anteiso-C16:0, anteiso-C17:0, anteiso-C18:0, and anteiso-C19:0. El grupo R de un acido graso ramificado
0 no ramificado, aldehido graso ramificado o no ramificado o alcohol graso ramificado o no ramificado puede ser
saturado o insaturado. Si es insaturado, el grupo R puede tener uno o mas de un punto de insaturacion. En algunas
realizaciones, el acido graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol graso insaturado es un &cido graso
monoinsaturado, aldehido graso monoinsaturado o alcohol graso monoinsaturado. En determinadas realizaciones, el
acido graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol graso insaturado es un acido graso insaturado, aldehido
graso insaturado o alcohol graso insaturado C6:1, C7:1, C8:1, C9:1, C10:1, C11:1, C12:1, C13:1, C14:1, C15:1, C16:1,
C17:1, C18:1, C19:1, C20:1, C21:1, C22:1, C23:1, C24:1, C25:1, o uno C26:1. En determinadas realizaciones
preferidas, el acido graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol graso insaturado es C10:1, C12:1, C14:1,
C16:1 o C18:1. En aln otras realizaciones, el acido graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol graso
insaturado es insaturado en la posicion omega-7. En determinadas realizaciones, el acido graso insaturado, aldehido
graso insaturado o alcohol graso insaturado comprende un doble enlace cis.

Tal como se usa en el presente documento, una “célula hospedadora” recombinante o modificada por ingenieria
genética es una célula hospedadora, por ejemplo, un microorganismo que se ha modificado de manera que produce
alcoholes grasos. En algunas realizaciones, la célula hospedadora recombinante comprende uno o mas
polinucleétidos, codificando cada polinucleétido para un polipéptido que tiene actividad enzimatica de biosintesis de
aldehidos grasos y/o alcoholes grasos, en la que la célula hospedadora recombinante produce una composicion de
alcohol graso cuando se cultiva en presencia de una fuente de carbono en condiciones eficaces para expresar los
polinucleétidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “clon” se refiere normalmente a una célula o un grupo de células
gue descienden de y esencialmente idénticas genéticamente a un Unico ancestro comun, por ejemplo, las bacterias
de una colonia bacteriana clonada surgida a partir de una Gnica célula bacteriana.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cultivo” se refiere normalmente a un medio liquido que
comprende células viables. En una realizacion, un cultivo comprende células que se reproducen en medios de cultivo
predeterminados en condiciones controladas, por ejemplo, un cultivo de células hospedadoras recombinantes hechas
crecer en medios liquidos que comprenden una fuente de carbono y nitrégeno seleccionada. “Cultivar” o “cultivo” se
refieren al crecimiento de una poblacién de células de células microbianas en condiciones adecuadas en un medio
liquido o solido. En realizaciones particulares, cultivar se refiere a la bioconversion fermentativa de un sustrato en un
producto final. Se conocen bien medios de cultivo y los componentes individuales de tales medios de cultivo estan
disponibles de fuentes comerciales, por ejemplo, con las marcas comerciales DIFCO™ y BBL™. En un ejemplo no
limitativo, el medio de nutrientes acuoso es un “medio rico” que comprende fuentes complejas de nitrégeno, sales y
carbono, tal como el medio YP, que comprende 10 g/l de peptona y 10 g/l de extracto de levadura de un medio de este
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tipo. La célula hospedadora puede modificarse por ingenieria genética adicionalmente para asimilar el carbono
eficazmente y usar materiales celulésicos como fuentes de carbono segun los métodos descritos, por ejemplo, en las
patentes estadounidenses 5.000.000; 5.028.539; 5.424.202; 5.482.846; 5.602.030 y en el documento W02010127318.
Ademas, la célula hospedadora puede modificarse por ingenieria para expresar una invertasa de modo que pueda
usarse sacarosa como fuente de carbono.

Tal como se usa en el presente documento, el término “en condiciones eficaces para expresar dichas secuencias de
nucleotidos heterélogas” significa cualesquiera condiciones que permiten que una célula hospedadora produzca un
aldehido graso o alcohol graso deseado. Las condiciones adecuadas incluyen, por ejemplo, condiciones de
fermentacion.

Tal como se usa en el presente documento, un “nivel modificado” o “alterado de” actividad de una proteina, por ejemplo
una enzima, en una célula hospedadora recombinante se refiere a una diferencia en una o mas caracteristicas en la
actividad determinadas con relacioén a la célula hospedadora parental o nativa. Normalmente se determinan diferencias
en actividad entre una célula hospedadora recombinante, que tiene actividad modificada, y la célula hospedadora
natural correspondiente (por ejemplo, comparacién de un cultivo de una célula hospedadora recombinante con relacién
a la célula hospedadora natural). Actividades modificadas pueden ser el resultado de, por ejemplo, cantidades
modificadas de proteina expresada por una célula hospedadora recombinante (por ejemplo, como resultado de un
aumento o una disminucion del nimero de copias de secuencias de ADN que codifican para la proteina, un aumento
0 una disminucion del nimero de transcritos de ARNm que codifican para la proteina, y/o un aumento o una
disminucion de las cantidades de traduccion de proteina de la proteina a partir del ARNm); cambios en la estructura
de la proteina (por ejemplo, cambios en la estructura primaria, tales como cambios en la secuencia codificante de la
proteina que dan como resultado cambios en la especificidad de sustrato, cambios en parametros cinéticos
observados); y cambios en la estabilidad de la proteina (por ejemplo, un aumento o una disminucion de la degradacion
de la proteina). En algunas realizaciones, el polipéptido es un mutante o una variante de cualquiera de los polipéptidos
descritos en el presente documento. En determinados casos, las secuencias codificantes para los polipéptidos tal
como se describe en el presente documento se someten a optimizacion de codones para la expresion en una célula
hospedadora particular. Por ejemplo, para la expresion en E. coli, pueden optimizarse uno o mas codones tal como se
describe, por ejemplo, en Grosjean et al. Gene 18:199-209 (1982).

El término “secuencias reguladoras” tal como se usa en el presente documento se refiere normalmente a una
secuencia de bases en ADN, operativamente unida a secuencias de ADN que codifican para una proteina que controla
en Ultima instancia la expresion de la proteina. Los ejemplos de secuencias reguladoras incluyen, pero no se limitan
a, secuencias promotoras de ARN, secuencias de unién a factor de transcripcion, secuencias de terminacion de la
transcripcién, moduladores de la transcripcion (tales como elementos potenciadores), secuencias de nucleétidos que
afectan a la estabilidad del ARN y secuencias reguladoras de la traduccion (tales como sitios de unién al ribosoma
(por ejemplo, secuencias de Shine-Dalgarno en procariotas o secuencias de Kozak en eucariotas), codones de
iniciacion, codones de terminacion).

Tal como se usa en el presente documento, la frase “la expresion de dicha secuencia de nucle6tidos se modifica con
relacion a la secuencia de nucledétidos natural”, significa un aumento o una disminucién en el nivel de expresion y/o
actividad de una secuencia de nucle6tidos enddgena o la expresion y/o actividad de una secuencia de nucleétidos que
codifica para polipéptido heter6logo o no nativo. Tal como se usa en el presente documento, el término “sobreexpresar”
significa expresar o hacer que se exprese un polinucleétido o polipéptido en una célula a una mayor concentracion de
lo que se expresa normalmente en una célula natural correspondiente en las mismas condiciones.

Los términos “nivel alterado de expresion” y “nivel modificado de expresion” se usan de manera intercambiable y
significan que esta presente un polinucleoétido, polipéptido o hidrocarburo en una concentracion diferente en una célula
hospedadora modificada por ingenieria genética en comparaciéon con su concentracion en una célula natural
correspondiente en las mismas condiciones.

Tal como se usa en el presente documento, el término “titulo” se refiere a la cantidad de aldehido graso o alcohol
graso producido por volumen unitario de cultivo de células hospedadoras. En cualquier aspecto de las composiciones
y los métodos descritos en el presente documento, un alcohol graso se produce a un titulo de 25 mg/l, 50 mg/l, 75
mg/l, 100 mg/l, 125 mg/l, 150 mg/l, 175 mg/l, 200 mg/l, 225 mg/l, 250 mg/l, 275 mg/l, 300 mg/l, 325 mg/l, 350 mg/l, 375
mg/l, 400 mg/l, 425 mg/l, 450 mg/l, 475 mg/l, 500 mg/l, 525 mg/l, 550 mg/l, 575 mg/l, 600 mg/l, 625 mg/l, 650 mg/l, 675
mg/l, 700 mg/l, 725 mg/l, 750 mg/l, 775 mg/l, 800 mg/l, 825 mg/l, 850 mg/l, 875 mg/l, 900 mg/l, 925 mg/l, 950 mg/l, 975
mg/l, 1000 mg/l, 1050 mg/l, 1075 mg/l, 1100 mg/l, 1125 mg/l, 1150 mg/l, 1175 mg/l, 1200 mg/l, 1225 mg/l, 1250 mgl/l,
1275 mg/l, 1300 mg/l, 1325 mg/l, 1350 mg/l, 1375 mg/l, 1400 mg/l, 1425 mg/l, 1450 mg/l, 1475 mg/l, 1500 mg/l, 1525
mg/l, 1550 mg/l, 1575 mg/l, 1600 mg/l, 1625 mg/l, 1650 mg/l, 1675 mg/l, 1700 mg/l, 1725 mg/l, 1750 mg/l, 1775 mgl/l,
1800 mg/l, 1825 mg/l, 1850 mg/l, 1875 mg/l, 1900 mg/l, 1925 mg/l, 1950 mg/l, 1975 mg/l, 2000 mg/l (2 g/l), 3 g/I, 5 g/l
10 g/l, 20 g/l, 30 g/l, 40 g/l, 50 g/l, 60 g/l, 70 g/l, 80 g/l, 90 g/I, 100 g/l o un intervalo delimitado por dos cualesquiera de
los valores anteriores. En otras realizaciones, se produce un aldehido graso o alcohol graso a un titulo de mas de 100
g/l, méas de 200 g/l, mas de 300 g/l, o mayor, tal como 500 g/, 700 g/l, 1000 g/I, 1200 g/I, 1500 g/l o 2000 g/I. El titulo
preferido de aldehido graso o alcohol graso producido por una célula hospedadora recombinante segun los métodos
de la divulgacion es de desde 5 g/l hasta 200 g/l, de 10 g/l a 150 g/l, de 20 g/l a 120 g/l y de 30 g/l a 100 g/I.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “rendimiento del aldehido graso o alcohol graso producido por
una célula hospedadora” se refiere a la eficacia mediante la que una fuente de carbono de entrada se convierte en
producto (es decir, alcohol graso o aldehido graso) en una célula hospedadora. Células hospedadoras modificadas
por ingenieria genética para producir alcoholes grasos y/o aldehidos grasos segun los métodos de la divulgacién
tienen un rendimiento de al menos el 3%, al menos el 4%, al menos el 5%, al menos el 6%, al menos el 7%, al menos
el 8%, al menos el 9%, al menos el 10%, al menos el 11%, al menos el 12%, al menos el 13%, al menos el 14%, al
menos el 15%, al menos el 16%, al menos el 17%, al menos el 18%, al menos el 19%, al menos el 20%, al menos el
21%, al menos el 22%, al menos el 23%, al menos el 24%, al menos el 25%, al menos el 26%, al menos el 27%, al
menos el 28%, al menos el 29%, o al menos el 30% o un intervalo delimitado por dos cualesquiera de los valores
anteriores. En otras realizaciones, se produce un aldehido graso o alcohol graso con un rendimiento de mas del 30%,
el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o mas. Alternativamente, o ademas, el rendimiento es de
aproximadamente el 30% o menos, aproximadamente el 27% o menos, aproximadamente el 25% o menos o
aproximadamente el 22% o menos. Por tanto, el rendimiento puede estar delimitado por dos cualesquiera de los
extremos anteriores. Por ejemplo, el rendimiento del alcohol graso o aldehido graso producido por la célula
hospedadora recombinante segun los métodos de la divulgacion puede ser del 5% al 15%, del 10% al 25%, del 10%
al 22%, del 15% al 27%, del 18% al 22%, del 20% al 28% o del 20% al 30%. El rendimiento preferido de alcohol graso
producido por la célula hospedadora recombinante segun los métodos de la divulgacion es de desde el 10% hasta el
30%.

Tal como se usa en el presente documento, el término “productividad” se refiere a la cantidad de aldehido graso o
alcohol graso producido por volumen unitario de cultivo de células hospedadoras por tiempo unitario. En cualquier
aspecto de las composiciones y los métodos descritos en el presente documento, la productividad de aldehido graso
0 alcohol graso producido por una célula hospedadora recombinante es de al menos 100 mg/l/hora, al menos 200
mg/l/hora, al menos 300 mg/I/hora, al menos 400 mg/l/hora, al menos 500 mg/l/hora, al menos 600 mg/l/hora, al menos
700 mg/l/hora, al menos 800 mg/l/hora, al menos 900 mg/l/hora, al menos 1000 mg/l/hora, al menos 1100 mg/l/hora,
al menos 1200 mg/l/hora, al menos 1300 mg/l/hora, al menos 1400 mg/l/hora, al menos 1500 mg/l/hora, al menos 1600
mg/l/hora, al menos 1700 mg/l/hora, al menos 1800 mg/l/hora, al menos 1900 mg/l/hora, al menos 2000 mg/l/hora, al
menos 2100 mg/l/hora, al menos 2200 mg/l/hora, al menos 2300 mg/l/hora, al menos 2400 mg/l/hora o al menos 2500
mg/l/hora. Alternativamente, o ademas, la productividad es de 2500 mg/I/lhora 0 menos, 2000 mg/I/DO600 o menos,
1500 mg/I/DO600 o menos, 120 mg/l/lhora o menos, 1000 mg/l/hora o menos, 800 mg/l/hora o menos o 600 mg/l/hora
0 menos. Por tanto, la productividad puede estar delimitada por dos cualesquiera de los extremos anteriores. Por
ejemplo, la productividad puede ser de 3 a 30 mg/l/hora, de 6 a 20 mg/l/hora o de 15 a 30 mg/l/hora. La productividad
preferida de un aldehido graso o alcohol graso producido por una célula hospedadora recombinante segun los métodos
de la divulgacion se selecciona de 500 mg/l/hora a 2500 mg/l/hora, o desde 700 mg/l/hora hasta 2000 mg/I/hora.

Los términos “especie grasa total” y “producto de acido graso total” pueden usarse de manera intercambiable en el
presente documento con referencia a la cantidad total de alcoholes grasos, aldehidos grasos, acidos grasos libres y
ésteres grasos presentes en una muestra tal como se evalia mediante CG-FID tal como se describe en la publicacion
de solicitud de patente internacional WO 2008/119082. Las muestras pueden contener uno, dos, tres o cuatro de estos
compuestos dependiendo del contexto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tasa de utilizaciéon de glucosa” significa la cantidad de glucosa
usada por el cultivo por tiempo unitario, notificada como gramos/litro/hora (g/I/h).

Tal como se usa en el presente documento, el término “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, aminoacidos, péptidos y gases (por ejemplo, COy COz). Las fuentes de carbono
a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, monosacaridos, tales como glucosa, fructosa, manosa, galactosa,
xilosa y arabinosa; oligosacaridos, tales como fructo-oligosacarido y galacto-oligosacarido; polisacaridos tales como
almidén, celulosa, pectina y xilano; disacaridos, tales como sacarosa, maltosa, celobiosa y turanosa; material
celulésico y variantes tales como hemicelulosas, metilcelulosa y carboximetilcelulosa sédica; acidos grasos saturados
0 insaturados, succinato, lactato y acetato; alcoholes, tales como etanol, metanol y glicerol, o0 mezclas de los mismos.
La fuente de carbono también puede ser un producto de fotosintesis, tal como glucosa. En determinadas realizaciones
preferidas, la fuente de carbono es biomasa. En otras realizaciones preferidas, la fuente de carbono es glucosa. En
otras realizaciones preferidas, la fuente de carbono es sacarosa.

Tal como se usa en el presente documento, el término “biomasa” se refiere a cualquier material biolégico del que se
derive una fuente de carbono. En algunas realizaciones, se procesa una biomasa para dar una fuente de carbono, que
es adecuada para la bioconversién. En otras realizaciones, la biomasa no requiere procesamiento adicional para dar
una fuente de carbono. La fuente de carbono puede convertirse en un biocombustible. Una fuente de biomasa a modo
de ejemplo es vegetacion o materia vegetal, tal como maiz, cafia de azlcar o césped de pradera. Otra fuente de
biomasa a modo de ejemplo es productos de desecho metabdlicos, tales como materia animal (por ejemplo, estiércol
de vaca). Las fuentes de biomasa a modo de ejemplo adicionales incluyen algas y otras plantas marinas. La biomasa
también incluye productos de desecho de la industria, la agricultura, silvicultura y domésticos, incluyendo, pero sin
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limitarse a, residuo de fermentacion, ensilado, paja, madera, aguas cloacales, basura, desechos urbanos celulésicos
y restos de comidas. El término “biomasa” también puede referirse a fuentes de carbono, tales como hidratos de
carbono (por ejemplo, monosacaridos, disacaridos o polisacaridos).

Tal como se usa en el presente documento, el término “aislados”, con respecto a productos (tales como acidos grasos
y derivados de los mismos) se refiere a productos que estan separados de componentes celulares, medios de cultivo
celular, o precursores quimicos o sintéticos. Los acidos grasos y derivados de los mismos 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 acidos grasos y derivados de los mismos pueden recogerse en una fase organica
o bien de manera intracelular o bien de manera extracelular.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “purificar”, “purificado” o “purificacion” significan la retirada o
el aislamiento de una molécula de su entorno, por ejemplo, mediante aislamiento o separacion. Las moléculas
“sustancialmente purificadas” estan libres en al menos aproximadamente el 60% (por ejemplo, libres en al menos
aproximadamente el 70%, libres en al menos aproximadamente el 75%, libres en al menos aproximadamente el 85%,
libres en al menos aproximadamente el 90%, libres en al menos aproximadamente el 95%, libres en al menos
aproximadamente el 97%, libres en al menos aproximadamente el 99%) de otros componentes con los que se asocian.
Tal como se usa en el presente documento, estos términos también se refieren a la retirada de contaminantes de una
muestra. Por ejemplo, la retirada de contaminantes puede dar como resultado un aumento en el porcentaje de un
aldehido graso o un alcohol graso en una muestra. Por ejemplo, cuando se produce un aldehido graso o un alcohol
graso en una célula hospedadora recombinante, el aldehido graso o alcohol graso puede purificarse mediante la
retirada de proteinas de la célula hospedadora. Después de la purificacion, el porcentaje de un aldehido graso o un
alcohol graso en la muestra aumenta. Los términos “purificar”, “purificado” y “purificacion” son términos relativos que
no requieren pureza absoluta. Por tanto, por ejemplo, cuando se produce un aldehido graso o un alcohol graso en
células hospedadoras recombinantes, un aldehido graso purificado o un alcohol graso purificado es un aldehido graso
0 un alcohol graso que esta sustancialmente separado de otros componentes celulares (por ejemplo, acidos nucleicos,
polipéptidos, lipidos, hidratos de carbono u otros hidrocarburos).

Mejoras de cepas

Con el fin de cumplir los objetivos muy altos para el titulo, el rendimiento y/o la productividad de alcoholes grasos, se
hicieron varias modificaciones en las células hospedadoras de produccion. FadR es un factor regulador clave implicado
en las rutas de biosintesis de acidos grasos y degradacién de acidos grasos (Cronan et al., Mol. Microbiol., 29(4): 937-
943 (1998)). La enzima ACS de E. coli FadD y la proteina de transporte de acidos grasos FadL son componentes
esenciales de un sistema de captacion de acidos grasos. FadL media en el transporte de acidos grasos al interior de
la célula bacteriana, y FadD media en la formacion de ésteres de acil-CoA. Cuando no esta disponible ninguna otra
fuente de carbono, la bacteria capta acidos grasos exdgenos y los convierte en ésteres de acil-CoA, que pueden unirse
al factor de transcripcion FadR y desreprimir la expresion de los genes fad que codifican para proteinas responsables
del transporte (FadlL), activacion (FadD) y B-oxidacion (FadA, FadB, FadE y FadH) de acidos grasos. Cuando estan
disponibles fuentes de carbono alternativas, las bacterias sintetizan acidos grasos como acil-ACP, que se usan para
la sintesis de fosfolipidos, pero no son sustratos para la B-oxidacion. Por tanto, acil-CoA y acil-ACP son ambas fuentes
independientes de acidos grasos que pueden dar como resultado diferentes productos finales (Caviglia et al., J. Biol.
Chem., 279(12): 1163-1169 (2004)). La solicitud provisional estadounidense n.° 611470.989 describe métodos
mejorados de produccion de derivados de acido graso en una célula hospedadora que se modifica por ingenieria
genética para tener un nivel de expresion alterado de un polipéptido de FadR en comparacion con el nivel de expresion
del polipéptido de FadR en una célula hospedadora natural correspondiente.

Hay especulaciones contradictorias en la técnica en cuanto a los factores limitantes de la biosintesis de acidos grasos
en células hospedadoras, tales como E. coli. Un enfoque para aumentar el flujo a través de la biosintesis de acidos
grasos es manipular diversas enzimas en la ruta (figuras 1 y 2). El suministro de acil-ACP a partir de acetil-CoA por
medio del complejo de acetil-CoA carboxilasa (acc) (figura 3) y la ruta de biosintesis de acidos grasos (fab) puede
limitar la tasa de produccién de alcohol graso. En un enfoque a modo de ejemplo detallado en el ejemplo 2, el efecto
de la sobreexpresion de Corynebacterium glutamicum accABCD (tbirA) demostrd que tales modificaciones genéticas
pueden conducir a un aumento de acetil-coA y malonil-CoA en E. coli. Un posible motivo de una baja tasa de flujo a
través de la biosintesis de acidos grasos es un suministro limitado de precursores, concretamente acetil-CoA y, en
particular, malonil-CoA, y los principales precursores para la biosintesis de acidos grasos. El ejemplo 3 describe la
construccién de operones de fab que codifican para enzimas en la ruta de biosintesis para la conversion de malonil-
CoA en acil-ACP y su integracién en el cromosoma de una célula hospedadora de E. coli. En aun otro enfoque
detallado en el ejemplo 4, se mostr6 que mutaciones en los genes de rph e ilvG en la célula hospedadora de E. coli
daban como resultado una produccién superior de acido graso libre (FFA), que se tradujo en una produccién superior
de alcohol graso. En todavia otro enfoque, se realizaron mutagénesis de transposones y examen de alto rendimiento
para encontrar mutaciones beneficiosas que aumentaran el titulo o rendimiento. El ejemplo 5 describe cémo una
insercién de transposén en el gen de yijP puede mejorar el rendimiento de alcohol graso en fermentaciones
semicontinuas y en matraz de agitacion.

Acido carboxilico reductasa (CAR)
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Se han modificado por ingenieria genética células hospedadoras recombinantes para producir alcoholes grasos
expresando una tioesterasa, que cataliza la conversion de acil-ACP en acidos grasos libres (FFA) y una éacido
carboxilico reductasa (CAR), que convierte acidos grasos libres en aldehidos grasos. Aldehido reductasas nativas
(endégenas) presentes en la célula hospedadora (por ejemplo, E. coli) pueden convertir aldehidos grasos en alcoholes
grasos. Se describen tioesterasas a modo de ejemplo por ejemplo en la publicacién de patente estadounidense
n.° 20100154293. CarB es una &acido carboxilico reductasa a modo de ejemplo, una enzima clave en la ruta de
produccién de alcohol graso. El documento W0O2010/062480 describe una busqueda con BLAST usando la secuencia
de aminoacidos NRRL 5646 CAR (registro de Genpept AAR91681) (SEQ ID NO: 6) como secuencia de consulta, y el
uso de la misma en la identificacion de aproximadamente 20 secuencias homélogas.

Los términos “acido carboxilico reductasa”, “CAR” y “polipéptido de biosintesis de aldehidos grasos” se usan de
manera intercambiable en el presente documento. En la practica de la divulgacion, se expresa o sobreexpresa un gen
gue codifica para un polipéptido de acido carboxilico reductasa en la célula hospedadora. En algunas realizaciones,
el polipéptido de CarB tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. En otras realizaciones, el polipéptido de
CarB es una variante o un mutante de SEQ ID NO: 7. En determinadas realizaciones, el polipéptido de CarB es de
una célula de mamifero, célula vegetal, célula de insecto, célula de levadura, célula fangica, célula de hongos
filamentosos, una célula bacteriana o cualquier otro organismo. En algunas realizaciones, la célula bacteriana es una
micobacteria seleccionada del grupo que consiste en Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium
marinum y Mycobacterium ulcerans. En otras realizaciones, la célula bacteriana es de una especie de Nocardia, por
ejemplo, Nocardia NRRL 5646, Nocardia farcinica, Streptomyces griseus, Salinispora arenicola o Clavibacter
michiganenesis. En otras realizaciones, el polipéptido de CarB es un homélogo de CarB que tiene una secuencia de
aminoéacidos que es al menos el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. Un experto habitual en la técnica puede identificar facilmente
homélogos de CarB derivados de E. coli MG1566 y determinar su funcion usando los métodos descritos en el presente
documento. En otras realizaciones, el polipéptido de CarB contiene una mutacion en el nimero de aminoacido 3, 12,
20, 28, 46, 74, 103, 191, 288, 473, 827, 926, 927, 930 6 1128 de SEQ ID NO: 7. Se detallan mutaciones a modo de
ejemplo en la tabla 10. Los fragmentos o mutantes preferidos de un polipéptido conservan parte o toda la funcién
biologica (por ejemplo, actividad enzimatica) del polipéptido natural correspondiente. En algunas realizaciones, el
fragmento o mutante conserva al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95% o al menos aproximadamente el 98% o mas de la
funcién bioldgica del polipéptido natural correspondiente. En otras realizaciones, el fragmento o mutante conserva
aproximadamente el 100% de la funcidn bioldgica del polipéptido natural correspondiente. Puede encontrarse
orientacion para determinar qué residuos de aminoacido pueden sustituirse, insertarse o delecionarse sin afectar a la
actividad bioloégica usando programas informaticos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, el software
LASERGENE™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI).

En aln otras realizaciones, un fragmento o mutante presenta una funcién biolégica aumentada en comparacién con
un polipéptido natural correspondiente. Por ejemplo, un fragmento o mutante puede presentar una mejora de al menos
aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 25%, al menos aproximadamente el 50%, al menos
aproximadamente el 75% o al menos aproximadamente el 90% en la actividad enzimatica en comparacién con el
polipéptido natural correspondiente. En otras realizaciones, el fragmento o mutante presenta una mejora de al menos
aproximadamente el 100% (por ejemplo, al menos aproximadamente el 200%, o al menos aproximadamente el 500%)
en la actividad enzimatica en comparacion con el polipéptido natural correspondiente. Se entiende que los polipéptidos
descritos en el presente documento pueden tener sustituciones de aminoacidos no esenciales o conservativas
adicionales, que no tienen un efecto sustancial sobre la funcién del polipéptido. Puede determinarse si se tolerara o
no una sustitucion particular (es decir, no afectara de manera adversa a la funcién biolégica deseada, tal como unién
al ADN o actividad enzimatica) tal como se describe en Bowie et al. (Science, 247: 1306-1310 (1990)).

Como resultado de los métodos y las enzimas variantes de la presente divulgacion, uno o mas del titulo, el rendimiento
ylo la productividad del acido graso o derivado del mismo producido por la célula hospedadora modificada por
ingenieria genética que tiene un nivel de expresion alterado de un polipéptido de CarB se aumenta en relacién con el
de la célula hospedadora natural correspondiente. Para permitir una conversién maxima de acidos grasos C12 y C14
en alcoholes grasos, CarB debe expresarse a actividad suficiente. Una célula hospedadora recombinante mejorada
tendria una enzima CAR que se expresa a partir de, por ejemplo, el cromosoma de E. coli. Tal como se muestra en el
ejemplo 6, las células que expresan la enzima CarB a partir del cromosoma tienen mas actividad acido carboxilico
reductasa en relacion con la CarB original y pueden convertir mas acidos grasos C12 y C14 en alcoholes grasos. CarB
es un gen grande (3,5 kb) y aumenta el tamafio del plasmido considerablemente, lo que hace dificil usar un plasmido
pCL para someter a prueba nuevos genes durante el desarrollo de cepas. Los enfoques para aumentar la actividad
de CarB incluyen aumentar su solubilidad, estabilidad, expresién y/o funcionalidad. En un enfoque a modo de ejemplo,
se produce una proteina de fusidn que contiene 6 histidinas y un sitio de escision de trombina en el extremo N-terminal
de CarB. Esta enzima difiere de CarB en 60 nucleoétidos adicionales en el extremo N-terminal, y se denomina CarB60.
Cuando se expresan CarB o CarB60 a partir del cromosoma de E. coli bajo el control del promotor pTRC, las células
que contienen CarB60 tienen una actividad acido carboxilico reductasa celular total aumentada y convierten mas
acidos grasos libres (FFA) C12 y C14 en alcoholes grasos. Un experto en la técnica apreciara que esto es un ejemplo
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de modificacion por ingenieria genética molecular con el fin de lograr una mayor conversion de acidos grasos libres
(FFA) C12y C14 en alcoholes grasos tal como se ilustra en el ejemplo 6 (citado anteriormente). Se engloban enfoques
similares en el presente documento (véase el ejemplo 7).

Las fosfopanteteina transferasas (PPTasas) (EC 2.7.8.7) catalizan la transferencia de 4'-fosfopanteteina desde CoA
hasta un sustrato. Car, CarB de Nocardia y varios homélogos de las mismas contienen un sitio de unién supuesto para
4’'-fosfopanteteina (PPT) (He et al., Appl. Enviran. Microbiol., 70(3): 187 4-1881 (2004)). En algunas realizaciones de
la divulgacion, se expresa o sobreexpresa una PPTasa en una célula hospedadora modificada por ingenieria genética.
En determinadas realizaciones, la PPTasa es EntD de E. coli MG1655 (SEQ ID NO: 8). En algunas realizaciones, se
expresan o sobreexpresan una tioesterasa y una acido carboxilico reductasa en una célula hospedadora modificada
por ingenieria genética. En determinadas realizaciones, la tioesterasa es tesA y la acido carboxilico reductasa es carB.
En otras realizaciones, se expresan o sobreexpresan una tioesterasa, una acido carboxilico reductasa y una alcohol
deshidrogenasa en una célula hospedadora modificada por ingenieria genética. En determinadas realizaciones, la
tioesterasa es tesA, la acido carboxilico reductasa es carB y la alcohol deshidrogenasa es alrAadpl (nimero de
registro de GenPept CAG70248.1) de Acinetobacter baylyi ADP1 (SEQ ID NO: 4). En todavia otras realizaciones, se
expresan o sobreexpresan una tioesterasa, una acido carboxilico reductasa una PPTasa y una alcohol deshidrogenasa
en la célula hospedadora modificada por ingenieria genética. En determinadas realizaciones, la tioesterasa es tesA,
la acido carboxilico reductasa es carB, la PPTasa es entD y la alcohol deshidrogenasa es alrAadpl. En realizaciones
todavia adicionales, una célula hospedadora modificada que expresa una o mas de una tioesterasa, una CAR, una
PPTasa y una alcohol deshidrogenasa tiene también una o0 mas mejoras de cepas. Las mejoras de cepas a modo de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a la expresién o sobreexpresion de un polipéptido de acetil-CoA carboxilasa,
sobreexpresion de un polipéptido de FadR, expresion o sobreexpresion de un operdn de iFAB heterélogo o la insercién
de un transposoén en el gen de yijP u otro gen, o enfoques similares. También se describe en el presente documento
una composicién de alcohol graso producida mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento.
Una composicién de alcohol graso producida mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento
puede usarse directamente como materiales de partida para la produccién de otros compuestos quimicos (por ejemplo,
polimeros, tensioactivos, plasticos, textiles, disolventes, adhesivos, etc.) o aditivos para el cuidado personal. Estos
compuestos pueden usarse también como materia prima para reacciones posteriores, por ejemplo, hidrogenacion,
craqueo catalitico (por ejemplo, por medio de hidrogenacion, pirélisis 0 ambas) para preparar otros productos.

Mutantes o variantes

En algunas realizaciones, el polipéptido expresado en una célula hospedadora recombinante es un mutante o una
variante de cualquiera de los polipéptidos descritos en el presente documento. Los términos “mutante” y “variante” tal
como se usan en el presente documento se refieren a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
difiere de un polipéptido natural en al menos un aminoacido. Por ejemplo, el mutante puede comprender una o mas
de las siguientes sustituciones de aminoacidos conservativas: reemplazo de un aminoacido alifatico, tal como alanina,
valina, leucina e isoleucina, por otro aminoéacido alifatico; reemplazo de una serina por una treonina; reemplazo de una
treonina por una serina; reemplazo de un residuo acido, tal como acido aspartico y acido glutamico, por otro residuo
acido; reemplazo de un residuo que porta un grupo amida, tal como asparagina y glutamina, por otro residuo que porta
un grupo amida; intercambio de un residuo basico, tal como lisina y arginina, por otro residuo basico; y reemplazo de
un residuo aromatico, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo aromatico. En algunas realizaciones, el
polipéptido mutante tiene aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 0 mas
sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacidos. Algunos fragmentos o mutantes preferidos de un
polipéptido conservan parte o la totalidad de la funcién biologica (por ejemplo, actividad enzimatica) del polipéptido
natural correspondiente. En algunas realizaciones, el fragmento conserva al menos aproximadamente el 75%, al
menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95% o al menos
aproximadamente el 98% o mas de la funcion biolégica del polipéptido natural correspondiente. En otras realizaciones,
el fragmento o mutante conserva aproximadamente el 100% de la funcién bioldgica del polipéptido natural
correspondiente. Puede encontrarse orientacion sobre la determinacion de qué residuos de aminoéacido pueden
sustituirse, insertarse o delecionarse sin afectar a la bioldgica actividad usando programas informaticos bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, el software LASERGENE™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI).

En aun otras realizaciones, un fragmento o mutante presenta un aumento de la funcién biolégica en comparacion con
un polipéptido natural correspondiente. Por ejemplo, un fragmento o mutante puede presentar una mejora de al menos
un 10%, al menos un 25%, al menos un 50%, al menos un 75% o al menos un 90% de la actividad enzimatica en
comparacion con el polipéptido natural correspondiente. En otras realizaciones, el fragmento o mutante presenta una
mejora de al menos el 100%, (por ejemplo, al menos el 200%, o al menos el 500%) de la actividad enzimatica en
comparacion con el polipéptido natural correspondiente. Se entiende que los polipéptidos descritos en el presente
documento pueden tener sustituciones de aminoacidos no esenciales o conservativas adicionales que no tienen un
efecto sustancial sobre la funcién del polipéptido. Puede determinarse si se tolerara o no una sustitucion particular (es
decir, no afectara de manera adversa a la funcion biolégica deseada, tal como actividad acido carboxilico reductasa)
tal como se describe en Bowie et al. (Science, 247:1306-1310 (1990)). Una sustitucion de aminoacidos conservativa
es una en la que el residuo de aminoéacido se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral
similar. Se han definido en la técnica 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
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acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales apolares (por ejemplo, alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales con ramificacion beta (por ejemplo,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).
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 delecion con exonucleasa lll o técnicas de clonacion convencionales. Alternativamente, tales
variantes, mutantes, fragmentos, analogos o derivados pueden crearse usando procedimientos de modificacion o
sintesis quimica.

Se conocen bien en la técnica métodos de produccién de variantes. Estos incluyen procedimientos en los que
secuencias de acido nucleico obtenidas a partir de aislados naturales se modifican para generar acidos nucleicos que
codifican para polipéptidos que tienen caracteristicas que potencian su valor en aplicaciones industriales o de
laboratorio. En tales procedimientos, se generan y caracterizan un gran nimero de secuencias variantes que tienen
una o mas diferencias de nucledétidos con respecto a la secuencia obtenida a partir del aislado natural. Normalmente,
estas diferencias de nucle6tidos dan como resultado cambios de aminoacidos con respecto a los polipéptidos
codificados por los acidos nucleicos de los aislados naturales. Por ejemplo, pueden prepararse variantes usando
mutagénesis al azar y dirigida al sitio. La mutagénesis al azar y dirigida al sitio se describen, por ejemplo, en Arnold
Curr. Opin. Biotech. 4:450-455 (1993). Puede lograrse la mutagénesis al azar usando PCR propensa a error (véanse,
por ejemplo, Leung et al. Technique 1:11-15 (1989); y Caldwell et al. PCR Methods Applic. 2: 28-33 (1992)). En la PCR
propensa a error, la 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 polinucle6tido que codifica para una enzima acido carboxilico reductasa) con cebadores de PCR, tampdn
de reaccion, MgClz, MnClz, Taq polimerasa, y una concentracion apropiada de dNTP para lograr una alta tasa de
mutaciones puntuales a lo largo de toda la longitud del producto de PCR. Por ejemplo, la reaccién puede realizarse
usando 20 fmoles de acido nucleico que va a mutagenizarse, 30 pmoles de cada cebador de PCR, un tamp6n de
reaccion que comprende KCI 50 mM, Tris HCI 10 mM (pH 8,3), gelatina al 0,01%, MgCl2 7 mM, MnCl2 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 PCR durante
30 ciclos de 94°C durante 1 min, 45°C durante 1 min y 72°C durante 1 min. Sin embargo, los expertos en la técnica
apreciaran que estos parametros pueden variarse segun sea apropiado. Los acidos nucleicos mutagenizados se
clonan entonces en un vector apropiado, y se evallan las actividades de los polipéptidos codificados por los acidos
nucleicos mutagenizados (véase el ejemplo 7). Puede lograrse la mutagénesis dirigida al sitio usando mutagénesis
dirigida por oligonucleétidos para generar mutaciones especificas de sitio en cualquier ADN clonado de interés. La
mutagénesis por 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 oligonucleoétidos 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 mutagenizarse (por
ejemplo, una secuencia de polinucleétido que codifica para un polipéptido de CAR). Se recuperan los clones que
contienen el ADN mutagenizado, y se evalGan las actividades de los polipéptidos para los que codifican. Otro método
para generar variantes es la PCR de ensamblaje. La PCR de ensamblaje implica el ensamblaje de un producto de
PCR de una mezcla de fragmentos de ADN pequefios. Un gran nimero de diferentes reacciones PCR se producen
en paralelo en el mismo vial, cebando con los productos de una reaccién los productos de otra reaccion. La PCR de
ensamblaje se describe, por ejemplo, en la patente estadounidense 5.965.408. Todavia otro método de generacion
de variantes es la mutagénesis por PCR sexual. En la mutagénesis por PCR sexual, se produce recombinacion
homologa forzada entre moléculas de ADN de diferentes secuencias de ADN, 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 fijacion del cruzamiento mediante extension de cebadores en una reaccion PCR. La mutagénesis por PCR
sexual se describe, por ejemplo, en Stemmer Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 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 las rutas de reparacion de ADN. Tales cepas “mutadoras” tienen una
mayor tasa de mutacién al azar que la de una cepa natural. La propagacién de una secuencia de ADN (por ejemplo,
una secuencia de polinucleétido que codifica para un polipéptido de CAR) en una de estas cepas generara
eventualmente mutaciones al azar dentro del ADN. Se describen cepas mutadoras adecuadas para su uso para
mutagénesis in vivo en, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente internacional n.° W01991/016427). También
pueden generarse variantes usando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, una pequefia region de
una molécula de ADN bicatenario se reemplaza por un “casete” de oligonucleétido sintético que difiere de la secuencia
nativa. El oligonucleétido contiene a menudo una secuencia nativa completa y/o parcialmente aleatorizada. También
puede usarse mutagénesis de conjunto recursivo para generar variantes. La mutagénesis de conjunto recursivo es un
algoritmo para la modificacion por ingenieria 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 realimentacién para controlar tandas sucesivas de mutagénesis de
casete combinatoria. La mutagénesis de conjunto recursivo se describe, por ejemplo, en Arkin et al. Proc. Natl. Acad.
Sci., U.S.A. 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
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con un alto porcentaje de mutantes Unicos y funcionales, en los que se aleatorizan pequefios grupos de residuos en
paralelo para identificar, en cada posicién alterada, aminoacidos que conducen a proteinas funcionales (véase, por
ejemplo, Delegrave et al. (1993) Biotech. Res. 11:1548-1552). En algunas realizaciones, se crean variantes usando
procedimientos de intercambio en los que se fusionan entre si partes de una pluralidad de acidos nucleicos que
codifican distintos polipéptidos para crear secuencias de acido nucleico quiméricas que codifican polipéptidos
guiméricos tal como se describe, por ejemplo, en las patentes estadounidenses 5.965.408 y 5.939.250.

La mutagénesis por insercion es una mutagénesis de ADN mediante la insercién de una o mas bases. Las mutaciones
por insercion pueden producirse de manera natural, mediadas por virus o transposén, o pueden crearse artificialmente
para fines de investigacion en el laboratorio, por ejemplo, mediante mutagénesis de transposones. Cuando se integra
ADN exdgeno en el del hospedador, la gravedad de cualquier mutacién consiguiente depende totalmente de la
ubicacion dentro del genoma del hospedador en el que se inserta el ADN. Por ejemplo, pueden ser evidentes efectos
significativos si se inserta un transposon en el medio de un gen esencial, en una regién promotora o en una region
represora o potenciadora. Se realizaron mutagénesis de transposones y examen de alto rendimiento para encontrar
mutaciones beneficiosas que aumentaran el titulo o rendimiento de alcohol graso. Se describen en el presente
documento células hospedadoras recombinantes que comprenden (a) una secuencia de polinucleétido que codifica
para una acido carboxilico reductasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 80%, el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 7 y (b) un polinucleétido que codifica para un polipéptido que tiene actividad acido carboxilico reductasa, en las
gue la célula hospedadora recombinante puede producir un aldehido graso o un alcohol graso.

Modificacién por ingenieria genética de células hospedadoras

En algunas realizaciones, se proporciona una secuencia de polinucleétido (o gen) a una célula hospedadora por medio
de un vector recombinante, que comprende un promotor operativamente unido a la secuencia de polinucleétido. En
determinadas realizaciones, 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 algunas realizaciones, el vector
recombinante incluye (a) una secuencia de control de la expresion acoplada operativamente a la secuencia de
polinucleétido; (b) un marcador de seleccion acoplado operativamente a la secuencia de polinucleétido; (c) una
secuencia de marcador acoplada operativamente a la secuencia de polinucledtido; (d) un resto de purificacion
acoplado operativamente a la secuencia de polinucledtido; (e) una secuencia de secrecion acoplada operativamente
a la secuencia de polinucleétido; y (f) una secuencia de direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia de
polinucleétido. Los vectores de expresion descritos en el presente documento incluyen una secuencia de polinucleétido
descrita en el presente documento en una forma adecuada para la expresion de la secuencia de polinucleétido en una
célula hospedadora. Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender de
factores tales como la eleccion de la célula hospedadora que va a transformarse, el nivel de expresion del polipéptido
deseado, etc. Los vectores de expresion descritos en el presente documento pueden introducirse en las células
hospedadoras para producir polipéptidos, incluyendo polipéptidos de fusion, codificados por las secuencias de
polinucleétido descritas en el presente documento. La expresion de genes que codifican para polipéptidos en
procariotas, por ejemplo, E. coli, se lleva a cabo lo mas a menudo con vectores que contienen promotores constitutivos
o inducibles que dirigen la expresion de polipéptidos o bien de fusién o bien de no fusidon. Los vectores de fusion
afiaden un nimero de aminoéacidos a un polipéptido codificado en el mismo, habitualmente al extremo amino-terminal
o carboxi-terminal del polipéptido recombinante. Tales vectores de fusidn sirven normalmente para uno o mas de los
tres propositos siguientes: (1) aumentar la expresion del polipéptido recombinante; (2) aumentar la solubilidad del
polipéptido recombinante; y (3) ayudar en la purificacion del polipéptido recombinante actuando como ligando en
purificacién por afinidad. A menudo, en los 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 separacion del polipéptido recombinante
del resto de fusion después de la purificacion del polipéptido de fusidn. 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., Piscataway, NJ; Smith et al., Gene, 67: 31-40
(1988)), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRITS (Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, N.J.), que fusionan
glutation-S-transferasa (GST), proteina de union a maltosa E o proteina A, respectivamente, al polipéptido
recombinante diana.

Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli de no fusién, inducibles 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 expresién del gen diana a partir del vector pTrc se basa en la transcripcién por la
ARN polimerasa del hospedador a partir de un promotor de fusion trp-lac hibrido. La expresién del gen diana a partir
del vector pET 11d se basa en la transcripcion a partir de un promotor de fusién T7 gnl10-lac mediada por una ARN
polimerasa viral coexpresada (T7 gnl). Esta polimerasa viral la suministran cepas hospedadoras BL21(DE3) o
HMS174(DE3) a partir de un profago | residente que alberga un gen de T7 gnl bajo el control transcripcional del
promotor lacUV 5. Se conocen bien en la técnica sistemas de expresion adecuados para células tanto procariotas
como eucariotas; véase, por ejemplo, Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, segunda edicion,
Cold Spring Harbor Laboratory, (1989). Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli de no fusién, inducibles
incluyen pTrc (Amann et al., Gene, 69: 301-315 (1988)) y PET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology:
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Methods in Enzymology 185, Acadernic Press, San Diego, CA, pags. 60-89 (1990)). En determinadas realizaciones,
una secuencia de polinucleétido de la divulgacion esta operativamente unida a un promotor derivado del bacteriéfago
T5. En una realizacion, la célula hospedadora es una célula de levadura. En esta realizacion, el vector de expresion
es un vector de expresion de levadura. Pueden introducirse vectores en células procariotas o eucariotas por medio de
técnicas reconocidas en la técnica para introducir acido nucleico exdgeno (por ejemplo, ADN) en una célula
hospedadora. Pueden encontrarse métodos adecuados para transformar o transfectar células hospedadoras, 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, sélo una pequeiia fraccion de células
captara y replicara el vector de expresion. En algunas realizaciones, con el fin de identificar y seleccionar estos
transformantes, se introduce un gen que codifica para un marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a un
antibiotico) en las células hospedadoras junto con el gen de interés. Los marcadores seleccionables incluyen los que
confieren resistencia a farmacos tales como, pero sin limitarse a, ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina.
Pueden introducirse acidos nucleicos que codifican para un marcador seleccionable en una célula hospedadora en el
mismo vector que el que codifica para un polipéptido descrito en el presente documento o pueden introducirse en un
vector separado. Las células transformadas de manera estable con el acido nucleico introducido pueden identificarse
mediante crecimiento en presencia de un farmaco de seleccién apropiado.

Produccién de composiciones de alcoholes grasos por células hospedadoras recombinantes

Las estrategias para aumentar la produccion de alcoholes grasos por células hospedadoras recombinantes incluyen
el aumento del flujo a través de la ruta de biosintesis de acidos grasos mediante la sobreexpresion de genes de
biosintesis de acidos grasos nativos y la expresién de genes de biosintesis de acidos grasos exdgenos de diferentes
organismos en un hospedador de produccion modificado por ingenieria genética. También pueden emplearse actividad
potenciada de enzimas relevantes en la ruta de biosintesis de alcoholes grasos, por ejemplo, CAR, asi como otras
estrategias para optimizar el crecimiento y la productividad de la célula hospedadora para maximizar la produccion.
En algunas realizaciones, la célula hospedadora recombinante comprende un polinucleétido que codifica para un
polipéptido (una enzima) que tiene una actividad de biosintesis de alcoholes grasos (es decir, un polipéptido de
biosintesis de alcoholes grasos o una enzima de biosintesis de alcoholes grasos), y se produce un alcohol graso por
la célula hospedadora recombinante. Puede producirse una composicion que comprende alcoholes grasos (una
composicion de alcohol graso) cultivando la célula hospedadora recombinante en presencia de una fuente de carbono
en condiciones eficaces para expresar una enzima de biosintesis de alcoholes grasos. En algunas realizaciones, la
composicion de alcohol graso comprende alcoholes grasos, sin embargo, una composicion de alcohol graso puede
comprender otros derivados de &acido graso. Normalmente, la composicion de alcohol graso se recupera del entorno
extracelular de la célula hospedadora recombinante, es decir, el medio de cultivo celular. En un enfoque, se han
modificado por ingenieria genética células hospedadoras recombinantes para producir alcoholes grasos expresando
una tioesterasa, que cataliza la conversion de acil-ACP en acidos grasos libres (FFA) y una acido carboxilico reductasa
(CAR), que convierte acidos grasos libres en aldehidos grasos. Las aldehido reductasas nativas (enddgenas)
presentes en la célula hospedadora (por ejemplo, E. coli) pueden convertir los aldehidos grasos en alcoholes grasos.
En algunas realizaciones, el alcohol graso se produce expresando o sobreexpresando en la célula hospedadora
recombinante un polinucleétido que codifica para un polipéptido que tiene actividad de biosintesis de alcoholes grasos
que convierte un aldehido graso en un alcohol graso. Por ejemplo, puede usarse una alcohol deshidrogenasa (también
denominada en el presente documento aldehido reductasa, por ejemplo, EC 1.1.1.1), en la practica de la divulgacion.
Tal como se usa en el presente documento, el término “alcohol deshidrogenasa” se refiere a un polipéptido que puede
catalizar la conversion de un aldehido graso en un alcohol (por ejemplo, un alcohol graso). Un experto habitual en la
técnica apreciara que determinadas alcohol deshidrogenasas también pueden catalizar otras reacciones, y estas
alcohol deshidrogenasas no especificas también se engloban mediante el término “alcohol deshidrogenasa”. Los
ejemplos de polipéptidos de alcohol deshidrogenasa Utiles segun la divulgacion incluyen, pero no se limitan a AlrAadpl
(SEQ ID NO: 4) u homologos de AlrA y alcohol deshidrogenasas de E. coli endégenas tales como YjgB, (AAC77226)
(SEQ ID NO: 5), DkgA (NP_417485), DkgB (NP_414743), YdjL (AAC74846), YdjJ (NP_416288), AdhP (NP_415995),
YhdH (NP_417719), YahK (NP_414859), YphC (AAC75598), YghD (446856) e YbbO [AAC73595.1]. Se describen
ejemplos adicionales en las publicaciones de solicitud de patente internacional n.°s WO2007/136762, W02008/119082
y WO 2010/062480. En determinadas realizaciones el polipéptido de biosintesis de alcoholes grasos tiene actividad
aldehido reductasa o alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1). En otro enfoque, se han modificado por ingenieria genética
células hospedadoras recombinantes para producir alcoholes grasos expresando acil-CoA reductasas o acilo graso
reductasas (FAR) que forman alcoholes grasos que convierten sustratos de acil graso-tioéster (por ejemplo, acil graso-
CoA o acil graso-ACP) en alcoholes grasos. En algunas realizaciones, el alcohol graso se produce expresando o
sobreexpresando un polinucleétido que codifica para un polipéptido que tiene actividad acil-CoA reductasa (FAR) que
forma alcoholes grasos en una célula hospedadora recombinante. Se describen ejemplos de polipéptidos de FAR
Utiles segun esta realizacion en la publicacion PCT n.° W0O2010/062480.

El alcohol graso puede producirse por medio de una ruta dependiente de acil-CoA que utiliza productos intermedios
de acil graso-ACP y acil graso-CoA y una ruta independiente de acil-CoA que utiliza productos intermedios de acil
graso-ACP pero no un producto intermedio de acil graso-CoA. En realizaciones particulares, la enzima codificada por
el gen sobreexpresado se selecciona de una acido graso sintasa, una acil-ACP tioesterasa, una acil graso-CoA sintasa
y una acetil-CoA carboxilasa. En algunas realizaciones, la proteina codificada por el gen sobreexpresado es endégena
para la célula hospedadora. En otras realizaciones la proteina codificada por el gen sobreexpresado es heteréloga
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para la célula hospedadora. Se preparan también alcoholes grasos en la naturaleza por enzimas que pueden reducir
diversas moléculas de acil-ACP o acil-CoA hasta los correspondientes alcoholes primarios. Véanse también las
publicaciones de patente estadounidense n.°s 20100105963 y 20110206630 y la patente estadounidense n.° 8097439.
Tal como se usa en el presente documento, una célula hospedadora recombinante o una célula hospedadora
modificada por ingenieria genética se refiere a una célula hospedadora cuya constitucién genética se ha alterado en
relacién con la célula hospedadora natural correspondiente, por ejemplo, mediante la introduccion deliberada de
nuevos elementos genéticos y/o la modificacion deliberada de elementos genéticos presentes de manera natural en
la célula hospedadora. La descendencia de tales células hospedadoras recombinantes también contiene estos
elementos genéticos nuevos y/o modificados. En cualquiera de los aspectos de la divulgacion descrita en el presente
documento, la célula hospedadora puede seleccionarse del grupo que consiste en una célula vegetal, célula de insecto,
célula fungica (por ejemplo, un hongo filamentoso, tales como Candida sp., o una levadura gemante, tal como
Saccharomyces sp.), una célula algal y una célula bacteriana. En una realizacion preferida, las células hospedadoras
recombinantes son células microbianas recombinantes. Los ejemplos de células hospedadoras que son células
microbianas incluyen pero no se limitan a células del género Escherichia, Bacillus, Lactobacillus, Zymomonas,
Rhodococcus, Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium, Humicola, Rhizomucor,
Kluyveromyces, Pichia, Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes, Chrysosporium,
Saccharomyces, Stenotrophamonas, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces. En algunas realizaciones, la
célula hospedadora es una célula bacteriana Gram-positiva. En otras realizaciones, la célula hospedadora es una
célula bacteriana Gram-negativa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de E. coli. En otras
realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una célula de
Bacillus stearothermophilus, una célula de Bacillus lichenoformis, 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 o0 una célula de Bacillus
amyloliquefaciens. En otras realizaciones la célula hospedadora es una célula de Trichoderma koningii, una célula de
Trichoderma viride, una célula de Trichoderma reesei, una célula de Trichoderma longibrachiatum, una célula de
Aspergillus awamori, una célula de Aspergillus fumigates, una célula de Aspergillus foetidus, una célula de Aspergillus
nidulans, una célula de Aspergillus niger, una célula de Aspergillus oryzae, una célula de Humicola insolens, una célula
de Humicola lanuginose, una célula de Rhodococcus opacus, una célula de Rhizomucor miehei o una célula de Mucor
michei.

En aln otras realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Streptomyces lividans o una célula de Streptomyces
murinus. En aun otras realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Actinomycetes. En algunas realizaciones
la célula hospedadora es una célula de Saccharomyces cerevisiae. En algunas realizaciones, la célula hospedadora
es una célula de Saccharomyces cerevisiae. En otras realizaciones, la célula hospedadora es una célula de una planta
eucariota, alga, cianobacteria, bacteria verde del azufre, bacteria verde no del azufre, bacteria parpura del azufre,
bacteria purpura no del azufre, extremdfilo, levadura, hongo, un organismo modificado por ingenieria genética de los
mismos, 0 un organismo sintético. En algunas realizaciones, la célula hospedadora depende de la luz o fija carbono.
En algunas realizaciones, la célula hospedadora depende de la luz o fija carbono. En algunas realizaciones, la célula
hospedadora tiene actividad autotrofa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora tiene actividad fotoautétrofa,
tal como en presencia de luz. En algunas realizaciones, la célula hospedadora es heterotrofa o mixétrofa en ausencia
de luz. En determinadas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Arabidopsis thaliana, Panicum virgatum,
Miscanthus giganteus, Zea mays, Botryococcus braunii, Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliela salina, Synechococcus
Sp. PCC 7002, Synechococcus Sp. PCC 7942, Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongates BP-
1, Chlorobium tepidum, Chlorojlexus auranticus, Chromatium vinosum, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter
capsulatus, Rhodopseudomonas palusris, Clostridium ljungdahlii, Clostridium thermocellum, Penicillium chrysogenum,
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonas fluorescens o Zymomonas
mobilis.

Cultivo de células hospedadoras recombinantes y fermentacion

Tal como se usa en el presente documento, el término fermentacion se refiere ampliamente a la conversion de
materiales organicos en sustancias diana por células hospedadoras, por ejemplo, la conversién de una fuente de
carbono por células hospedadoras recombinantes en &acidos grasos o derivados de los mismos mediante la
propagacion de un cultivo de las células hospedadoras recombinantes en un medio que comprende la fuente de
carbono. Tal como se usa en el presente documento, las condiciones permisivas para la produccion significan
cualesquiera condiciones que permiten que una célula hospedadora produzca un producto deseado, tal como un acido
graso o derivado de &cido graso. De manera similar, las condiciones en las que se expresa la secuencia de
polinucleétido de un vector significan cualesquiera condiciones que permiten que una célula hospedadora sintetice un
polipéptido. Las condiciones adecuadas incluyen, por ejemplo, condiciones de fermentacion. Las condiciones de
fermentacién pueden comprender muchos parametros incluyendo, pero sin limitarse a, intervalos de temperatura,
niveles de aireacion, tasas de alimentacién y composicién de medios. Cada una de estas condiciones, individualmente
y en combinacion, permiten que crezca la célula hospedadora. La fermentacion puede ser aerobia, anaerobia, o
variaciones de las mismas (tales como microaerobias). Los medios de cultivo a modo de ejemplo incluyen caldos o
geles. Generalmente, el medio incluye una fuente de carbono que puede metabolizarse por una célula hospedadora
directamente. Ademas, pueden usarse enzimas en el medio para facilitar la movilizacion (por ejemplo, la
despolimerizacién de almiddn o celulosa para dar azlcares fermentables) y el metabolismo posterior de la fuente de
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carbono. Para la produccion a pequefia escala, las células hospedadoras modificadas por ingenieria genética pueden
hacerse crecer en lotes de, por ejemplo, aproximadamente 100 ml, 500 ml, 1 I, 2 I, 51 0 10 I; fermentarse; e inducirse
para expresar una secuencia de polinucleétido deseada, tal como una secuencia de polinucleétido que codifica para
un polipéptido de CAR. Para la produccion a gran escala, las células hospedadoras modificadas por ingenieria genética
pueden hacerse crecer en lotes de aproximadamente 10 |, 100 I, 1000 I, 10.000 I, 100.000 | y 1.000.000 | o mas;
fermentarse; e inducirse para expresar una secuencia de polinuclettido deseada. Alternativamente, puede llevarse a
cabo fermentacion semicontinua a gran escala.

Composiciones de alcoholes grasos

Las composiciones de alcoholes grasos descritas en el presente documento se encuentran en el entorno extracelular
del cultivo de células hospedadoras recombinantes y pueden aislarse faciimente del medio de cultivo. Una composicion
de alcohol graso puede secretarse por la célula hospedadora recombinante, transportarse al entorno extracelular o
transferirse de manera pasiva al entorno extracelular del cultivo de células hospedadoras recombinantes. La
composicion de alcohol graso se aisla de un cultivo de células hospedadoras recombinantes usando métodos de rutina
conocidos en la técnica. Se describen en el presente documento composiciones producidas por células hospedadoras
recombinantes o modificadas por ingenieria genética (bioproductos) que incluyen uno mas aldehidos grasos y/o
alcoholes grasos. Aunque un componente de alcohol graso con una longitud de cadena y grado de saturacion
particulares puede constituir la mayoria del bioproducto producido por una célula hospedadora recombinante o
modificada por ingenieria genética cultivada, la composicién incluye normalmente una mezcla de aldehidos grasos y/o
alcoholes grasos que varian con respecto a la longitud de cadena y/o grado de saturacion. Tal como se usa en el
presente documento, fraccion de carbono moderno o fM tiene el mismo significado definido por los materiales de
referencia patron del Instituto Nacional de Normas y Tecnologia (NIST) (SRM 4990B y 4990C, conocidos como
patrones de acido oxalico HOxI y HOXxII, respectivamente). La definicion fundamental se refiere a 0,95 veces la razén
isotépica 1*C/*2C HOxI (con referencia a AD 1950). Esto es aproximadamente equivalente a la madera antes de la
Revolucion Industrial corregida para la desintegracion. Para la biosfera viva actual (material vegetal), fM es
aproximadamente 1,1.

Los bioproductos (por ejemplo, los alcoholes y aldehidos grasos producidos segun la presente divulgacion) que
comprenden compuestos organicos producidos biolégicamente y, en particular, los alcoholes y aldehidos grasos
producidos biolégicamente usando la ruta de biosintesis de acidos grasos en el presente documento, no se han
producido a partir de fuentes renovables y, como tal, son nuevas composiciones de materia. Estos nuevos
bioproductos pueden distinguirse de compuestos organicos derivados de carbono petroquimico basandose en la
obtencién de huella isotépica de carbono dual o la datacion mediante **C. Adicionalmente, la fuente especifica de
carbono de fuente biolégica (por ejemplo, glucosa frente a glicerol) puede determinarse mediante obtencién de huella
isotopica de carbono dual (véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 7.169.588). La capacidad para distinguir
bioproductos de compuestos organicos basados en el petréleo es beneficiosa en la trazabilidad de estos materiales
en el comercio. Por ejemplo, pueden distinguirse compuestos organicos o quimicos que comprenden perfiles
isotopicos de carbono tanto de base biolégica como de base en el petréleo de compuestos organicos y quimicos que
se componen s6lo de materiales basados en el petréleo. Asi, los bioproductos en el presente documento pueden
someterse a seguimiento o trazabilidad en el comercio basandose en su perfil isotépico de carbono Unico. Los
bioproductos pueden distinguirse de compuestos organicos basados en el petréleo comparando la razén isotépica de
carbono estable (*3C/*2C) en cada muestra. La razén 3C/*?C en un bioproducto dado es consecuencia de la razén
13C/12C en el didxido de carbono atmosférico en el momento en que se fija el diéxido de carbono. También refleja la
ruta metabdlica precisa. También se producen variaciones regionales. El petroleo, las plantas Cs (las de hoja caduca),
las plantas Cs (las hierbas) y carbonatos marinos muestran todos diferencias significativas en 13C/*2C y los valores de
8'3C correspondientes. Ademas, la materia lipidica de plantas Cz y C4 se analiza de manera diferente que en materiales
derivados de los componentes de hidrato de carbono de las mismas plantas como consecuencia de la ruta metabdlica.
Dentro de la precision de medicién, *3C muestra grandes variaciones debido a efectos de fraccionamiento isotopico,
siendo el mas significativo de ellos para bioproductos el mecanismo de fotosintesis. La principal causa de las
diferencias en la raz6n isotopica de carbono en plantas se asocia estrechamente con diferencias en la ruta de
metabolismo de carbono por fotosintesis en las plantas, particularmente la reaccién que se produce durante la
carboxilacién primaria (es decir, la fijacion inicial de CO2 atmosférico). Dos grandes clases de vegetacion son las que
incorporan el ciclo de fotosintesis Cs (0 de Calvin-Benson) y las que incorporan el ciclo de fotosintesis C4 (o de Hatch-
Slack). En plantas Cs, la fijacion primaria de CO2 o reaccion de carboxilacion implica la enzima ribulosa-1,5-difosfato
carboxilasa, y el primer producto estable es un compuesto de 3 carbonos. Las plantas C3, tales como frondosas y
coniferas, son predominantes en las zonas de climas templados. En plantas Cs, una reaccion de carboxilacion
adicional que implica otra enzima, fosfoenol-piruvato carboxilasa, es la reaccién de carboxilacion primaria. El primer
compuesto carbonado estable es un acido de 4 carbonos que se descarboxila posteriormente. El CO2 asi liberado
vuelve a fijarse mediante el ciclo Cs. Ejemplos de plantas C4 son hierbas tropicales, maiz y cafia de azucar. Las plantas
tanto C4 como Cs muestran un intervalo de razones isotépicas *3C/*2C, pero valores tipicos son de aproximadamente
-7 a aproximadamente -13 por cada mil para plantas C4 y de aproximadamente -19 a aproximadamente -27 por cada
mil para plantas Cs (véase, por ejemplo, Stuiver et al. (1977) Radiocarbon 19:355 (1977)). El carb6n y el petréleo se
encuentran generalmente en este Gltimo intervalo. La escala de medicion de 3C se definié originariamente por un cero
establecido por la piedra caliza belemnita de Pee Dee (PDB), facilitdndose los valores en partes por mil desviaciones
con respecto a este material. Los valores de “33C” se expresan en partes por miles (por mil), abreviado como, %o, y
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se calculan de la siguiente manera:
[ (%0) = [(13C/12C)muestra - (13C/12C)patr()n]/ (13C/12C)patr()n x 1000

Puesto que el material de referencia (RM) de PDB se ha agotado, una serie de RM alternativos se ha desarrollado en
cooperacion con IAEA, USGS, NIST, y otros laboratorios de is6topos internacionales seleccionados. Las notaciones
para las desviaciones por mil con respecto a PDB es &'3C. Se realizan las mediciones con CO2 mediante
espectrometria de masas de razon estable de alta precision (IRMS) con iones moleculares de masas 44, 45y 46. Las
composiciones descritas en el presente documento incluyen bioproductos producidos mediante cualquiera de los
métodos descritos en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, productos de alcohol y aldehido graso.
Especificamente, el bioproducto puede tener un 8'3C de aproximadamente -28 o mayor, aproximadamente -27 o
mayor, -20 o mayor, -18 o mayor, -15 o0 mayor, -13 o mayor, -10 o mayor, 0 -8 o mayor. Por ejemplo, el bioproducto
puede tener un 3'3C de -30 a -15, de -27 a -19, de -25 a -21, de -15 a -5, de -13 a -7 o de -13 a -10. En otros casos,
el bioproducto puede tener un &'3C de aproximadamente -10, -11, -12 o -12,3. Los bioproductos, incluyendo los
bioproductos producidos segun la divulgacion en el presente documento, también pueden distinguirse de compuestos
organicos basados en el petréleo comparando la cantidad de '*C en cada compuesto. Dado que el 'C tiene una
semivida nuclear de 5730 afios, los combustibles basados en el petréleo que contienen carbono mas “antiguo” pueden
distinguirse de bioproductos que contienen carbono “mas nuevo” (véanse, por ejemplo, Currie, “Source Apportionment
of Atmospheric Particles”, Characterization of Environmental Particles, J. Buffle y H. P. van Leeuwen, eds., 1 de vol. |
de IUPAC Environmental Analytical Chemical Series (Lewis Publishers, Inc.) 3-74, (1992)).

La suposicion basica en la datacion por radiocarbono es que la constancia de la concentracion de 1#C en la atmosfera
conduce a la constancia de *C en organismos vivos. Sin embargo, debido a las pruebas nucleares atmosféricas desde
1950 y el quemado de combustibles fésiles desde 1850, el *C ha adquirido una segunda caracteristica temporal
geoquimica. Su concentracion en el CO2 atmosférico, y asi en la biosfera viva, se duplicé aproximadamente en el
apogeo de las pruebas nucleares, a mediados de los afios 1960. Desde entonces se ha vuelto gradualmente a la tasa
isotépica (**C/*2C) inicial cosmogénica (atmosférica) de estado estacionario de aproximadamente 1,2 x 102, con una
“semivida” de relajacion aproximada de 7-10 afios. (Esta Ultima semivida no ha de tomarse literalmente; mas bien,
debe usarse la funcién de entrada/desintegracién nuclear atmosférica detallada para rastrear la variacion de 4C
atmosférico y de la biosfera desde el comienzo de la era nuclear). Es esta UGltima caracteristica temporal de C de la
biosfera la que mantiene la promesa de datacién anual de carbono reciente de la biosfera. Puede medirse el **C
mediante espectrometria de masas con acelerador (AMS), facilitandose los resultados en unidades de “fraccion de
carbono moderno” (fM). La fM se define por los materiales de referencia patron 4990B y 4990C del Instituto Nacional
de Normas y Tecnologia (NIST). Tal como se usa en el presente documento, la fraccion de carbono moderno (fM)
tiene el mismo significado definido por los materiales de referencia patron (SRM) 4990B y 4990C del Instituto Nacional
de Normas y Tecnologia (NIST), conocidos como patrones de acidos oxalicos HOxI y HOxII, respectivamente). La
definicién fundamental se refiere a 0,95 veces la razon isotépica *C/*2C HOxI (con referencia a 1950). Esto es
aproximadamente equivalente a la madera anterior a la Revolucion Industrial corregida para la desintegracion. Para
la biosfera viva actual (material vegetal), fM es de aproximadamente 1,1. Esto es aproximadamente equivalente a la
madera anterior a la Revolucion Industrial corregida para la desintegracion. Para la biosfera viva actual (material
vegetal), fM es de aproximadamente 1,1.

Las composiciones descritas en el presente documento incluyen bioproductos que pueden tener una fM*C de al
menos aproximadamente 1. Por ejemplo, el bioproducto de la divulgacion puede tener una fM“C de al menos 1,01,
una fM¥C de 1 a 1,5, una fM*4C de 1,04 a 1,18, o una fM*C de 1,111 a 1,124. Otra medicion de **C se conoce como
el tanto por ciento de carbono moderno (pMC). Para un arqueologo o gedlogo que usa dataciones por 1#C, 1950 es
igual a una edad de “cero afios”. Esto también representa 100 pMC. El “carbono de bombas” en la atmésfera alcanz6
casi el doble del nivel normal en 1963 en el apogeo de las armas termonucleares. Su distribucion dentro de la atmésfera
se ha aproximado desde su aparicidon, mostrando valores que son mayores de 100 pMC para plantas y animales que
viven desde 1950. Ha disminuido gradualmente a lo largo del tiempo, siendo el valor de hoy en dia préximo a 107,5
pMC. Esto significa que un material de biomasa reciente, tal como maiz, proporcionaria una firma de C préxima a
107,5 pMC. Los compuestos basados en el petréleo tendran un valor de pMC de cero. La combinacion de carbono
fésil con carbono de hoy en dia dard como resultado una dilucién del contenido de pMC de hoy en dia. Suponiendo
que 107,5 pMC representa el contenido de *C de materiales de biomasa de hoy en dia y 0 pMC representa el
contenido de “C de productos basados en el petréleo, el valor de pMC medido para ese material reflejara las
proporciones de los dos tipos de componente. Por ejemplo, un material derivado al 100% de soja de hoy en dia
proporcionara una firma de radiocarbono préoxima a 107,5 pMC. Si ese material se diluyera al 50% con productos
basados en el petréleo, proporcionaria una firma de radiocarbono de aproximadamente 54 pMC. Se deriva un
contenido de carbono de base bioldgica asignando el “100%" igual a 107,5 pMC y el “0%" igual a 0 pMC. Por ejemplo,
una muestra que mide 99 pMC proporcionara un contenido de carbono de base biolégica equivalente del 93%. Este
valor se denomina el resultado de carbono de base biolégica medio y supone que todos los componentes dentro del
material analizado se originan o bien a partir de material biolégico de hoy en dia o bien a partir de material basado en
el petréleo. Un bioproducto que comprende uno o mas derivados de acido graso tal como se describe en el presente
documento puede tener un pMC de al menos 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 6 100. En otros casos, un
bioproducto descrito en el presente documento puede tener un pMC de entre 50 y 100; entre 60 y 100; entre 70 y 100;
entre 80 y 100; entre 85 y 100; entre 87 y 98; o entre 90 y 95. En aln otros casos, un bioproducto descrito en el
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presente documento puede tener un pMC de 90, 91, 92, 93, 94 6 94,2.
Examen de composiciones de alcoholes grasos producidas por la célula hospedadora recombinante

Para determinar si las condiciones son suficientes para permitir la expresion, se cultiva una célula hospedadora
recombinante que comprende un gen heterélogo o un gen nativo modificado, por ejemplo, durante aproximadamente
4,8, 12, 24, 36 6 48 horas. Durante y/o después del cultivo, pueden obtenerse muestras y analizarse para determinar
si el nivel de produccién de alcohol graso (titulo, rendimiento o productividad) es diferente del de la célula parental
natural correspondiente que no se ha modificado. Por ejemplo, el medio en el que las células hospedadoras se hicieron
crecer puede someterse a prueba para detectar la presencia de un producto deseado. Cuando se somete a prueba
para detectar la presencia de un producto, pueden usarse ensayos, tales como, pero sin limitarse a, CCF, HPLC,
CG/FID, CG/EM, CL/EM, EM. Pueden cultivarse cepas de células hospedadoras recombinantes en volimenes
pequefios (de 0,001 | a 1 ) de medio en placas o matraces de agitacion con el fin de examinar para detectar un nivel
alterado de produccion de especies grasas o0 alcohol graso. Una vez identificadas las cepas candidatas o “aciertos” a
pequefia escala, estas cepas se cultivan en volimenes mas grandes (de 11 a 1000 I) de medio en biorreactores,
tanques y plantas piloto para determinar el nivel preciso de produccion de especies grasas o alcohol graso. Estas
condiciones de cultivo de volumen grande las usan los expertos en la técnica para optimizar las condiciones de cultivo
para obtener la produccion deseada de especies grasas o alcohol graso.

Utilidad de composiciones de alcoholes grasos y aldehidos grasos

Los aldehidos se utilizan para producir muchos productos quimicos especializados. Por ejemplo, los aldehidos se
utilizan para producir polimeros, resinas (por ejemplo, baquelita), tintes, aromatizantes, plastificantes, perfumes,
productos farmacéuticos, y otros productos quimicos, algunos de los cuales se pueden usar como disolventes,
conservantes, o desinfectantes. Ademas, determinados compuestos naturales y sintéticos, tales como vitaminas y
hormonas, son aldehidos, y muchos azlcares contienen grupos aldehido. Los aldehidos grasos pueden convertirse
en alcoholes grasos mediante reduccién quimica o enzimatica. Los alcoholes grasos tienen muchos usos comerciales.
Las ventas anuales a nivel mundial de alcoholes grasos y sus derivados son superiores a mil millones de doélares U.S.
Los alcoholes grasos de cadena mas corta se usan en las industrias cosmética y alimentaria como emulsionantes,
emolientes, y espesantes. Debido a su naturaleza anfifilica, los alcoholes grasos se comportan como tensioactivos no
i6nicos, que son utiles en productos de higiene personal y para el cuidado del hogar, tales como, por ejemplo,
detergentes. Ademas, los alcoholes grasos se utilizan en ceras, gomas, resinas, pomadas y lociones farmacéuticas,
aditivos para aceite lubricante, textiles antiestaticos y agentes de acabado, plastificantes, cosméticos, disolventes
industriales, y disolventes para grasas. También se describe en el presente documento una composicién tensioactiva
0 una composicion detergente que comprende un alcohol graso producido mediante cualquiera de los métodos
descritos en el presente documento. El experto en la técnica apreciara que, dependiendo del uso previsto de la
composicion tensioactiva o detergente, se pueden producir y utilizar diferentes alcoholes grasos. Por ejemplo, cuando
los alcoholes grasos descritos en el presente documento se usan como materia prima para la producciéon de
tensioactivos o detergentes, el experto en la técnica apreciara que las caracteristicas de la materia prima de alcohol
graso afectaran las caracteristicas de la composicion tensioactiva o detergente producida. Por tanto, las caracteristicas
de la composicion tensioactiva o detergente producida se pueden seleccionar mediante la produccién de alcoholes
grasos concretos para usar como materia prima. Una composicién tensioactiva o detergente basada en alcohol graso
descrita en el presente documento se puede mezclar con otros tensioactivos y/u otros detergentes bien conocidos en
la técnica. En algunas realizaciones, la mezcla puede incluir al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%, al
menos el 30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, o un intervalo delimitado por dos cualesquiera
de los valores anteriores, en peso del alcohol graso. En otros ejemplos, puede producirse una composicion tensioactiva
o detergente que incluye al menos el 5%, al menos el 10%, al menos el 20%, al menos el 30%, al menos el 40%, al
menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el
95%, o un intervalo delimitado por dos cualesquiera de los valores anteriores, en peso de un alcohol graso que incluye
una cadena de atomos de carbono que tiene 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, o 22 carbonos de
longitud. Dichas composiciones tensioactivas o detergentes también pueden incluir al menos un aditivo, tal como una
microemulsion o un tensioactivo o detergente de origen no microbiolégico tales como aceites vegetales o petréleo,
gque pueden estar presentes en la cantidad de al menos el 5%, al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%,
al menos el 30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos
el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, o un intervalo delimitado por dos cualesquiera de los valores anteriores,
en peso del alcohol graso. La divulgacion se ilustrara adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos. Los ejemplos
se proporcionan solo con fines ilustrativos. De ninguna manera deben interpretarse como una limitacién del alcance o
del contenido de la divulgacion.

Ejemplos
EJEMPLO 1
Modificaciones del hospedador de produccién - Atenu acion de Acil-CoA deshidrogenasa

Este ejemplo describe la construccién de una célula hospedadora modificada por ingenieria genética en la que la
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expresion de una enzima de degradacion de acidos grasos esta atenuada. Se deleciond el gen de fadE de Escherichia
coli MG1655 (una cepa de E. coli K) usando el sistema Lambda Red (también conocido como Red-Driven Integration)
descrito por Datsenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6640- 6645 (2000), con las siguientes modificaciones:

Se usaron los siguientes cebadores para crear la delecion de fadE:

Del-fadE-
F5'-AAAAACAGCAACAATGTGAGCTTTGTTGTAATTATATTGTAAACATATTGATTCC
GGGGATCCGTCGACC (SEQID NO: 9); y

Del-fadE-
R5-AAACGGAGCCTTTCGGCTCCGTTATTCATTTACGCGGCTTCAACTTTCCTGTA

GGCTGGAGCTGCTTC (SEQ ID NO: 10)

Se usaron los cebadores Del-fadE-F y Del-fadE-R para amplificar el casete de resistencia a kanamicina (KmR) del
plasmido pKD13 (descrito por Datsenko et al., citado anteriormente) mediante PCR. Entonces se uso el producto de
PCR para transformar células de E. coli MG1655 electrocompetentes que contenian pKD46 (descrito en Datsenko et
al., citado anteriormente) que se habian inducido previamente con arabinosa durante 3-4 horas. Tras un crecimiento
de 3 horas en un caldo super 6ptimo con medio de represion de catabolitos (SOC) a 37°C, se sembraron en placa las
células en placas de agar Luria que contenian 50 mg/ml de kanamicina. Se identificaron colonias resistentes y se
aislaron tras una incubacion durante la noche a 37°C. Se confirmé la alteracion del gen de fadE mediante amplificacion
por PCR usando los cebadores fadE-L2 y fadE-R1, que se disefiaron para flanquear el gen de fadE de E. coli.

Los cebadores de confirmacion de la delecién de fadE fueron:

fadE-L2 5°’-CGGGCAGGTGCTATGACCAGGAC (SEQ ID NO: 11); y
fadE-R1 5’-CGCGGCGTTGACCGGCAGCCTGG (SEQ ID NO: 12)

Tras confirmarse la delecién de fadE, se usé una Unica colonia para eliminar el marcador KmR usando el plasmido
pCP20 tal como se describe por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa de E. coli MG1655 con el gen de fadE
delecionado y el marcador KmR eliminado resultante se denomind E. coli MG1655 AfadE, o E. coli MG1655 D1. Se
compard la produccion de derivados de acido graso (“especie grasa total”) por la cepa de E. coli MG1655 con el gen
fadE delecionado con la produccién de derivados de acido graso por E. coli MG1655. Se transformaron las células
con el plasmido de produccion pDG109 (pCL1920_Ptrc_carBopt_12HO08_alrAadpl_fabB[A329G]_fadR) y se
fermentaron en medio minimo de glucosa. Los datos presentados en la figura 5 muestran que la delecién del gen fadE
no afecté a la produccion de derivados de acido graso.

EJEMPLO 2
Aumento del flujo a través de la ruta de sintesisd e acidos grasos - mediada por acetil CoA carboxilas a

Los principales precursores para la biosintesis de acidos grasos son malonil-CoA y acetil-CoA (figura 1). Se ha
sugerido que estos precursores limitan la velocidad de biosintesis de acidos grasos (figura 2) en E. coli. En este
ejemplo, se sobreexpresaron operones de acc sintéticos [accABCD de Corynebacterium glutamicum (+birA)] y las
modificaciones genéticas condujeron a un aumento de la produccion de acetil-coA y malonil-CoA en E. coli. En un
enfoque, con el fin de aumentar los niveles de malonil-CoA, se sobreexpresd un complejo enzimatico de acetil-CoA
carboxilasa de Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum) en E. coli. Acetil-CoA carboxilasa (acc) consiste en
cuatro subunidades diferenciadas, accA, accB, accC y accD (figura 3). La ventaja de acc de C. glutamicum es que dos
subunidades se expresan como proteinas de fusion, accCB y accDA, respectivamente, lo que facilita su expresion
equilibrada. Adicionalmente, se sobreexpreso birA de C. glutamicum, que biotinila la subunidad accB (figura 3). El
ejemplo 3 describe la coexpresion de genes de acc junto con operones de fab completos.

EJEMPLO 3

Aumento del flujo a través de la ruta de biosintesi s de acidos grasos - iFAB

Produccién de derivados de acido graso:

Las estrategias para aumentar el flujo a través de la ruta de sintesis de acidos grasos en células hospedadoras

recombinantes incluyen tanto la sobreexpresion de genes de biosintesis de acidos grasos de E. coli nativos como la
expresion de genes de biosintesis de acidos grasos enddgenos de diferentes organismos en E. coli. En este estudio,
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se combinaron genes de biosintesis de acidos grasos de diferentes organismos en el genoma de E. coli DV2. Se
evaluaron dieciséis cepas que contienen iFAB 130 - 145. Se presenta la estructura detallada de iFAB 130 - 145 en la
tabla 1 de iFAB, a continuacion.

Tabla 1. Componentes encontrados en iFAB 130-145.

Abreviatura Descripcion completa

St _fabD Gen de fabD de Salmonella typhimurium
nSt_fabH Gen de fabH de Salmonella typhimurium con el RBS nativo
sSt_fabH | Gen de fabH de Salmonella typhimurium con un RBS sintético
Cac_fabF Gen de fabF de Clostridum acetobutylicum (ATCC824)
St_fabG Gen de fabG de Salmonella typhimurium

St_fabA Gen de fabA de Salmonella typhimurium

St _fabz Gen de fabZ de Salmonella typhimurium

BS_fabl Gen de fabl de Bacillus subtilis

BS_FabL Gen de fabL de Bacillus subtilis

Vc_FabV Gen de fabV de Vibrio cholerae

Ec_Fabl Gen de fabl de Escherichia Coli

Cada “iFAB” incluia diversos genes de fab en el siguiente orden: 1) una enoil-ACP reductasa (BS_fabl, BS_FabL,
Vc_FabV o Ec_Fabl); 2) una b-cetoacil-ACP sintetasa Il (St_fabH); 3) una malonil-CoA-ACP transacilasa (St_fabD);
4) una b-cetoacil-ACP reductasa (St_fabG); 5) una 3-hidroxi-acil-ACP deshidratasa (St_fabA o St_fabZ); 6) una b-
cetoacil-ACP sintetasa 1l (Cac_fabF). Obsérvese que St _fabA tiene también actividad trans-2, cis-3-decenoil-ACP
isomerasa (ref) y que Cac_fabF tiene actividades b-cetoacil-ACP sintetasa Il y b-cetoacil-ACP sintetasa | (Zhu et al.,
BMC Microbiology 9:119 (2009)). Véase la tabla 2, a continuacion para la composicién especifica de iFAB 130 - 145.
Véanse las figuras 7A 'y B que proporcionan la representacion esquematica del locus iFAB138, incluyendo un diagrama
del promotor cat-loxP-T5 integrado en frente de FAB138 (7A); y un diagrama de iT5_138 (7B).

Tabla 2: Composicion de iFAB 130 - 145.

ab BS_ BS_ Ve_ | Ec_ | nSt_ | sSt_ St St St St Cac_

fabl fabL fabV fabl | fabH fabH fabD fabG fabA fabZ fabF
ifab130 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1
ifab131 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1
ifab132 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1
ifab133 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1
ifab134 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1
ifab135 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1
ifab136 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1
ifab137 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1
ifabl38 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1
ifab139 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1
ifab140 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1
ifab141 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1
ifab142 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1
ifab143 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1
ifab144 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1
ifab145 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1

El plasmido pCL_Puc_tesA se transform6 en cada una de las cepas y se realiz6 una fermentacion en medio FA2 con
20 horas desde la induccién hasta la recogida tanto a 32° C como a 37° C. En las Figs. 6A y 6B se muestran los datos
de produccion de Especies grasas totales procedentes de examenes en placa por duplicado. A partir de este examen
de la biblioteca, se determind que la mejor construccién era DV2 con iFAB138. La construccién iFAB138 se transfirié
a la cepa D178 para preparar la cepa EG149. Esta cepa se utilizé para una modificaciéon genética adicional. La
secuencia de iFAB138 en el genoma de EG149 se presenta como la SEQ ID NO:13. La Tabla 3 presenta la
caracterizacion genética de diversas cepas de E. coli en las que se introdujeron plasmidos que contenian las
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construcciones de expresion descritas en el presente documento tal como se describe a continuacién. Estas cepas y
plasmidos se usaron para demostrar las células hospedadoras recombinantes, los cultivos, y los métodos de
determinadas realizaciones de la presente divulgacion. Las designaciones genéticas de la Tabla 3 son designaciones
estandar conocidas por los expertos en la técnica.

Tabla 3: Caracterizacion genética de cepas de  E. coli

Cepa Caracterizacion genética
DV2 MG1655 F-, A-, ilvG-, rfb-50, rph-1, AfhuA::FRT, AfadE::FRT
DV2.1 DV2 fabB::fabB[A329V]
D178 DV2.1 entD::FRT_P7s_entD
EG149 D178 AinsH-11::PiLacuvs-iFAB138
V642 EG149 rph+
SL313 V642 laclZ::Pa1_'tesA/pDG109
V668 V642 ilvG*
LC397 V668 laclZ::Ptrc_'tesA(var) kan
SL571 V668 laclZ:: Ptrc_'tesA(var) FRT
LC942 SL571 attTn7::Ptrc_'tesA(var)
DG16 LC942/pLC56
V940 LC397/pVv171.1
D851 SL571 yijP::Tn5-cat/pV171.1
Plasmidos pDG109, pLC56 y pV171.1 son el oper6n pCL_Puwc_carB_tesA_alrA_fabB_fadR con expresion variable
de carB y tesA. iFAB138 es SEQ ID NO: 13.

EJEMPLO 4
Aumento de la cantidad de producto de acido graso | ibre (FFA) reparando las mutaciones de rph e ilvG

Se corrigieron las mutaciones de ilvG y rph en esta cepa dando como resultado una produccién superior de FFA. Se
transformaron las cepas D178, EG149 y V668 (tabla 3) con pCL_Puc_tesA. Se realizd una fermentaciéon a 32° C en
medio FA2 durante 40 horas para comparar la produccion de FFA de las cepas D178, EG149 y V668 con
pCL_Puwc_tesA. La correccion de las mutaciones de rph e ilvG dio como resultado un aumento del 116% en la
produccion de FFA de la cepa base con pCL_Pyc_tesA. Tal como se observa en la figura 8, V668/pCL_Puc_tesA
produce mas FFA que la D178/pCL_Pyc_tesA, o el control EG149/pCL_Puc_tesA. Puesto que FFA es un precursor
para los productos de LS9, una produccion de FFA superior es un buen indicador de que la nueva cepa puede producir
niveles superiores de productos de LS9. Se ejecutd la fermentacion y extraccién segin el protocolo de fermentacion
de FALC convencional ejemplificado por lo siguiente.

Se us6 un vial de banco de células congelado de la cepa de E. coli seleccionada para inocular 20 ml de caldo LB en
un matraz de agitacion con deflectores de 125 ml que contenia antibiético espectinomicina a una concentracion de
115 pg/ml. Se incubé este matraz de agitacion en un agitador orbital a 32°C durante aproximadamente seis horas,
luego se transfirieron 1,25 ml del caldo a 125 ml de medio de siembra FA2 con bajo contenido en P (NH4Cl 2 g/l, NaCl
0,5 g/l, KH2PO4 3 g/l, MgS04-7H20 0,25 g/l, CaCl2-2H20 0,015 g/l mM, glucosa 30 g/l, 1 ml/l de disolucién de
oligoelementos (2 g/l de ZnClz « 4H20, 2 g/l de CaClz « 6H20, 2 g/l de NazMoOa * 2H20, 1,9 g/l de CuSO4 * 5H20, 0,5
g/l de H3BO3s y 10 ml/I de HCI concentrado), 10 mg/I de citrato férrico, 100 mM de tampdn Bis-Tris (pH 7,0) y 115 m/ml
de espectinomicina), en un matraz de agitacion Erlenmeyer con deflectores de 500 ml, y se incub6 en un agitador
durante la noche a 32°C. Se usaron 100 ml de este cultivo de siembra de FA2 con bajo contenido en P para inocular
un biorreactor Biostat Aplus de 5 | (Sartorius BBI), que contenia inicialmente 1,9 | de medio de fermentacién de
biorreactor F1 esterilizado. Este medio se compone inicialmente de 3,5 g/l de KH2PO4, 0,5 g/l de (NH4)2S04, 0,5 g/l de
MgSOa heptahidratado, 10 g/l de glucosa filtrada estéril, citrato férrico 80 mg/l, casaminoacidos 5 g/l, 10 ml/l de la
disolucién de oligoelementos filtrada estéril, 1,25 ml/l de una disoluciéon de vitaminas filtrada estéril (0,42 g/l de
riboflavina, 5,4 g/l de acido pantoténico, 6 g/l de niacina, 1,4 g/l de piridoxina, 0,06 g/l de biotina y 0,04 g/l de acido
félico), y la espectinomicina a la concentracién que se utilizé en el medio de siembra. Se mantuvo el pH del cultivo a
6,9 usando agua amoniacal al 28% pl/v, la temperatura a 33°C, la velocidad de aireacion 1 Ipm (0,5 v/v/m), y la tensién
de oxigeno disuelto al 30% de saturacion, utilizando el bucle de agitacién en cascada con el controlador de DO y
complementacion de oxigeno. Se controlé la formacion de espuma mediante la adicion automatizada de un
antiespumante basado en emulsién de silicona (Dow Corning 1410).

Se inicié una alimentacion de nutrientes compuesta por MgSOa4 heptahidratado 3,9 g/l y glucosa 600 g/l cuando la
glucosa en el medio inicial casi se habia agotado (aproximadamente 4-6 horas tras la inoculacién) bajo una velocidad
de alimentacién exponencial de 0,3 h! hasta una velocidad de alimentacion de glucosa maxima constante de 10-12
g/l/h, basandose en el volumen de fermentacion nominal de 2 I. Se indujo la produccion de alcohol graso en el
biorreactor cuando el cultivo alcanzé una DO de 5 AU (aproximadamente 3-4 horas tras la inoculacién) mediante la
adiciéon de una disolucion madre de IPTG 1 M hasta una concentracion final de 1 mM. Se tomaron muestras del
biorreactor dos veces al dia después de eso, y se coseché aproximadamente 72 horas tras la inoculacion. Se transfirio
una muestra de 0,5 ml del caldo de fermentaciéon bien mezclado a un tubo coénico de 15 ml (VWR), y se mezclé
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concienzudamente con 5 ml de acetato de butilo. Se invirtié el tubo varias veces para mezclar, entonces se agité con
vortex vigorosamente durante aproximadamente dos minutos. Entonces se centrifugé el tubo durante cinco minutos
para separar las fases acuosa y organica, y se transfirié una parte de la fase organica a un vial de vidrio para el analisis
por cromatografia de gases.

EJEMPLO 5
Aumento de la produccién de Alcohol graso mediante mutagénesis de transposon - yijP

Para mejorar el titulo, el rendimiento, la productividad de la produccion de alcohol graso por E. coli, se llevaron a cabo
mutagénesis de transposon y examen de alto rendimiento y se secuenciaron mutaciones beneficiosas. Se mostré que
una insercion de transposon en la cepa yijP mejoraba el rendimiento de alcohol graso de la cepa en fermentaciones
tanto en matraz de agitacion como semicontinuas. La cepa SL313 produce alcoholes grasos. El genotipo de esta cepa
se proporciona en la tabla 3. Se sometieron los clones de transposon a examen de alto rendimiento para medir la
produccion de alcoholes grasos. En resumen, se recogieron colonias en placas de pocillos profundos que contenian
LB, se hicieron crecer durante la noche, se inocularon en LB nuevo y se hicieron crecer durante 3 horas, se inocularon
en medio FA2.1 nuevo, se hicieron crecer durante 16 horas, luego se extrajeron usando acetato de butilo. Se derivatizé
el extracto en bruto con BSTFA (N,O-bis[Trimetilsilil]trifluoroacetamida) y se analizé usando CG/FID. Se incluy6
espectinomicina (100 mg/l) en todos los medios para mantener la seleccién del plasmido pDG109. Se seleccionaron
aciertos eligiendo clones que producian una especie grasa total similar que la cepa control SL313, pero que tenian un
mayor porcentaje de especies de alcohol graso y un menor porcentaje de acidos grasos libres que el control. Se
identificd la cepa 68F11 como un acierto y se validé en una fermentacion en matraz de agitacion usando el medio
FA2.1. Una comparacion del acierto de transposén 68F11 con la cepa control SL313 indica que 68F11 produce un
mayor porcentaje de especies de alcohol graso que el control, mientras que ambas cepas producen titulos similares
de especie grasa total. Se secuencié una Unica colonia del acierto 68F11, denominada LC535, para identificar la
ubicacioén de la insercion del transposon. En resumen, se purificé el ADN gendémico a partir de un cultivo en LB durante
la noche de 10 ml usando el kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research Corporation, Irvine, CA) segun
las instrucciones del fabricante. Se secuencié el ADN genémico purificado fuera del transposén usando cebadores
internos para el transposoén:

DG150 5°-GCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGTTGCTACGCCTG-3”
(SEQ ID NO:14)

DG131 5’- GAGCCAATATGCGAGAACACCCGAGAA-3’ (SEQ ID NO:15)

Se determin6 que la cepa LC535 tiene una insercién de transposoén en el gen de vyijP (figura 18). yijP codifica para una
proteina de la membrana interna conservada cuya funcion no esta clara. El gen de yijP esta en un operén y se
transcribe conjuntamente con el gen de ppc, que codifica para fosfoenolpiruvato carboxilasa, y el gen de yijO, que
codifica para un regulador de la transcripcién de unién a ADN predicho de funciéon desconocida. Los promotores
internos para el transposén probablemente tienen efectos sobre el nivel y el momento de la transcripcién de yijP, ppc
e yijO, y también pueden tener efectos sobre genes adyacentes, frwD, pflC, pfld y argE. En la figura 18 se muestran
los promotores internos para el casete de transposon, y pueden tener efectos sobre la expresién génica adyacente.
Se evalué la cepa LC535 en una fermentacion semicontinua en dos fechas diferentes. Ambas fermentaciones
demostraron que LC535 producia alcoholes grasos con un rendimiento mayor que SL313 de control, y la mejora era
del 1,3-1,9% del rendimiento absoluto basandose en la entrada de carbono. Se evalué adicionalmente el casete de
transposon de yijP en una cepa diferente, V940, que produce alcohol graso a un rendimiento mayor que la cepa SL313.
Se amplificé el casete yijP::Tn5-cat de la cepa LC535 usando los cebadores:

LC277 5’-
CGCTGAACGTATTGCAGGCCGAGTTGCTGCACCGCTCCCGCCAGGCAG-37

(SEQ ID NO:16)

LC278 5°-
GGAATTGCCACGGTGCGGCAGGCTCCATACGCGAGGCCAGGTTATCCAACG-3’

(SEQ ID NO:17)

Se introdujo por electroporacién este ADN lineal en la cepa SL571 y se integré en el cromosoma usando el sistema
de recombinaciéon Lambda Red. Se examinaron colonias usando los cebadores fuera de la regién del transposon:
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DG407 5’-AATCACCAGCACTAAAGTGCGCGGTTCGTTACCCG-3’ (SEQ ID NO: 18)
DG408 5’-ATCTGCCGTGGATTGCAGAGTCTATTCAGCTACG-3’ (SEQ ID NO: 19)

Se transformd una colonia con el casete de transposén de yijP correcto (figura 9) con el plasmido de produccion
pV171.1 para producir la cepa D851. Se sometié a prueba D851 (V940 yijP::Tn5-cat) en una fermentacién en matraz
de agitacion frente a la cepa isogénica V940 que no contiene el casete de transposon de yijP. El resultado de esta
fermentacion mostré que el casete de transposén de vyijP confiere la produccidon de un mayor porcentaje de alcohol
graso por la cepa D851 en relacion con la cepa V940 y produce titulos similares de especie grasa total que la cepa de
control V940. Se evalu6 la cepa D851 en una fermentacion semicontinua en dos fechas diferentes. En la tabla 4 se
muestran los datos de estas fermentaciones, que ilustra que en fermentaciones semicontinuas de 5 |, las cepas con
la insercion del transposon yijP:: Tn5-cat tenian un rendimiento de especie grasa total (“FAS”) aumentado y un aumento
en el porcentaje de alcohol graso (“FALC”). Las “especies grasas” incluyen FALC y FFA.

Tabla 4: Efecto de la insercién del transposoén de yijp sobre el titulo y rendimiento de FAS y FALC

Cepa Titulo de FAS |Rendimiento de FAS Porcentaje de FALC |Rendimiento de FALC
V940 68 g/l 18,70% 95,00% 17,80%
D851 70 g/l 19,40% 96,10% 18,60%
V940 64 g/l 18,40% 91,90% 16,90%
D851 67 g/l 19,00% 94,00% 17,80%

Método de fermentacion en tanque:

Para evaluar la produccion de ésteres de acidos grasos en tanque, se us6 un vial en glicerol de la cepa deseada para
inocular 20 ml de LB + espectinomicina en matraz de agitacion y se incubd a 32°C durante aproximadamente seis
horas. Se usaron 4 ml de cultivo en LB para inocular 125 ml de medio de siembra con bajo contenido en PFA (a
continuacién), que entonces se incubo a 32°C en un agitador durante la noche. Se usaron 50 ml del cultivo durante la
noche para inocular 1 | de medio de tanque. Se hicieron funcionar los tanques a pH 7,2 y 30,5°C en condiciones de
pH estacionario con una velocidad de alimentacion maxima de 16 g/l/h (glucosa o metanol).

Tabla 5: Medio de siembra con bajo contenido en PFA

EJEMPLO 6

Adicion de una etiqueta de fusién de 60 pb N-termin

Hay muchos modos de aumentar la solubilidad, estabilidad, expresion o funcionalidad de una proteina. En un enfoque

Componente Concentracion
NH4CI 29/l
NaCl 0,54gl/l
KH2PO4 19/l
MgSOa-7H20 0,25 g/l
CaCl2-2H20 0,015 g/l
Glucosa 20 g/l
Disolucién de oligoelementos TM2 1 ml/l
Citrato férrico 10 mg/l
Tampon Bis Tris (pH 7,0) 100 mM
Espectinomicina 115 mgl/l

Tabla 6: Medio de tanque

Componente Concentracion
(NH4)2SO04 0,5 g/l
KH2PO4 3,049/
Citrato férrico 0,034 g/l
Disolucién de oligoelementos TM2 10 ml/l
Casaminoacidos 5gll
Adiciones tras la esterilidad

MgSOa-7H20 2,2 g/l
Disolucién de vitaminas traza 1,25 ml/l
Glucosa 5 g/l
Inéculo 50 ml/I
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para aumentar la solubilidad de CarB, pudo clonarse una etiqueta de fusiéon antes del gen. En otro enfoque para
aumentar la expresién de CarB, pudo alterarse el promotor o sitio de union al ribosoma (RBS) del gen. En este estudio,
se modificé carB (SEQ ID NO: 7) mediante la adicion de una etiqueta de fusion de 60 pb N-terminal. Para generar la
proteina modificada (denominada en el presente documento “CarB60"), se clon6 el primer lugar carB en el vector
pET15b usando los cebadores:

5’- GCAATTCCATATGACGAGCGATGTTCACGA-3’ (SEQ ID NO:20); y

5’- CCGCTCGAGTAAATCAGACCGAACTCGCG (SEQ 1D NO:21).

La construccién de pET15b-carB contenia 60 nucleétidos directamente en el sentido de 5’ del gen carB: 5'-
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG CCAT (SEQ ID NO:22)

La versién con etiqueta de fusion de carB se renombré carB60. Entonces se digirié el pET15b_carB60 usando las
enzimas de restriccion Ncol y Hindlll y se subclond en el vector derivado de pCL1920 OP80 que se cort6 con las
mismas enzimas. Se transformd este plasmido en la cepa V324 (MG1655 AfadE::FRT AfhuA::FRT fabB::A329V
entD::T5-entD laclZ::Ptc-"TesA) para evaluar la produccion de FALC. Se fermentaron las cepas segin un
procedimiento convencional (resumido mas adelante) y se cuantificaron el titulo de especie grasa total y el titulo de
alcohol graso total. La figura 10 muestra que CarB60 aumenta los titulos de alcohol graso y por tanto la enzima CarB60
tiene una actividad celular total mayor que CarB cuando se expresa a partir de un plasmido de multiples copias.

Para evaluar la produccién de alcoholes grasos en cepas de produccion, se hicieron crecer transformantes en 2 ml de
caldo LB complementado con antibidticos (100 mg/l) a 37°C. Tras el crecimiento durante la noche, se transfirieron
40 ul de cultivo a 2 ml de LB nuevo complementado con antibiéticos. Tras 3 horas de crecimiento, se transfirieron 2 ml
de cultivo a un matraz de 125 ml que contenia 20 ml de medio M9 con glucosa al 3% complementado con 20 ml de
disolucién de oligoelementos, citrato de hierro 10 mg/l, tiamina 1 mg/l, y antibiéticos (medio FA2). Cuando la DOeoo del
cultivo alcanzé 1,0, se afiadié 1 mM de IPTG a cada matraz. Tras 20 horas de crecimiento a 37°C, se retiraron muestras
de 400 ml de cada matraz y se extrajeron los alcoholes grasos con 400 ml de acetato de butilo. Para entender
adicionalmente el mecanismo de la actividad de CarB mejorada, se purificé CarB60 a partir de la cepa D178 que no
contiene ‘TesA (MG1655 AfadE::FRT AfhuA:FRT fabB::A329V entD::Pts-entD). En resumen, se transformd
pCL1920_carB60 en la cepa D178, que se habia modificado por ingenieria genética para la produccion de alcohol
graso, y se llevé a cabo la fermentacion a 37°C en medio FA-2 complementado con espectinomicina (100 mg/ml).
Cuando el cultivo alcanzé una DOsoo de 1,6, se indujeron las células con isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) 1
mM y se incubaron durante 23 h adicionales a 37°C. Para la purificacién de CarB60, las células se recogieron mediante
centrifugacion durante 20 min a 4°C a 4.500 rpm. Se suspendio la pasta celular (10 g) en 12 ml de mezcla maestra
BugBuster (Novagen) y disolucién de céctel inhibidor de proteasas. Se rompieron las células mediante prensa francesa
y se centrifugé el homogenado resultante a 10.000 rpm para eliminar los residuos celulares. Se afiadié Ni-NTA a la
mezcla resultante, y se agitd la suspensiéon a 4°C a 100 rpm durante 1 hora en un agitador rotatorio. Se vertio la
suspension en una columna, y se recogio la fraccion no retenida. Se lavo la resina de Ni-NTA con imidazol 10 mM en
tampon fosfato de sodio 50 mM pH 8,0 que contenia NaCl 300 mM, y se lavé adicionalmente con imidazol 20 mM en
tampon fosfato de sodio 50 mM pH 8,0 que contenia NaCl 300 mM. Se eluyd la proteina CarB60 con imidazol 250 mM
en tampoén fosfato de sodio 50 mM pH 8,0 que contenia NaCl 300 mM, y se analiz6 mediante SDS-PAGE. Se dializé
la proteina frente a glicerol al 20% (v/v) en tampon fosfato de sodio 50 mM pH 7,5 produciendo aproximadamente 10
mg de CarB60 por litro de cultivo. Se congelé inmediatamente la proteinay se almacend a -80°C hasta que se necesito.

La proteina CarB60 se expresaba abundantemente a partir de un plasmido de mdltiples copias. El analisis de SDS-
PAGE adicional mostré que la expresion de CarB60 era superior a la de CarB. El nivel de expresién superior de CarB60
sugirié que el gen de carB60 integrado en el cromosoma de E. coli produciria mas proteina que el gen de carB en la
misma ubicacioén. Para someter a prueba esta hipotesis, se integro el gen de carB60 en el cromosoma de E. coli. En
resumen, se amplifico en primer lugar el gen de carB60 a partir de pCL_carB60 usando el cebador directo:
5'-ACGGATCCCCGGAATGCGCAACGCAATTAATGTaAGTTAGCGC-3’ (SEQ ID NO:23);y el cebador inverso:
5-TGCGTCATCGCCATTGAATTCCTAAATCAGACCGAACTCGCGCAGG-3' (SEQ ID NO:24).

Se amplificé un segundo producto de PCR a partir del vector pAH56 usando el cebador directo:
5-ATTCCGGGGATCCGTCGACC-3' (SEQ ID NO:25); y el cebador inverso:
5'-AATGGCGATGACGCATCCTCACG-3' (SEQ ID NO:26)

Este fragmento contiene un casete de resistencia a kanamicina, el sitio lattP, y un origen de replicacion gR6k. Se
unieron los dos productos de PCR usando el kit InFusion (Clontech) para crear el plasmido pSL116-126. Se transformé
una cepa de produccion de alcohol graso que contenia una forma integrada de ‘TesA12H08 y un plasmido auxiliar
pINT con o bien pSL116-126 que contenia el gen de carB60 o bien el plasmido F27 que contenia el gen de carB. Se
fermentaron estas cepas en medio FA2 segln procedimientos convencionales para fermentaciones en matraz de
agitacion, tal como se describié anteriormente. Para caracterizar y cuantificar los alcoholes grasos y ésteres de acidos
grasos, se uso la deteccion por cromatografia de gases (“CG”) acoplada con ionizacién de llama (“FID"). Se derivatiz
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el extracto en bruto con BSTFA (N,O-bis[Trimetilsilil]trifluoroacetamida) y se analizé usando una CG/FID. Se llevé a
cabo la cuantificacion inyectando diversas concentraciones de las referencias auténticas apropiadas usando el método
de CG descrito anteriormente asi como ensayos que incluyen, pero no se limitan a, cromatografia de gases (CG),
espectrometria de masas (EM), cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC),
cromatografia de liquidos (CL), CG acoplada con un detector de ionizacion de llama (CG-FID), CG-EM y CL-EM.
Cuando se somete a prueba para detectar la expresién de un polipéptido, pueden usarse técnicas tales como
inmunotransferencia de tipo Western y transferencia puntual.

En la figura 11 se muestran los resultados de la fermentacion tras 20 horas. Los titulos de productos grasos totales de
las dos cepas son similares (especie grasa total 2,4 g/l), sin embargo CarB60 integrada convierte una mayor fraccién
de acidos grasos libres de longitud de cadena C12 y C14 en alcoholes grasos, en comparacion con CarB sin la etiqueta
N-terminal. Estos datos sugieren que células que expresan CarB60 tienen una actividad acido carboxilico reductasa
celular total superior, y pueden convertir mas FFA en alcoholes grasos. Por tanto, carB60, cuando se integra en el
cromosoma, es un molde de carB mejorado que proporciona la actividad deseada para hacer evolucionar el gen de
carB para identificar variantes de carB mejoradas.

EJEMPLO 7
Generacion de mutantes de CarB

La enzima CarB es una etapa limitante de la velocidad en la produccidon de alcoholes grasos en determinadas
condiciones del procedimiento. Para producir alcoholes grasos de manera econémica, se hicieron esfuerzos para
aumentar la actividad de la enzima CarB.

Examen de la biblioteca de PCR propensa a error:

Se realiz6 mutagénesis al azar usando PCR propensa a error en condiciones en las que la fidelidad de copiado de la
ADN polimerasa es baja. Se clonaron los acidos nucleicos mutagenizados en un vector, y se realizé6 PCR propensa a
error seguido por examen de alto rendimiento para encontrar mutaciones beneficiosas que aumentaran la conversién
de acidos grasos libres en alcoholes grasos (tal como se detalla a continuacion). Se mutaron adicionalmente residuos
importantes para dar otros aminoacidos. Varias mutaciones de aminoacidos individuales y combinaciones de
mutaciones aumentaron la fraccion de especies grasas que se convertian en alcoholes grasos. En resumen, se
generaron mutaciones al azar en el gen de carB60opt mediante PCR propensa a error usando el kit Genemorph Il
(Stratagene). Se generaron mutaciones en solo uno de dos dominios de carB60opt por separado, para facilitar la
clonacion. La biblioteca 1 contenia los primeros 759 residuos de carB60opt y se generé mediante PCR propensa a
error usando los cebadores:

HZ117 5’- ACGGAAAGGAGCTAGCACATGGGCAGCAGCCATCATCAT-3
(SEQ ID NO:27); y

DG264 5’- GTAAAGGATGGACGGCGGTCACCCGCC-3’ (SEQ ID NO:28)."

El vector para la biblioteca 1 era el plasmido pDG115 digerido con las enzimas Nhel y PshAl. La biblioteca 2
contenia los ultimos 435 residuos de carB60opt y se generé mediante PCR propensa a error usando los cebadores:

DG263 5’- CACGGCGGGTGACCGCCGTCCATCC-3’(SEQ ID NO:29); y

HZ118 5'- TTAATTCCGGGGATCCCTAAATCAGACCGAACTCGCGCAGGTC-3’ (SEQ ID
NO:30).

El vector para la biblioteca 2 era el plasmido pDG115 digerido con las enzimas PshAl y BamHI. Se clonaron los insertos
propensos a error en los vectores usando InFusion Advantage (Clontech) y se hicieron pasar a través de la cepa de
clonacion NEB Turbo (New England Biolabs). Entonces se transformaron las bibliotecas en la cepa EG442 (EG149
Tn7::Ptrc-ABR laclZ::Pts0-ABR). Entonces se sometieron los clones de carB60opt propensos a error a examen de alto
rendimiento para medir la produccién de alcoholes grasos. En resumen, se recogieron colonias en placas de pocillos
profundos que contenian LB, se hicieron crecer durante la noche, se inocularon en LB nuevo y se hicieron crecer
durante 3 horas, se inocularon en medio FA-2.1 nuevo, se hicieron crecer durante 16 horas, luego se extrajeron usando
acetato de butilo. Se derivatizé el extracto en bruto con BSTFA (N,O-bis[Trimetilsilil]trifluoroacetamida) y se analizé
usando un método de CG/FID convencional. Se incluyé espectinomicina (100 mg/l) en todos los medios para mantener
la seleccién del plasmido pDG115. Se seleccionaron aciertos eligiendo clones que producian un titulo de acidos grasos
libres mas pequefio y un titulo de acidos grasos totales mas grande en comparacion con la cepa de control. Para
comparar aciertos de diferentes examenes de fermentacién, se normalizé la conversion de acidos grasos libres en

29



10

15

20

ES 2786 633 T3

alcoholes grasos calculando un porcentaje de acidos grasos libres normalizado NORM FFA = porcentaje de FFA
mutante / porcentaje de FFA de control en donde “porcentaje de FFA” es el titulo de la especie de acidos grasos totales
dividido entre el titulo de la especie grasa total. Se sometieron los aciertos a verificacion adicional usando
fermentaciones en matraz de agitacion, tal como se describe a continuacion.

Se secuenciaron los aciertos para identificar mutaciones beneficiosas. Se realizd la secuenciacién mediante PCR de
colonias de todo el gen de carB60opt usando los cebadores

SL59 5'- CAGCCGTTTATTGCCGACTGGATG-3'(SEQ ID NO:31); y

EG479 5'- CTGTTTTATCAGACCGCTTCTGCGTTC-3' (SEQ ID NO:32), y se secuenciaron usando cebadores
internos para la enzima carB60opt.

En la tabla 7 se muestran las mutaciones beneficiosas que mejoran la enzima CarB60opt. La columna de acidos
grasos libres normalizados (NORM FFA) indica la mejora en la enzima, indicando los valores inferiores la mejor mejora
“Pocillo n.°” indica el pocillo de examen primario en el que se encontré esta mutacion. Todos los numeros de residuos
se refieren a la secuencia de proteina CarB, que no incluye la etiqueta de 60 pb. Las mutaciones indicadas con el
prefijo “Tag:” indican mutaciones en la etiqueta N-terminal de 60 pb/20 residuos.

Tabla 7: Mutaciones beneficiosas en la enzima CarB identificada durante el examen propenso a error (mutaciones d
TAG eliminadas)

Pocillo n.° Norm FFA Mutaciones de cambio de sentido |Mutaciones silenciosas
131BOS8 70,50 % L799M V810F S927R M1062L CCG1116CCT
A1158V F1170I
20C07 71,80 % A535S
65B02 74,70 % M930R ACCB867ACA
54B10 76,30 % L80Q T231M F288L A418T
V530M A541V G677D P712A
67E1 78,20 % D750G R827C D986G G1026D GCA1C31GCT GTC1073GTT
P1149S
65C03 78,90 % VI26A ATT941ATA
12C10 80,30 % V46l
66E08 80,10 % VO26A
70F02 80,90 % D750G R827C D986G G1026D GCA1031GCT GTC1073GTT
P1149S
07D01 82,40 % E20K V191A
66G09 82,40 % R827C L1128S ACG780ACA CTG923TTG
25H02 83,50 % F288S
06C01 85,10 % V46| 06C01
05D02 85,20 % T396S CCG477CCT
124E03 86,00 % R827C L1128S ACG780ACA CTG923TTG
17A04 86,20 % AS574T GCA237GCT ACC676ACT
GCC529GCT
132C08 87,00 % M1062T R1080H TTG830TTA TAC834TAT
72C09 87,30 % P809L M1062V
10F02 87,70 % E636K
71H03 88,10 % R827C L1128S ACG780ACA CTG923TTG
38G04 88,90 % D143E A612T GCA181GCG
42F08 90,20 % T90M CTG186CTT
66C04 90,30 % L1128S
18C03 90,40 % Q473L
12E02 90,60 % D19N S22N R87H L416S CCG167CCA
28B09 91,10 % E28K H212N Q473L CCG122CCA ACG178ACA
CTG283TTG
CTG340CTA ACC401ACT
GCA681GCG
103E09 92,20 % E936K P1134R CGT829CGG CTG1007CTA
03E09 93,20 % M259I
74G11 93,80 % 1870V S9271 S9851 11164F GTG1000GTC
46C01 95,60 % D18V D292N

Mutagénesis de saturacion (biblioteca conjunta 1y 2 generada):
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Se sometieron posiciones de aminoacidos que se consideraban beneficiosas para la produccién de alcohol graso tras
la PCR propensa a error a mutagénesis adicional. Se usaron cebadores que contenian los nucleétidos degenerados
NNK o NNS para mutar estas posiciones para dar otros aminoacidos. Se examinaron las “bibliotecas de mutagénesis
de saturacion” resultantes tal como se describié anteriormente para las bibliotecas propensas a error, y se identificaron
aciertos que mejoraban adicionalmente la conversiéon en alcohol graso (un titulo de acidos grasos libres total mas
pequefio y un titulo de alcoholes grasos total mas grande en comparacion con la cepa “control” parental). En la tabla
8 se muestran cambios de codones/aminoacidos individuales en nueve posiciones diferentes que mejoran la
produccién de alcoholes grasos. Se sometieron los aciertos a verificacion adicional usando fermentaciones en matraz
de agitacion, tal como se describe en el presente documento.

Tabla 8: Mutaciones beneficiosas en la enzima CarB identificadas durante mutagénesis de saturacion de aminoacidos

Aminoacido natural Codén natural Aminoacido mutante |Codén mutante |NORM FFA
E20 GAG F TTC 92,20%
L CTG 94,50%
L TTG 96,20%
R CGC 86,50%
S TCG 87,40%
\Y GTG 86,00%
\Y GTC 85,30%
Y TAC 88,80%
V191 GTC A GCC 88,70%
S AGT 98,00%
F288 TTT G GGG 70,30%
R AGG 77,20%
S TCT 85,60%
S AGC 79,60%
Q473 CAA A GCG 89,50%
F TTC 89,10%
H CAC 84,10%
| ATC 77,20%
K AAG 90,30%
L CTA 90,10%
M ATG 89,00%
R AGG 88,00%
\% GTG 89,20%
W TGG 84,50%
Y TAC 86,00%
A535 GCC A TCC 71,80%
R827 CGC A GCC 93,20%
C TGT 87,90%
C TGC 83,20%
V926 GTT A GCT 78,10%
A GCG 66,30%
A GCC 69,50%
E GAG 65,80%
G GGC 78,60%
S927 AGC G GGG 77,60%
G GGT 79,30%
| ATC 90,80%
K AAG 70,70%
\Y GTG 87,90%
M930 ATG K AAG 82,30%
R CGG 73,80%
R AGG 69,80%
L1128 TTG A GCG 92,70%
G GGG 89,70%
K AAG 94,80%
M ATG 95,80%
P CCG 98,40%
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Aminoacido natural Codén natural Aminoacido mutante |Codon mutante |NORM FFA
R AGG 90,90%
R CGG 88,50%
S TCG 88,90%
T ACG 96,30%
\% GTG 93,90%
W TGG 78,80%
Y TAC 87,90%

A continuacion se combinaron sustituciones de aminoacidos que se consideraban beneficiosas para la produccién de
alcohol graso. Se usé PCR para amplificar partes del gen de carBopt que contenia diversas mutaciones deseadas, y
se unieron las partes entre si usando un método basado en PCR (Horton, R.M., Hunt, H.D., Ho, S.N., Pullen, J.K. y
Pease, L.R. 1989). Se examinoé el gen de carBopt sin la etiqueta N-terminal de 60 pb. Las mutaciones combinadas en
esta biblioteca de combinacion se muestran en la tabla 9.

Tabla 9: Mutaciones de CarB de la primera biblioteca de combinacion

Mutacion Codon
E20V GTG
E20S TCG
E20R CGC
V191S AGT
F288R AGG
F288S AGC
F288G GGG
Q473L CTG
Q473W TGG
Q473Y TAC
Q473 ATC
Q473H CAC
A535S TCC

Para facilitar el examen, se integré entonces la biblioteca de combinacién de CarB resultante en el cromosoma de la
cepa V668 en el locus lacZ. La secuencia del gen de carBopt en este locus se presenta como SEQ ID NO: 7. El
genotipo de la cepa V668 es MG1655 (AfadE::FRT AfhuA:FRT AfabB::A329V AentD:: T5-entD AinsH-11::
Piacuvsfab138 rph+ ilvG+) (tal como se muestra en la tabla 3 y la figura 16). Entonces se transformaron las cepas con
el plasmido pVAS3, que contiene TesA, una enzima CarB cataliticamente inactiva CarB[S693A] que destruye el sitio de
union de fosfopanteteina, y otros genes que aumentan la produccién de acidos grasos libres. Se examin6 la biblioteca
de combinacién tal como se describié anteriormente para la biblioteca propensa a error. Se usé como control V668
con carB opt (A535S) integrado en la region lacZ y que contenia pVA3. Se seleccionaron aciertos que aumentaban la
produccion de alcoholes grasos y se sometieron a verificacion adicional usando fermentaciones en matraz de
agitacion, tal como se describe en el ejemplo 5. En la figura 12 se muestra el porcentaje mejorado de produccion de
alcohol graso tras la fermentacion en matraz de agitacién de células hospedadoras recombinantes que expresan
mutantes de combinacion de CarB.

Se amplificaron los mutantes de combinacién de CarB integrados a partir de los aciertos de carB integrados mediante
PCR usando los cebadores:

EG38 5'- GCACTCGACCGGAATTATCG (SEQ ID NO:33); y
EG626 5’- GCACTACGCGTACTGTGAGCCAGAG (SEQ ID NO:34).

Se reamplificaron estos insertos usando los cebadores:

DG243 5’- GAGGAATAAACCATGACGAGCGATGTTCACGACGCGACCGACGGC
(SEQ IDNO:35); y |
DG210 5'- CTAAATCAGACCGAACTCGCGCAGG (SEQ ID NO:36).

Usando clonacion InFusion, se clonaron los mutantes de carB agrupados en un plasmido de produccion, pV869, que
se amplificé por PCR usando los cebadores:
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DG228 5'- CATGGTTTATTCCTCCTTATTTAATCGATAC(SEQ ID NO:37); y
DG318 5'- TGACCTGCGCGAGTTCGGTCTGATTTAG (SEQ ID NO:38).

El mutante de carB que tenia el mejor rendimiento en el examen de plasmido de fermentaciéon en matraz de agitacion
(carB2; tabla 11) se designé VA101 y la cepa de control que portaba carBopt [A535S] se designd VA82. Véase la
figura 13.

Se combinaron sustituciones de aminoacidos en el dominio de reduccién de carB consideradas beneficiosas para la
produccién de alcohol graso con uno de los mejores aciertos de la biblioteca de combinacion de carB-L, “carB3” (tabla
11). Se us6 PCR para amplificar partes del gen de carBopt que contenian diversas mutaciones deseadas en el domino
de reduccion, y se unieron las partes entre si usando SOE PCR. En la tabla 10 se muestran las mutaciones combinadas
en esta biblioteca de combinacion.

Tabla 10: Mutaciones de CarB a partir de la segunda biblioteca de combinacion

Mutacién Codon
R827C TGC
R827A GCA
V926A GCG
VI926E GAG
S927K AAG
S927G GGG
M930K AAG
M930R AGG
L1128W TGG

Se examino la biblioteca de combinacion tal como se describié anteriormente para la biblioteca propensa a error. Se
uso6 como control V668 con carB3 integrado en la region de lacZ y que contenia pVA3. Se seleccionaron aciertos que
presentaban produccién aumentada de alcoholes grasos y se sometieron a verificacion adicional usando
fermentaciones en matraz de agitacion, tal como se describié anteriormente. En la tabla 11 se muestran los resultados
de una fermentacién en matraz de agitacién que muestra un porcentaje mejorado de produccion de alcohol graso
usando una mutacion de combinacion de CarB adicional (carB4). En la figura 4 se presenta una representacion grafica
de la eficacia de conversion relativa de variantes de CarB de bajo nimero de copias. Los resultados notificados en la
tabla 11 son de ejecuciones en biorreactor llevadas a cabo en condiciones idénticas.

Tabla 11: Variantes de CAR

Nombre |Mutacién(es) Cepa Datos de tanque Notas
carB Ninguna = natural (E20 V191 la proteina es SEQ ID NO:
F288 Q473) 7
carB60 Ninguna + etiqueta V324
carB1 A535S V940 83% de FALC;|[tiene una copia de TE
C12/C14=3,4 cromosomico 12H08
carB2 E20R, F288G, Q473l, A535S [LH375 97% de  FALC;|tiene dos copias de TE
C12/C14=3,6 cromosomico 12H08
carB2 E20R, F288G, Q473l, A535S |LH346 96% de FALC;|[tiene una copia de TE
C12/C14=3,7 cromosémico 12H08
carB3 E20R, F288G, Q473H,|Biblioteca combinada L |Sin ejemplos
A535S ejecutados en
biorreactores hasta
la fecha
carB4 E20R, F288G, Q473H,|Biblioteca combinada R|97% de FALC;|[tiene dos copias de TE
A535S, R827A, S927G (VA-219) C12/C14=3,9 cromosomico 12H08
carA Ninguna Véase la publicacion de la proteina es SEQ ID NO:
patente 39
estadounidense n.c
20100105963
FadD9 Ninguna Véase la publicacion de la proteina es SEQ ID NO:
patente 40
estadounidense n.°
20100105963
Las secuencias de ADN de CarA, FadD9, CarB y CarB60 se presentan en el presente documento como SEQ ID NO:
41, 42, 43y 44, respectivamente.
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Identificacidon de mutaciones beneficiosas adicionales en la enzima CarB mediante mutagénesis de saturacion:

Se desarroll6 posteriormente un sistema de examen de plasmido doble y se valido para identificar variantes de CarB
mejoradas con respecto a CarB4 para la produccién de FALC. Este sistema de plasmido doble cumplia los siguientes
criterios: 1) Los clones mutantes producen un alto titulo de FA para proporcionar flujo de acidos grasos en exceso de
la actividad de CarB. Esto se logra transformando una cepa base (V668 con dos copias de TE cromos6mico) con un
pladsmido (pLYC4, pCL1920_P+rc_carDead_tesA_alrAadpl_fabB[A329G]_fadR) que porta el operén de FALC con una
enzima CarB cataliticamente inactiva CarB[S693A] para potenciar la produccién de acidos grasos libres; 2) el plasmido
de examen con molde de mutante de carB, preferiblemente menor de 9 kb, es propenso a procedimientos de
mutagénesis de saturacion y es compatible para la expresion con pLYC4; 3) el intervalo dinamico de actividad de CarB
puede ajustarse. Esto se logra combinando un promotor mas débil (Ptrc1) y codones de iniciacion alternativos (GTG
o TTG) para ajustar los niveles de expresion de CarB4. 3) Se introdujo una buena estabilidad del plasmido, un médulo
de toxina/antitoxina (operén de ccdBA) para mantener la estabilidad del plasmido.

En resumen, se construy6 el plasmido de examen pBZ1 (pACYCDuet-1-Ptrc1-carBAGTG_rrnBter_ccdAB) a partir de
cuatro partes usando el método de clonacion In-Fusion HD (Clontech) mezclando razones molares iguales de cuatro
partes (PTRc1, carB4 con codones de iniciacion ATG/TTG/GTG, terminadores rrnB T1T2 con ccdAB y vector
PACYCDuet-1). Se amplificaron por PCR las partes (1 a 4) mediante los siguientes pares de cebadores: (1) PTRC1 —
cebador directo
5'CGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCAAATCCGGCTCGTATAATGTGTG-3' (SEQ ID
NO:45 ) y cebador inverso 5-GGTTTATTCCTCCTTATTTAATCGATACAT-3’ (SEQ ID NO:46) usando el plasmido
pVA232 (pCL1920_Prrc_carB4_tesA_alrAadpl_fabB[A329G]_fadR) como molde. (1) carB4 con codones de iniciacion
ATG/TTGIGTG - cebador directo carB4 ATG
5’ATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAACCATGGGCACGAGCGATGTTCACGACG CGAC-3' (SEQ ID NO:47);
carB4 GTG 5’A TGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAACCGTGGGCACGAGCGATGTTCACGACG CGAC-3' (SEQ
ID NO:48); y carB4 TTG 5'-
ATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAACCTTGGGCACGAGCGATGTTCACGACGCGAC-3' (SEQ ID NO:49); y
cebador inverso carB4 inv 5-TTCTAAATCAGACCGAACTCGCGCAG-3' (SEQ ID NO:50), usando como molde el
plasmido pVA232. (3) Los terminadores de rrnB T1T2 con ccdAB — Cebador inverso rrnB T1T2 term 5'-
CTGCGCGAGTTCGGTCTGATTTAGAATTCCTCGAGGATGGTAGTGTGG-3' (SEQ ID NO:51 ) y cebador inverso
ccdAB inv 5-CAGTCGACATACGAAACGGGAATGCGG-3' (SEQ ID NO:52), usando el plasmido pAH008 (operén
pV171 de ccdBA). (4) EI vector estructural pACYCDuet-1 - Cebador inverso del vector pACYC para
5'CCGCATTCCCGTTTCGTATGTCGACTGAAACCTCAGGCATTGAGAAGCACACGGTC-3' (SEQ ID NO:53 ) y el
cebador inverso del vector pACYC inv
5-CTCATTTCAGAATATTTGCCAGAACCGTTAATTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAG-3' (SEQ ID NO:54).

Se coexpreso el plasmido pBZ1 con pLYC4 en la cepa descrita anteriormente y se valido mediante fermentacion en
matraz de agitacion y placa de pocillos profundos. Se optimizaron las condiciones de fermentacion de manera que el
molde de CarB4_GTG tenia de manera reproducible una conversion de FALC de aproximadamente 65 % en ambas
plataformas de fermentacién tal como se describe en el ejemplo 5. En la figura 15 se muestran los resultados para la
fermentacién en matraz de agitacion.

Se sometieron sitios adicionales (18, 19, 22, 28, 80, 87, 90, 143, 212, 231, 259, 292, 396, 416, 418, 530, 541, 574,
612, 636, 677, 712, 750, 799, 809, 810, 870, 936, 985, 986, 1026, 1062, 1080, 1134, 1149, 1158, 1161, 1170) que
contenian mutaciones en las variantes de CarB mejoradas (tabla 7) a mutagénesis de saturacion completa. Se usaron
cebadores que contenian los nucleétidos degenerados NNK o NNS para mutar estas posiciones para dar otros
aminoacidos mediante un método basado en PCR (Sawano y Miyawaki 2000, Nucl. Acids Res. 28: €78). Se construy6
la biblioteca de saturacion usando el molde de plasmido pBZ1 (pACYCDuet-1_Ptrc1-carB4GTG_rrnBter_ccdAB). Se
transformaron clones mutantes en cepas de clonacion NEB Turbo (New England Biolab) y se aislaron y se agruparon
plasmidos. Entonces se transformaron los plasmidos agrupados en una cepa basada en V668 que portaba el plasmido
pLYC4 y se seleccionaron los transformantes en placas de agar LB complementado con antibiéticos (espectinomicina
100 mg/l y cloranfenicol 34 mg/l).

Entonces se examinaron las variantes de CarB de la biblioteca de saturacion para determinar la produccion de
alcoholes grasos. Se recogieron colonias individuales directamente en placas de 96 pocillos segin un protocolo de
fermentacion en placa de pocillos profundos modificado tal como se describe en el ejemplo 5. Se seleccionaron
aciertos eligiendo clones que producian un titulo de acidos grasos libres total mas pequefio y un titulo de alcoholes
grasos total mas grande en comparacion con la cepa de control. Para comparar los aciertos de diferentes lotes de
fermentacién, se normalizé la conversion de acidos grasos libres en alcoholes grasos calculando un porcentaje de
acidos grasos libres normalizado. También se usé NORM FFA (%) en la validacién de aciertos tal como se describe
en el ejemplo 5. NORM FFA (%) = porcentaje de FFA mutante / porcentaje de FFA de control; en donde “porcentaje
de FFA” es el titulo de la especie de acidos grasos totales dividido entre el titulo de la especie grasa total. Se
sometieron los aciertos a verificacion adicional usando fermentaciones en matraz de agitacion tal como se describe
en el ejemplo 5. La columna de acido graso libre normalizado (NORM FFA) indica la mejora en la enzima, indicando
los valores inferiores la mejor mejora. “ID de acierto” indica la posicién de pocillo de placa de seleccion primaria en
donde se encontré el fenotipo de NORM FFA inferior. Se identificaron mutaciones de aciertos secuenciando productos
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de PCR amplificados a partir de “aciertos” que contenian plasmidos pBZ1 usando cebadores especificos de gen de
carB mutante (BZ1 para 5-GGATCTCGACGCTCTCCCTT-3' (SEQ ID NO:55 )y cebador Unico BZ12_ccdAB

5-TCAAAAACGCCATTAACCTGATGTTCTG-3' (SEQ ID NO:56). En Ia tabla 12 se resumen los

valores de NORM FFA y las mutaciones identificadas en aciertos validados.

Tabla 12: Mutaciones beneficiosas en la enzima CarB 4 identificadas durante la mutagénesis de saturacié nde
aminoécidos

Aminoacido natural Codén natural ID de acierto (aminoacido) |Cod6n mutante [NORM FFA (%)
D18 GAT P10H5(R) AGG 75,5
P6B4(L) CTG 83,6
P4H11(T) ACG 80,8
P8D11(P) CCG 81,8
S22 AGC P1F3(R) AGG 57,7
P2G9(R) AGG 55,7
P2A7(N) AAC 90
P8D7(G) GGG 82,1
L80 CTG P8H11(R) AGG 87,4
R87 CGT P7D7(G) GGG 85,2
P5D12(E) GAG 89,4
D750 GAT P8F11(A) GCG 87,6
1870 ATT P3A12(L) CTG 76,6

Identificacion de variantes novedosas de la enzima CarB mediante mutagénesis combinatoria completa:

Se construy6 una biblioteca combinatoria completa para incluir los siguientes residuos de aminoacido: 18D, 18R, 22S,
22R, 473H, 473l, 827R, 827C, 870I, 870L, 926V, 926A, 926E, 927S, 927K, 9270, 930M, 930K, 930R, 1128L y 1128W.
Se disefaron cebadores que contenian codones nativos y mutantes en todas las posiciones para la construccion de
la biblioteca mediante un método basado en PCR (Horton, R.M., Hunt, H.D., Ho, S.N., Pullen, J.K. y Pease, L.R. 1989).
Las mutaciones beneficiosas conservadas en CarB2, CarB3 y CarB4 (20R, 288G y 535S) no se cambiaron, por tanto,
se uso carB2GTG clonado en pBZ1 (pBZ1_Ptrc1_carB2GTG_ccdAB modificado) como molde de PCR. Se completd
la construccion de la biblioteca ensamblando fragmentos de PCR en los ORF de CarB que contenian las mutaciones
combinatorias anteriores. Entonces se clonaron los ORF de CarB mutantes en la estructura principal de pBZ1 mediante
el método In-Fusion (Clontech). Se precipit6 el producto de In-Fusion y se introdujo por electroporacién directamente
en la cepa de examen que portaba el plasmido pLYC4. Se llevaron a cabo el examen de la biblioteca, la fermentacion
en matraz de agitacion y placa de pocillos profundos tal como se describe en el ejemplo 5. En la tabla 13 se resumen
las actividades (NORM FFA normalizado por CarB2, 100%) de mutantes de CarB con mutaciones combinatorias
especificas. Se incluyen CarB2, CarB4 y CarB5 (CarB4-S22R) como controles. La columna de NORM FFA indica la
mejora en la enzima CarB, indicando los valores inferiores la mejor mejora. También se muestra la mejora en veces
(X-FIOC) del control (CarB2). Todas las mutaciones enumeradas son en relacidn con la secuencia de polipéptido de
CarB natural (SEQ ID NO: 7). Por ejemplo, CarB1l tiene la mutacion A535S, y la CarBDead (una enzima CarB
cataliticamente inactiva) porta la mutacion S693A que destruye el sitio de unién de fosfopanteteina.

Variantes de CarB novedosas para la produccion mejorada de alcohol graso en biorreactores:

El fin de identificar variantes de CarB novedosas enumeradas en la tabla 13 es usarlas para la produccién mejorada
de alcohol graso. La variante de CarB superior (PO6B6 - S3R, E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R873S, S927G,
M930R, L1128W) de la tabla 13 porta una mutaciéon espontanea (AGC natural a AGA) en la posicién 3. Ambas
variantes de CarB PO6B6, concretamente CarB7 (aminoacido R por AGA en la posicion 3 - S3R, E20R, S22R, F288G,
Q473H, A535S, R873S, S927G, M930R, L1128W), y CarB8 (aminoacido natural S por AGC en la posicion 3 - E20R,
S22R, F288G, Q473H, A535S, R873S, S927G, M930R, L1128W) se prepararon y clonaron en la estructura principal
del plasmido de produccion de alcohol graso de bajo nimero de copias pCL1920 para generar los siguientes operones
de alcohol graso que difieren sélo en CarB. Se revirtié el codon de iniciacién de la traduccién (GTG) para todas las
variantes de CarB (CarB2, CarB7 y carB8) a ATG para maximizar la expresion.

pCL1920_PTrc_carB2_tesA alrAadpl_fabB[A329G]_fadR
pCL1920_PTRrRC_carB7_tesA_alrAadpl_fabB[A329G]_fadR
pCL1920_PTrc_carB8 tesA alrAadpl_fabB[A329G]_fadR

Se transformaron los plasmidos descritos anteriormente en una cepa basada en V668 con una copia de TE
cromosomico, y se examinaron las cepas resultantes en biorreactores tal como se describe en el ejemplo 4. En la
figura 16 se muestra la mejora (medida en % de alcoholes grasos en el producto de fermentacion del biorreactor) de
CarB7 y CarB8 con respecto a CarB2. El orden de actividad es CarB7 > CarB8 > CarB2. La mutacion de la posicién 3
de CarB7 (AGC a un coddn poco comun AGA R) conferia actividad mayor que CarB8, ademas, el andlisis de SDS-
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PAGE de proteinas solubles totales revel6é expresion mayor de CarB7 que CarB8 y CarB2. Los niveles de expresion
de CarB2 y CarB8 eran similares. Esto concuerda con los datos de CarB60 descritos en el ejemplo 6, tanto la mutacion
de la posicién 3 de codén poco comin AGA R como la etiqueta de CarB60 en su extremo N-terminal pueden mejorar
la expresion de CarB. Se entiende que CarB7 y CarB8 tendran un mejor rendimiento que CarB2 en cepas con flujo de
acidos grasos libres aumentado o bien modificando por ingenieria genética las cepas hospedadoras y/o bien
modificando por ingenieria genética los otros componentes del operén de produccién de alcohol graso.

Tabla 13: Sumario de variantes de CarB identificadas a partir de la biblioteca combinatoria en sistema de plasmido

doble.
Mutantes NORM FFA (%) | X-FIOC Mutaciones

P0O6B6 16,5 6,06 S3R, E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R873S, S927G, M930R,
L1128W

P13A3 23,9 4,18 D18R, E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, S927G, M930K, L1128W

P02A2 26,5 3,77 E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, V926E, S927K, M930R

PO5H3 26,7 3,75 D18R, E20R, 288G, Q473l, A535S, R827C, V926E, M930K, L1128W

P10F10 31,9 3,13 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, V926A, S927K, M930R

P01C12 34,2 2,92 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C

PO3B1 36,9 2,71 E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, M930R

PO6E4 36,9 2,71 E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, 1870L, S927G, M930R

P14C6 37,4 2,67 E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, I870L, S927G

PO5F10 40,4 2,48 D18R, E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, I870L, V926A,
S927G

P0O6C8 40,8 2,45 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, I870L, L1128W

P15E4 40,8 2,45 D18R, E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, 1870L, S927G,
L1128W

PO5H7 40,9 2,44 E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, 1870L, S927G, L1128W

P15A6 41 2,44 E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, 1870L, S927G, M930K,
L1128W

PO8F5 41,2 2,43 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, 1870L, S927G, M930K

pP14C7 41,3 2,42 E20R, F288G, Q473l, A535S, 1870L, M930K

P16H10 42,1 2,38 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, S927G, M930K, L1128W

P16A1 44,1 2,27 D18R, E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, S927G, L1128W

P14H4 44,2 2,26 E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, 1870L, S927G

P15C1 46,5 2,15 D18R, E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, 1870L, S927G,
L1128W

P16E5 47,2 2,12 D18R, E20R, S22R, F288G, Q473I, A535S, S927G, M930R, L1128W

P15A3 47,2 2,12 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, VI926E, S927G, M930R

PO5A2 52,4 1,91 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, 1870L, V926A, L1128W

CarB2 100 1 E20R, F288G, Q473l, A535S

CarB4 77,8 1,29 E20R, F288G, Q473H, A535S, R827A, S927G

CarB5 48,9 2,04 E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827A, S927G

CarB1 ND A535S

CarB natural |ND SEQ ID NO: 7

CarBDead ND S693A

Todos los métodos descritos en el presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que
se indique lo contrario en el presente documento o se contradiga claramente por el contexto de otra forma. El uso de
todos y cada uno de los ejemplos, o una expresion a modo de ejemplo (por ejemplo, “tal como”) proporcionados en el
presente documento, pretende meramente iluminar mejor la divulgacion y no supone una limitaciéon en el alcance de
la divulgaciéon a menos que se reivindique lo contrario. Ninguna expresién en la memoria descriptiva debe interpretarse
que indica que cualquier elemento no reivindicado sea esencial para la practica de la divulgacién. Debe entenderse
que la terminologia usada en el presente documento es para el fin de describir realizaciones particulares sélo, y no
pretende ser limitativa. Se describen en el presente documento realizaciones preferidas de esta divulgacion.
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Variaciones de esas realizaciones preferidas pueden resultar evidentes para los expertos habituales en la técnica tras
la lectura de la descripcién anterior.

Tabla 14: Secuencias

SEQ Descripcion Secuencia
ID
NO
1 cat-loxP-T5(en | TTGTCCATCTTTATATAATTTGGGGGTAGGGTGTTCTTTATGTAAAAAAAAC
frente de gittTAGGATGCATATGGCGGCCG CataacttcgtataGCATACA TtatacgaagttaTCTAGA
iFAB138) GTTGCATGCCTGCAGGtccgcttattatcacttattcaggegtagec Aaccaggegtttaagggeaccaataactg

CCttaaaaaaattacgccccgecectgecactcatcgeagtactgttgtaattcattaageatictgecgacatggaagecatcaca
aacggcatgatgaacctgaatcgecageggeatcageacctigtcgeettgegtataatatttgeccatggtgaaaacggggs
cgaagaagttgtccatattggecacgtitaaatcaaaactggtgaaactcacccagggattggctgagacgaaaaacatattcte
aataaaccctttagggaaataggccaggttttcaccgtaacacgccacatcttgcgaatatatgtgtagaaactgccggaaatcg
tcgtggtattcactccagagegatgaaaacgtitcagitigetcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactatcceatatca
ccagctcaccgtetttcattgecatacggaattceggatgageattcatcaggeggecaagaat gtgaataaaggecggataa
aacttgtgcttatttttctitacggtctitaaaaaggecgtaatatccagetgaacggictggttataggtacattgagecaactgactg
aaatgcctcaaaatgttctttacgatgccattgg gatatatcaacggtggtatatccagteatitttttctceattttagettecttaget
cctgaaaatctcgataactcaaaaaatacgeccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaaccicttacgtgeccgatca
acgtctcattttcgecaaaagttggeecagggceticccggtatcaacagggacaccaggatttatitatictgegaagtgatctte
cgtcacaggtatttattcGACTCTA GataacttcgtataGCATACATTATACGAAGTTATGGATC
CAGCTTATCGATACCGTCaaacAAATCATAAAAAATTTATTTGCTT Tcaggaaaatttt
tctgeTATAATAGATTCAATTGCGATGACGACGAACACGCACCTGCAGGAGGAG
ACCAATGATCATCAAACCTAAAATTCGTGGATTTATC

2 T5 (en frente de| TTGTCCATCTTTATATAATTTGGGGGTAGGGTGTTCTTTATGTAAAAAAAAC
iFAB138) gttt TAGGATGCATATGGCGGCCGCataacttegtataGCATACATTATACGAAGTTAT
GGATCCAGCTTATCGATACCGTCaaacAAATCATAAAAAATTITATTITGCTTTca
gganaattitictg TATAATAGATTCAATTGCGATGACGACGAACACGCACCTGCAG
GAGGAGACCAATGATCATCAAACCTAAAATTCGTGGATTTATC
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AlrA
Acinetobacter
sp. M-1

MSNHQIRAYAAMQAGEQVVPYQFDAGELKAHQVEVKVEYCGLCHSDLSVINN
EWQSSVYPAVAGHEIIGTHALGSEAKGLKLGQRVGIGWTAETCQACDPCIGGN
QVLCTGEKKATIGHAGGFADKVRAGWQWVIPLPDDLDPESAGPLLCGGITVL
DPLLKHKIQATHHVGVIGIGGLGHIAIKLLKAWGCEITAFSSNPDKTEELKANGA
DQVVNSRDAQAIKGTRWKLILSTANGTLNVKAYLNTLAPKGSLHFLGVTLEPI
PVSVGAIMGGAKSVTSSPTGSPLALRQLLQFAARKNIAPQVELFPMSQLNEAIER
LHSGQARYRIVLKADFD

AlrAadp1

MATTNVIHAYAAMQAGEALVPYSFDAGELQPHQVEVKVEYCGIL.CHSDVSVLN
NEWHSSVYPVVAGHEVIGTITQLGSEAKGLKIGQRVGIGWTAESCQACDQCISG
QQVLCTGENTATIGHAGGFADKVRAGWQWVIPLPDELDPTSAGPLLCGGITVF
DPILKHQIQAIHHVAVIGIGGLGHMAIKLLKAWGCEITAFSSNPNKTDELKAMG
ADHVVNSRDDAEIKSQQGKFDLLLSTVNVPLNWNAYLNTLAPNGTFHFLGVV
MEPIPVPVGALLGGAKSLTASPTGSPAAL RKLLEFAARKNIAPQIEMY

yigB

atgTCGATGATAAAAAGCTATGCCGCAAAAGAAGCGGGCGGCGAACTGGAA
GTTTATGAGTACGATCCCGGTGAGCTGAGGCCACAAGATGTTGAAGTGCAG
GTGGATTACTGCGGGATCTGCCATTCCGATCTGTCGATGATCGATAACGAAT
GGGGATTTTCACAATATCCGCTGGTTGCCGGGCATGAGGTGATTGGGCGCG
TGGTGGCACTCGGGAGCGCCGCGCAGGATAAAGGTTTGCAGGTCGGTCAGC
GTGTCGGGATTGGCTGGACGGCGCGTAGCTGTGGTCACTGCGACGCCTGTA
TTAGCGGTAATCAGATCAACTGCGAGCAAGGTGCGGTGCCGACGATTATGA
ATCGCGGTGGCTTTGCCGAGAAGTTGCGTGCGGACTGGCAATGGGTGATTC
CACTGCCAGAAAATATTGATATCGAGTCCGCCGGGCCGCTGTTGTGCGGCG
GTATCACGGTCTTTAAACCACTGTTGATGCACCATATCACTGCTACCAGCCG
CGTTGGGGTAATTGGTATTGGCGGGCTGGGGCATATCGCTATAAAACTTCTG
CACGCAATGGGATGCGAGGTGACAGCCTTTAGTTCTAATCCGGCGAAAGAG
CAGGAAGTGCTGGCGATGGGTGCCGATAAAGTGGTGAATAGCCGCGATCCG
CAGGCACTGAAAGCACTGGCGGGGCAGTTTGATCTCATTATCAACACCGTC
AACGTCAGCCTCGACTGGCAGCCCTATTTTGAGGCGCTGACCTATGGCGGTA
ATTTCCATACGGTCGGTGCGGTTCTCACGCCGCTGTCTGTTCCGGCCTTTAC
GTTAATTGCGGGCGATCGCAGCGTCTCTGGTTCTGCTACCGGCACGCCTTAT
GAGCTGCGTAAGCTGATGCGTTTTGCCGCCCGCAGCAAGGTTGCGCCGACC
ACCGAACTGTTCCCGATGTCGAAAATTAACGACGCCATCCAGCATGTGCGC
GACGGTAAGGCGCGTTACCGCGTGGTGTTGAAAGCCGATTTTtga
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NRRL 5646
CAR

MAVDSPDERLQRRIAQLFAEDEQVKAARPLEAVSAAVSAPGMRLAQIAATVM
AGYADRPAAGQRAFELNTDDATGRTSLRLLPRFETITYRELWQRVGEVAAAW
HHDPENPLRAGDFVALLGFTSIDYATLDLADIHLGAVTVPLQASAAVSQLIAILT
ETSPRLLASTPEHLDAAVECLLAGTTPERLVVFDYHPEDDDQRAAFESARRRLA
DAGSLVIVETLDAVRARGRDLPAAPLFVPDTDDDPLALLIYTSGSTGTPKGAMY
TNRLAATMWQGNSMLQGNSQRVGINLNYMPMSHIAGRISLFGVLARGGTAYF
AAKSDMSTLFEDIGLVRPTEIFFYPRVCDMVFQRYQSELDRRSVAGADLDTLDR
EVKADLRQNYLGGRFLVAVVGSAPLAAEMKTFMESVLDLPLHDGYGSTEAGA
SVLLDNQIQRPPVLDYKLVDVPELGYFRTDRPHPRGELLLKAETTIPGYYKRPE
VTAEIFDEDGFYKTGDIVAELEHDRLVYVDRRNNVLKLSQGEFVTVAHLEAVF
ASSPLIRQIFIYGSSERSYLLAVIVPTDDALRGRDTATLKSALAESIQRIAKDANL
QPYEIPRDFLIETEPFTIANGLLSGIAKLLRPNLKERY GAQLEQMYTDLATGQAD
ELLALRREAADLPVLETVSRAAKAMILGVASADMRPDAHFTDLGGDSLSALSFS
NLLHEIFGVEVPVGVVVSPANELRDLANYIEAERNSGAKRPTFTSVHGGGSEIR
AADLTLDKFIDARTLAAADSIPHAPVPAQTVLLTGANGYLGRFLCLEWLERLD
KTGGTLICVVRGSDAAAARKRLDSAFDSGDPGLLEHYQQLAARTLEVLAGDIG
DPNLGLDDATWQRLAETVDLIVHPAALVNHVLPYTQLFGPNVVGTAEIVRLAI
TARRKPVTYLSTVGVADQVDPAEYQEDSDVREMSAVRVVRESYANGYGNSK
WAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRSDMILAHSRYAGQLNVQDVFTRLILSLVATG
IAPYSFYRTDADGNRQRAHYDGLPADFTAAAITALGIQATEGFRTYDVLNPYD
DGISLDEFVDWLVESGHPIQRITDY SDWFHRFETAIRAL PEKQRQASVLPLLDAY
RNPCPAVRGAILPAKEFQAAVQTAKIGPEQDIPHLSAPLIDKY VSDLELLQLL*

carB

MTSDVHDATDGVTETALDDEQSTRRIAELYATDPEFAAAAPLPAVVDAAHKPG
LRLAEILQTLFTGYGDRPALGYRARELATDEGGRTVTRLLPRFDTLTYAQVWS
RVQAVAAALRHNFAQPIYPGDAVATIGFASPDYLTLDLVCAYLGLVSVPLQHN
APVSRLAPILAEVEPRILTVSAEYLDLAVESVRDVNSVSQLVVFDHHPEVDDHR
DALARAREQLAGKGIAVTTLDAIADEGAGLPAEPIYTADHDQRLAMILYTSGST
GAPKGAMYTEAMVARLWTMSFITGDPTPVINVNFMPLNHLGGRIPISTAVQNG
GTSYFVPESDMSTLFEDLALVRPTELGLVPRVADMLYQHHLATVDRLVTQGAD
ELTAEKQAGAELREQVLGGRVITGFVSTAPLAAEMRAFLDITLGAHIVDGYGLT
ETGAVTRDGVIVRPPVIDYKLIDVPELGYFSTDKPYPRGELLVRSQTLTPGYYKR
PEVTASVFDRDGYYHTGDVMAETAPDHLVYVDRRNNVLKLAQGEFVAVANL
EAVFSGAALVRQIFVYGNSERSFLLAVVVPTPEALEQYDPAALKAALADSLQRT
ARDAFELQSYEVPADFIVETEPFSAANGLLSGVGKLLRPNLKDRYGQRLEQMYA
DIAATQANQLRELRRAAATQPVIDTLTQAAATILGTGSEVASDAHFTDLGGDSL
SALTLSNLLSDFFGFEVPVGTIVNPATNLAQLAQHIEAQRTAGDRRPSFTTVHGA
DATEIRASELTLDKFIDAETLRAAPGLPKVTTEPRTVLLSGANGWLGRFLTLQW
LERLAPVGGTLITIVRGRDDAAARARIL TQAYDTDPELSRRFAELADRHLRVVA
GDIGDPNLGLTPEIWHRLAAEVDLVVHPAALVNHVLPYRQLFGPNVVGTAEVI
KLALTERIKPVTYLSTVSVAMGIPDFEEDGDIRTVSPVRPLDGGYANGYGNSKW
AGEVLLREAHDLCGLPVATFRSDMILAHPRYRGQVNVPDMFTRLLLSLLITGVA
PRSFYIGDGERPRAHYPGLTVDFVAEAVTTLGAQQREGYVSYDVMNPHDDGIS
LDVFVDWLIRAGHPIDRVDDYDDWVRRFETALTALPEKRRAQTVLPLLHAFRA
PQAPLRGAPEPTEVFHAAVRTAKVGPGDIPHLDEALIDKYIRDLREFGLI*

PPtasa es

EntD de E.

coli MG1655

MVDMKTTHTSLPFAGHTLHFVEFDPANFCEQDLLWLPHYAQLQHAGRKRKTE

HLAGRIAAVYALREYGYKCVPAIGELRQPVWPAEVYGSISHCGTTALAVVSRQ

PIGIDIEEIFSVQTARELTDNITPAEHERLADCGLAFSLALTLAFSAKESAFKASEI
QTDAGFLDYQIISWNKQQVIIHRENEMFAVHWQIKEKIVITLCQHD*

Del-fadE-F

AAAAACAGCAACAATGTGAGCTTTGTTGTAATTATATTGTAAACATATTGAT
TCCGGGGATCCGTCGACC

10

Del-fadE-R

AAACGGAGCCTTTCGGCTCCGTTATTCATTTACGCGGCTTCAACTTTCCTGT
AGGCTGGAGCTGCTTC
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11 fadE-L2 CGGGCAGGTGCTATGACCAGGAC

12 fadE-R1 CGCGGCGTTGACCGGCAGCCTGG

13 iFAB138 TGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTT
(ADN) CGGAATAGGAACTTCGAACTGCAGGTCGACGGATCCCCGGAATATTTAAAT

CATTTGTACTTTTTGAACAGCAGAGTCGCATTATGGCCACCGAAGCCCAGGC
TGTTGGACAGAACGTAGTTGACTTCTGCATTACGGCCCTCGTTAGGAACGTA
ATCCAGGTCGCATTCCGGATCCGCCTCTTTGTAGCCGATGGTCGGCGGAATG
AAACCCTCTTCAATAGCTTTGGCACAGATAATCGCTTCGACTGCACCGCCAG
CGCCCAGCAGGTGGCCGGTCATGCTCTTGGTGCTAGACACCGGCACTTTGTA
GGCGTATTCACCCAGGACCGTCTTGATCGCTTGGGTTTCGAAGCTGTCATTG
TACGCCGTGCTCGTACCGTGCGCGTTGATATAGGAAATGTCCTCTGGGCGGA
CATTATCTTCTTCCATTGCCAGTTTCATTGCACGTGCACCACCTTCACCATIC
GGCGCTGGGCTCGTGATATGATATGCGTCGCAGGTCGCACCATAGCCAACG
ATCTCGGCATAGATTTTGGCACCACGCTTCAGCGCGTGCTCCAACTCTTCCA
AGATAACGATACCGCTGCCCTCGCCCATCACAAAACCGCTGCGATCCTTATC
GAACGGGATGCTGGCGCGCTTCGGGTCCTCAGATTTGGTCACGGCCTTCATC
GAGGCAAAACCCGCCAGGCTCAACGGGGTGATACCTGCTTCGCTACCACCA
GAGATCATAACGTCGCTATAACCAAACTTAATGTTACGGAAGGACTCACCA
ATGCTGTTGTTCGCGCTCGCACATGCGGTGACAATGGTCGTGCAAATACCTT
TAGCGCCATAACGAATCGCCAGATTACCGCTTGCCATATTCGCAATGATCAT
CGGAATAGTCATAGGGCTCACACGACCCGGACCTTITGGTAATCAGCTTTTCA
TCCTGCTTCTCAATGGTGCCGATGCCGCCAATGCCGCTACCAACAATGACGC
CGAAACGATTCTTATCAATCGACTCCAGGTCCAGTTTGCTGTCCTTGATTGC
CTCATCCGCCGCAACGATCGCAAACTGGCTAAAACGGTCCATACGGTTCGC
CTCACGCTTGTCGATAAAGTCCTCCGGGGTGAAGTCCTTCACTTICGGCAGCC
AGCTTAACTTTGAAATCGGTTGCGTCAAACGCTTTGATCTTGTCAATGCCAC
ATTTACCCTCTTTGATGCTGCACCAGAAGCTATCAGCGTTGTTACCCACCGG
CGTCACTGCACCAATACCCGTAATGACAACGCGGCGATTCATttgttgecteettTT
Agaacgcggaagtatcctggaacaaaccgactttcaaategtgtecggtatagatcaggegaccatccaccagaacctcace
gtecgecaggeccatgatcaggegacggtttacgatacgtttgaaatgaatacgataggtgactttectggetgtcggeagaac
ctggccggtaaatttcacticgeccacgeccagagegeggcectttgectticgecgeccaaccageccaggtagaatcecace
aattgccacatagcatccagacccagacaaccgggeatcaccggategecgataaagtggeatccgaagaaccatagatcee
ggattgatatccagetcggettcgacatagecttigtcgaaattgeecgeeegtitcggteatettaacgacgeggtecatcatcag
catgttcggtgcagggaglitgcggecctitagecgecaaacagticaccacgaccagaggcaagaaggtctecitttgtatagga
ttcgegtttatctaccatgttttatgtaaaccttaaaaTTAAACCATGTACATTCCGCCGTTGACGTGC
AGAGTCTCACCAGTGATGTAACTCGCTTCGTCAGAGGCTAAAAATGCAACC
GCACTGGCGATTTCCTGAGCGCCGCCGAGGCGACCCGCAGGCACCTGCGCC
AGGATACCCGCACGCTGATCGTCAGACAGCGCACGCGTCATGTCCGTTTCA
ATAAAACCCGGAGCCACAACATTGACAGTAATACCACGGGACGCAACTTCA
CGCGCCAGTGATTTACTGAAACCGATCAGGCCCGCTTTCGCCGCAGCGTAGT
TTGCCTGACCTGCATTTCCCATGGTACCAACCACAGAACCAATAGTGATAAT
GCGACCACAACGCTTTTTCATCATAGCGCGCATTACCGCTTTTGACAGGCGG
AAAACGGATGATAAGTTGGTTTCGATAATATCGTTCCACTCATCATCTTTCA
TTCGCATCAACAGATTATCACGAGTGATACCGGCATTATTAACCAGGATATC
CACTTCACCAAATTCTGCGCGAATATTTTCCAGAACAGATTCAATAGATGCA
GGATCGGTCACATTCAACATCAAACCTTTCCCGTTAGCACCTAAATAGTCGC
TAATGTTCTTCGCACCATTTTCACTGGTCGCAGTCCCGATAACTTITCGCGCC
GCGGGCAACGAGAGTCTCTGCAATTGCGCGGCCTATGCCACGGCTTGCACC
AGTCACCAGCGCAATCTITTCCTTCAAAGCTCATGGTTTTCCTCTTTTATTGCG
TAAGTGCCGCAGACAGCGCCGCCGGCTCGTTCAGCGCCGACGCTGTCAGGG
TGTCGACAATACGTTTCGTCAGACCAGTGAGGACTTTACCTGGACCCACTTC
ATAAAGATGTTCAACGCCCTGCGCCGCGATAAATTCCACGCTCTTCGTCCAC
TGTACCGGATTGTACAACTGGCGAACCAGCGCATCGCGGATAGCGGCGGCA
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TCGGTTTCACATTTCACGTCAACGTTGTTCACTACCGGCACCGTTGGCGCGC
TAAAGGTAATTTTGGCTAATTCAACCGCCAGCTTATCTGCCGCTGGTTTCAT
CAGCGCGCAGTGCGACGGTACGCTCACCGGCAGCGGCAGCGCGCGTTTCGC
GCCAGCGGCTTTACAGGCTGCGCCCGCACGTTCTACCGCCTCTTTATGCCCG
GCGATAACCACCTGTCCCGGCGAGTTAAAGTTAACCGGCGAAACAACCTGC
CCTTCGGCAGATTCTTCACAGGCTTTAGCAATAGAGGCATCATCCAGCCCGA
TGATCGCAGACATGCCGCCAGTGCCTTCCGGAACCGCTTCCTGCATGAATTT
ACCGCGCATTTCCACCAGACGAACGGCATCAGCAAAGTTGATGACGCCAGC
GCAAACCAGCGCGGAATATTCGCCCAGGCTGTGACCTGCCATTAACGCAGG
CATTTTACCGCCCTGCTGCTGCCAAACGCGCCAAAGCGCGACGGAAGCGGT
TAATAACGCCGGCTGCGTCTGCCAGGTTTTATTCAGTTCTTCCGCTGGACCT
TGCTGGGTGAGCGCCCACAGATCATATCCCAGAGCCGCAGAAGCTTCAGCA
AACGTTTCTTCTACGATAGGGTAATTTGCCGCCATCTCGGCCAACATCCCAA
CGCTCTGAGAACCCTGACCGGGGAACACAAATGCAAATTGCGTCATGTTTA
AATCCTTATACTAGAAACGAATCAGCGCGGAGCCCCAGGTGAATCCACCCC
CGAAGGCTTCAAGCAATACCAGCTGACCGGCTTTAATTCGCCCGTCACGCA
CGGCTTCATCCAGCGCGCACGGCACAGAAGCCGCGGAGGTATTGCCGTGCC
TGTCCAGCGTGACGACGACATTGTCCATCGACATGCCGAGTTTTTTCGCTGT
CGCGCTAATGATACGCAGGTTAGCCTGATGCGGCACCAGCCAATCGAGTTC
TGAGCGATCCAGGTTATTAGCCGCCAGCGTCTCATCGACAATATGCGCCAGT
TCAGTGACCGCCACTTTAAAGACTTCATTGCCCGCCATTGTCAGGTAAATCG
GGTTATCCGGATTTACGCGATCGGCATTCGGCAGGGTCAGTAATTCACCGTA
ACGGCCATCGGCATGAAGATGAGTGGAGATAATACCCGGTTCTTCAGAAGC
GCTCAGTACGGCCGCGCCTGCGCCATCGCCGAAAATAATGATCGTACCGCG
ATCGCCAGGATCGCAAGTGCGGGCTAATACATCGGAACCGACCACCAGCGC
GTGTTTAACCGCGCCGGATTTAACGTACTGGTCGGCGATGCTTAACGCGTAG
GTGAAACCTGCGCACGCTGCCGCGACATCAAACGCCGGGCAACCTTTAATA
CCGAGCATACTTTGAATCTGACATGCCGCGCTTGGAAATGCATGCGTIGCTG
ATGTGGTAGCCACCACAATCAAGCCAATTTGGTCTITATCGATCCCCGCCAT
CTCAATCGCGCGATTCGCAGCGGTAAAGCCCATCGTCGCGACAGTTTCATTC
GGCGCGGCGATATGGCGTTTACGAATACCTGTACGAGTGACAATCCACTCG
TCAGAGGTCTCAACCATTTTITCCAGATCGGCGTTAGTCCGCACTTGTTCGG
GCAGATAGCTGCCAGTACCAATAATCTTCGTATACATGTACGCTCAGTCACT
aaaTTACTCGATATCAATCACATCAAATTCGACTTCTGGATTGACGTCAGCAT
CGTAATCAATGCCTTCAATGCCAAAGCCAAACAGCTTGATGAACTCTTCTTT
GTACATGTCGTAATCGGTCAGCTCACGCAGGTTCTCTGTGGTGATTTGTGGC
CACAGATCACGGCAGTGCTGCTGAATGTCATCACGCAGTTCCCAGTCATCCA
AACGCAGACGATTGTGATCATCCACTTCCGGCGCTGAACCATCT

14 DG150 GCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGTTGCTACGCCTG

15 DG131 GAGCCAATATGCGAGAACACCCGAGAA

16 LC277 CGCTGAACGTATTGCAGGCCGAGTTGCTGCACCGCTCCCGCCAGGCAG

17 LC278 GGAATTGCCACGGTGCGGCAGGCTCCATACGCGAGGCCAGGTTATCCAACG
18 DG407 AATCACCAGCACTAAAGTGCGCGGTTCGTTACCCG

19 DG408 ATCTGCCGTGGATTGCAGAGTCTATTCAGCTACG

20

Cebador 1 para
prep de
CarB60

GCAATTCCATATGACGAGCGATGTTCACGA

21

Cebador 2 para
prep de
CarB60

CCGCTCGAGTAAATCAGACCGAACTCGCG

41




ES 2786 633 T3

22 |Elconstuctode | ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGC
pET15b-carB (60
nt directamente en GGCAGCCAT
el sentido 5' del
gen carB)
23 carB60 ACGGATCCCCGGAATGCGCAACGCAATTAATGTaAGTTAGCGC
amplificado a partir
de PCL_carB60
usando cebador
directo
24 carB60 TGCGTCATCGCCATTGAATTCCTAAATCAGACCGAACTCGCGCAGG
amplificado a partir
de PCL_carB60
usando cebador
inverso
25 carB60 ATTCCGGGGATCCGTCGACC
amplificado a
partir de pAH56
usando cebador
directo
26 carB60 AATGGCGATGACGCATCCTCACG
amplificado a
partir de pAH56
usando cebador
inverso
27 Cebador HZ117 ACGGAAAGGAGCTAGCACATGGGCAGCAGCCATCATCAT
28 Cebador DG264 GTAAAGGATGGACGGCGGTCACCCGCC
29 Cebador DG263 CACGGCGGGTGACCGCCGTCCATCC
30 Cebador HZ118 TTAATTCCGGGGATCCCTAAATCAGACCGAACTCGCGCAGGTC
31 Cebador SL59 CAGCCGTTTATTGCCGACTGGATG
32 Cebador EG479 CTGTTTTATCAGACCGCTTCTGCGTTC
33 Cebador EG58 GCACTCGACCGGAATTATCG
34 Cebador EG626 GCACTACGCGTACTGTGAGCCAGAG
35 Cebador DG243 GAGGAATAAACCATGACGAGCGATGTTCACGACGCGACCGACGGC
36 Cebador DG210 CTAAATCAGACCGAACTCGCGCAGG
37 Cebador DG228 | CATGGTTTATTCCTCCTTATTTAATCGATAC
38 Cebador DG318 TGACCTGCGCGAGTTCGGTCTGATTTAG
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39

carA (proteina)

MTIETREDRFNRRIDHLFETDPQFAAARPDEAISAAAADPEL RLPAAVKQILAGY
ADRPALGKRAVEFVTDEEGRTTAKLLPRFDTITYRQLAGRIQAVTNAWHNHPV
NAGDRVAILGFTSVDYTTIDIALLELGAVSVPLQTSAPVAQLQPIVAETEPKVIAS
SVDFLADAVALVESGPAPSRLVVFDYSHEVDDQREAFEAAKGKLAGTGVVVE
TITDALDRGRSLADAPLYVPDEADPLTLLIYTSGSTGTPKGAMYPESKTATMWQ
AGSKARWDETLGVMPSITLNFMPMSHVMGRGILCSTLASGGTAYFAARSDLST
FLEDLALVRPTQLNFVPRIWDMLFQEYQSRLDNRRAEGSEDRAEAAVLEEVRT
QLLGGRFVSALTGSAPISAEMKSWVEDLLDMHLLEGYGSTEAGAVFIDGQIQRP
PVIDYKLVDVPDLGYFATDRPYPRGELLVKSEQMFPGYYKRPEITAEMFDEDG
YYRTGDIVAELGPDHLEYLDRRNNVLKLSQGEFVTVSKLEAVFGDSPLVRQIYV
YGNSARSYLLAVVVPTEEALSRWDGDELKSRISDSLQDAARAAGLQSYEIPRDF
LVETTPFTLENGLLTGIRKLARPKLKAHYGERLEQLYTDLAEGQANELRELRRN
GADRPVVETVSRAAVAILLGASVTDLRSDAHFTDLGGDSLSALSFSNLLHEIFDV
DVPVGVIVSPATDLAGVAAYIEGELRGSKRPTYASVHGRDATEVRARDLALGK
FIDAKTLSAAPGLPRSGTEIRTVLLTGATGFLGRYLALEWLERMDLVDGKVICL
VRARSDDEARARLDATFDTGDATLLEHYRALAADHLEVIAGDKGEADLGLDH
DTWQRLADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQMFGPNALGTAELIRIALTTTIKPYVY
VSTIGVGQGISPEAFVEDADIREISATRRVDDSYANGYGNSKWAGEVLLREAHD
WCGLPVSVFRCDMILADTTYSGQLNLPDMFTRLMLSLVATGIAPGSFYELDAD
GNRQRAHYDGLPVEFIAEAISTIGSQVTDGFETFHVMNPYDDGIGLDEY VDWLI
EAGYPVHRVDDYATWLSRFETALRALPERQRQASLLPLLHNYQQPSPPVCGAM
APTDRFRAAVQDAKIGPDKDIPHVTADVIVKYISNLQMLGLL*

40

FadD9
(proteina)

MSINDQRLTRRVEDLYASDAQFAAASPNEAITQAIDQPGVALPQLIRMVMEGY
ADRPALGQRALRFVTDPDSGRTMVELLPRFETITYRELWARAGTLATALSAEPA
IRPGDRVCVLGFENSVDYTTIDIALIRLGAVSVPLQTSAPVTGLRPIVTETEPTMIA
TSIDNLGDAVEVLAGHAPARLVVFDYHGKVDTHREAVEAARARLAGSVTIDTL
AELIERGRALPATPIADSADDALALLIYTSGSTGAPKGAMYRESQVMSFWRKSS
GWFEPSGYPSITLNFMPMSHVGGRQVLYGTLSNGGTAYFVAKSDLSTLFEDLA
LVRPTELCFVPRIWDMVFAEFHSEVDRRLVDGADRAALEAQVKAELRENVLG
GRFVMALTGSAPISAEMTAWVESLLADVHLVEGYGSTEAGMVLNDGMVRRPA
VIDYKLVDVPELGYFGTDQPYPRGELLVKTQTMFPGYYQRPDVTAEVFDPDGF
YRTGDIMAKVGPDQFVYLDRRNNVLKLSQGEFIAVSKLEAVFGDSPLVRQIFIY
GNSARAYPLAVVVPSGDALSRHGIENLKPVISESLQEVARAAGLQSYEIPRDFIIE
TTPFTLENGLLTGIRKLARPQLKKFYGERLERLYTELADSQSNELRELRQSGPDA
PVLPTLCRAAAALLGSTAADVRPDAHFADLGGDSLSALSLANLLHEIFGVDVPV
GVIVSPASDLRAILADHIEAARTGVRRPSFASIHGRSATEVHASDLTLDKFIDAAT
LAAAPNLPAPSAQVRTVLLTGATGFLGRYLALEWLDRMDLVNGKLICLVRARS
DEEAQARLDATFDSGDPYLVRHYRELGAGRLEVLAGDKGEADLGLDRVTWQR
LADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQLFGPNAAGTAELLRLALTGKRKPYIYTSTIA
VGEQIPPEAFTEDADIRAISPTRRIDDSYANGYANSKWAGEVLLREAHEQCGLP
VIVFRCDMILADTSYTGQLNLPDMFTRLMLSLAATGIAPGSFYELDAHGNRQR
AHYDGLPVEFVAEAICTLGTHSPDRFVTYHVMNPYDDGIGLDEFVDWLNSPTS
GSGCTIQRIADYGEWLQRFETSLRALPDRQRHASLLPLLHNYREPAKPICGSIAP
TDQFRAAVQEAKIGPDKDIPHLTAAITAKYISNLRLLGLL*
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41

carA (ADN)

atgacgatcgaaacgcgcgaagaccgcttcaaccggegceattgaccacttgticgaaaccgacccgcagticgecgecgee
cgteccgacgaggegatcagegeggctgecgeegatceggagttgegecttcctgecgeggtcaaacagattetggeegge
tatgcggaccgeectgegetgggcaagegegeegtcgagticgtcaccgacgaagaaggecgeaccaccgegaagetect
gececgettcgacaccatcacctaccgteagetcgeaggecggatecaggecgtgaccaatgectggeacaaccatceggt
gaatgceggtgaccgegtggecatectgggittcaccagtgicgactacacgacgatcgacatcgecctgeicgaactcgge
geegtgteegtaccgetgecagaccagtgegecggtggeccaactgcagecgategicgecgagaccgageccaaggtgat
cgegtegagegtegacticetcgecgacgeagtegetetegtegagtccgggeccgegeegtegegactggtggtgttcgac
tacagccacgaggtcgacgatcagegtgaggegticgaggeggecaagggcaagetcgeaggeaceggegtegtegteg
agacgatcaccgacgeactggaccgegggeggteactcgecgacgeaccgetctacgtgeccgacgaggecgaceegcet
gacccttetcatctacacetecggeageaccggeacteccaagggegegatgtacceccgagtccaagaccgecacgatgtg
gcaggeegggtecaaggeccggtgggacgagacectcggegtgatgecgtegatcacectgaacttcatgeccatgagica
cgtecatggggcgcgecatectgtgecageacactcgecageggeggaaccegegtacticgecgeacgeagegaccigieea
ccttcetggaggacctegeoctegtgeggeccacgeagetcaacttegttectcgeatetgggacatgetgticcaggagtace
agagecgectcgacaaccgecgegecgagggatecgaggaccgagecgaageegeagtectcgaagaggteegeacee
aactgctcggegggcegattcgtitcggeectgaccggatcggeteccatctcggeggagatgaagagetgggicgaggacct
getcgacatgeatctgetggagggetacggetecaccgaggecggegeggtgticatcgacgggcagatccagegeecge
cggtcatcgactacaagcetggtcgacgtgeccgateteggetacttcgecacggaccggeectaccegegeggcgaactict
ggtcaagtccgagceagatgticcececggcetactacaagegteccggagatcaccgecgagatgticgacgaggacgggtacta
ccgeaccggegacalegtegecgagetegggeccgaccatelcgaatacctcgaccgecgeaacaacgtgetgaaactgte
geagggegaattcgtcacggtetecaagetggaggeggtgticggegacageecectggtacgecagatctacgtetacgge
aacagcgegeggtectatetgetggecggtegtggteccgaccgaagaggeactgteacgtiggoacggtgacgaactcaag
tcgecgeatcagegactcactgeaggacgeggeacgagecgecggattgeagtegtatgagatecegegtgacticetegicg
agacaacacctttcacgctggagaacggectgetgaceggtatcegeaagetggeecggecgaaactgaaggegeactacg
gcgaacgectcgaacagetctacaccgacctggecgaggggeaggccaacgagitgegegagttgegecgeaacggage
cgaccggeeegtggtegagaccgtcageegegeegeggiegeactgeteggtgectcegtcacggatctgeggtecgatge
geacttcaccgatctgggtggagattcgttgtcggecttgagettctcgaacctgttgeacgagatcttcgatgtegacgtgeeg
gtcggegteategteageccggecaccgacctggeaggegtegeggectacategagggegaactgegeggetecaageg
ccccacatacgegtcggtgcacgggegegacgecaccgaggtgegegegegtgatctegeectgggcaagticatcgacg
ccaagaccetgtccgecgegecgggtctgecgegticgggeaccgagatccgeaccgtgetgetgaccggegecaccggg
ttcctgggccgetatctggegetggaatggetggagegeatggacctggtggacggeaaggtgatctgeetggtgegegece
geagegacgacgaggeccggegegegtetggacgeeacgticgacaccggggacgegacactgetcgageactacegeg
cgetggeagecgatcacctegaggigatcgecggtgacaagggegaggecgatetgggtetcgaccacgacacgtggeag
cgactggccgacaccgicgatetgategtegatceggecgecctggteaateacgteetgeegtacagecagatgticggace
caatgcgctcggeaccgecgaactcatccggatcgegetgaccaccacgatcaagecgtacgtgtacgtctcgacgateggt
gtgggacagggcatctcccecgaggegticgtegaggacgecgacatccgegagalcagegegacgegeegggtegacg
actcgtacgccaacggctacggeaacagcaagtgggeecggegaggtectgetgegggaggcgeacgactggtgtggtetg
ccggtetcggtgticegetgegacatgatectggccgacacgacctactcgggtcagetgaacctgecggacatgttcaceeg
cctgatgetgagectegtggegaccggeatcgegeecggticgtictacgaacicgatgeggacggeaaccggrcagegegc
ccactacgacgggctgeeegtggagticatcgecgaggcgatctccaccatcggetegeaggteacegacggattcgagac
gttccacgtgatgaaccegtacgacgacggceatcggectegacgagtacgtggactggetgatcgaggeeggctaccecgt
geaccgegtcgacgactacgecacctggetgagecggttcgaaaccgeactgegggeectgecggaacggceaacgicag
geetcgetgetgecgetgetgeacaactatcageagecctcaccgeecgtgtgeggtgccatggeacccaccgacceggtice
gtgeegeggtgcaggacgegaagatcggecccgacaaggacattcegeacgteacggecgacgtgategtcaagtacatc
agcaacctgcagatgctcggattgctgtaa
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42

FadD9 (ADN)

atgtcgatcaacgatcagecgactgacacgecgegtcgaggacctatacgecagegacgeccagticgeegeegecagiece
aacgaggcgatcacccaggegatcgaccageececggggtegegeticcacagetcatcegtatggtcatggaggectacgee
gatcggecggeacticggecagegtgegetecgettcgtcaccgacceegacageggecgeaccatggtegagetactgee
geggttegagaccatcacctacegegaactgtgggeccgegeeggeacattggecaccgegtigagegetgagecegegat
ceggecgggegacegggtttgegtgetggecticaacagegtcgactacacaaccatcgacatcgegetgatccggliggoc
gecgtgteggticcactgcagaccagtgegeeggtecaccgggtigegeecgategtcacegagacecgagecgacgatgate
g_c':caccagcatcgacaatcttggc gacgcegtcgaagtgetggeecggteacgeeceggeecggetggtegtattegattace
acggcaaggttgacacccaccgegaggecgtcgaagecgeccgageteggttggeceggcteggigaccatcgacacactt
geegaactgatcgaacgeggcagggegetgeeggecacaccceatigeegacagegeegacgacgegetggegetgetga
tttacacctcgggtagtaccggegeacccaaaggegecatgtatcgegagagecaggtgatgagcettctggegcaagtcgag
tggctgpticgagecgageggttacceetegatcacgetgaacttcatgecgatgagecacgtcgggggecgtcaggtgctct
acgggacgctttccaacggeggtaccgectacticgtegecaagagegacctgicgacgetgticgaggacctegeeetggt
geggeecacagaattgtgettcgtgecgegeatetgggacatggtgttcgeagagticcacagegaggtegaccgeegettg
glggacggegeegatcgageggegetggaagegeaggtgaaggecgagetgeggoagaacgtgcteggecggacggtit
gtcatggegctgaccggttccgegeegatetccgetgagatgacggegtgggtegagteectgetggeegacgtgeatttggt

gagggttacggctccaccgaggecgggatggtcctgaacgacggeatggtgeggegececgeggtgatcgactacaage
tgglegacgtgeecgagetgggctacttcggeaccgatcageectacceecggggegagetgetggicaagacgeaaacea
tgttcecegectactaccagegeccggatgtcaccgecgaggtettcgaccecgacggetictaccggaccggggacatcat
ggccaaagtaggeeccgaccagttcgtctacctcgaccgecgeaacaacgtgctaaagetctcccagggegagttcatcgee
gtgtcgaagetcgaggeggtgticggcgacageccgetggtccgacagatcticatctacggeaacagtgeeegggectace
cgetggegetggttgtccegteccggggacgegetttctcgecatggeatcgagaatctcaageccgtgatcagegagtecctg
caggaggtagcgagggcggccggcctgeaatcctacgagaticecacgegacticatcatcgaaaccacgecgttcaceetg
gagaacggcectgetcaccggeatccgeaagetggeacgeecgeagttgaagaagtictatggegaacgtetegageggete
tataccgagetggccgatagecaatccaacgagetgegegagetgeggeaaageggtecegatgegeeggtgcticcgacg
ctgtgeegtgecgeggetgegitgetgggetctaccgetgeggatgtgeggecggacgegeacticgecgacetgggtgglg
actcgctetcggegetgtegttggecaacctgetgeacgagatetteggegtegacgtgeeggtgggtoteattgtcageceg
geaagegacetgegggcecctggeegaccacatcgaageagegegeaccggegtecaggegacecagettcgectegatac
acggtcgetecgegacggaagtgeacgecagegaccetcacgetggacaagttcatcgacgetgecaccetggecgeagee
ccgaacctgecggeaccgagegeccaagtgegeaccgtactgetgaccggegecaccggcetitttgggtegetacetggeg
ctggaatggetcgaccgeatggacctggtcaacggcaagetgatetgectggtecgegecagatecgacgaggaageacaa
geecggetggacgegacgticgatageggegaccegtatitggtgecggeactaccgegaattgggegeeggeegectcga
ggtectegecggegacaagggegaggccgacctgggectggacegggtcacctggeageggetagecgacacggigga
cctgategtggaccecgeggecctggtcaaccacgtgetgecgtatagecagetgticggeccaaacgeggegggcaccege
cgagttgcttcggetggegetgaccggeaagegeaagecatacatctacacctcgacgatcgecgtgggcgageagatece
geeggageegticaccgaggacgecgacatcegggecatcagecegacccgeaggatcgacgacagetacgecaacgg
ctacgcgaacagcaagtgggecggegaggtgctgetgegegaagetcacgageagtgeggectgeeggtgacggtettee
gctgegacatgatcetggecgacaccagetataccggtecagetcaacctgeeggacatgttcaceeggetgatgetgagectg
gecegetaccggeatecgeacccggttegtictatgagetggatgegeacggeaatcggeaacgegeccactatgacggettge
cggtcgaattcgtcgecagaagecatttgeacccttgggacacatageeceggacegttitgtcacctaccacgtgatgaacceect
acgacgacggcatcgggctggacgagticgtcgactggctcaactccecaactagegggtecggttgecacgatccagegga
tcgecgactacggegagtggetgeageggticgagacttcgetgegtgecttgecggatcgecagegeecacgectegetget
gececettgetgeacaactaccgagagectgeaaagecgatatgegggteaategegeccacegaccagttccgegetgecgtc
caagaagcgaaaatcggtecggacaaagacattccgeaccteacggeggegatcategegaagtacatcagcaacctgega
ctgctcgggcetgctgtga
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43

carB (ADN)

atgaccagcgatgticacgacgecacagacggcgtcaccgaaaccgeacicgacgacgageagtegaceegecgeatcge
cgagctglacgeeaccgateccgagitcgeegeegeegeaccgttgeeegecgtggtegacgeggegeacaaacecggge
tgcggctggecagagatectgcagacectgttcaccggetacggtgaccgeceggegetgggataccgegecegtgaactgg
ccaccgacgagggcgggcgcaccgtgacgegtetgetgecgeggticgacacectcacctacgeccaggtgtggtegege
gigcaagcggicgecgeggeectgegecacaacticgegeagecgatctaccecggegacgeegtegegacgateggttic
gcgagtcecgattacctgacgetggatctcgtatgegectacctgggectegtgagigttcecgetgeageacaacgeacceggt
cageceggetcgecccgatectggecgaggtegaaccgeggatecteacegtgagegecgaatacetegacetegeagtega
atcegtgegggacgtcaacteggtgtegeagetegtggtgticgaccatcacccegaggtegacgaccaccgegacgeact
ggccecgegegegtgaacaactcgecggeaagggceatcgeegteaccaceetggacgegatcgecgacgagggcgeegg
getgeeggecgaaccgatctacaccgecgaccatgatcagegecetecgegatgatectgtacacetegggttccaccggegea
cccaagggtgcgatgtacaccgaggegatggtggcgeggctgtggaccatgtegttcatcacgggtgaccecacgecggte
atcaacgtcaacticatgecgctcaaccacctgggegggcgeatceccatticcaccgecgtgeagaacggtggaaccagita
cttcgtaccggaatccgacatgtccacgetgttcgaggatctcgegetggtgegeccgaccgaacteggectggticegegeg
tcgecgacatgetctaccagcaccacetegecaccgtcgacegectggicacgeagggegeegacgaactgaccgeegag
aagcaggccggtgccgaactgegtgageaggtgetcggcggacgegtgatcaceggaticgicageaccgeacegetgec
cgcggagatgaggecgttcctcgacatcaccctgggegeacacatcgtegacggetacgggetcaccgagaccggegeeg
tgacacgcgacggtgtgateglgeggecaccggtgatcgactacaagetgatcgacgticcegaacteggetacttcageac
cgacaagccctacccgegtggegaactgetggtcaggtcgecaaacgetgactcecgggtactacaagegecccgaggteac
cgegagegicticgaccgggacggctactaccacaccggegacgtcatggecgagaccgeacccgaccacctggtgtacyg
tggaccgtcgcaacaacgtccicaaactcgegeagggegagticgtggeggtcgecaacctggaggacggtgtteteceggeg
cggcgctggtgcgecagatettcgtgtacggcaacagegagegeagtttectictggeegtggtggiceccgacgecggaggc
gctcgagceagtacgatccggecgegeicaaggecgegetggeegactcgetgeagegeaccgeacgegacgeegaactg
caatcctacgaggtgecggcecgatttcatcgtcgagaccgageegticagegecgecaacgggetgetgtegggtgteggaa
aactgetgeggcccaacctcaaagaccgetacgggcagegectggageagatgtacgeegatatcgeggecacgeaggec
aaccagttgcgegaactgeggegegeggeegecacacaaccggtgatcgacacecicacccaggecegetgecacgatcect
cggcaccgggagegaggtggcatccgacgeccacticaccgaccigggeggeggattcectgicggegetgacactitcgaa
cetgetgagegatttctteggtitcgaagttceegteggeaccategtgaacceggecaccaacctegeccaactegeccage
acatcgaggegeagegeaccgegggtgaccgeaggecgagtttcaccaccgtgeacggegeggacgecaccgagateeg
ggcgagtgagetgacceiggacaagttcatcgacgecgaaacgetecgggecgeaccgggtetgeccaaggtcaccaceg
agccacggacggtottgctctcgggcgecaacggctggetgggccggticetcacgttgeagtgctggaacgectggeac
ctgteggeggeaccctcatcacgategtgegggeccgegacgacgecgeggeccgegeacggcetgacecaggectacga
caccgatcccgagttgtcecgecgettcgecgagetggecgacc gccacctgé ggetggtcgecggtgacatcggegacce
gaatctgggcctcacaccegagatctggecaccggetegecgecgaggtegaccetgatgatgcatceggeagegetggtcaa
ccacgtgeteccetaccggeagetgtteggecccaacgtegtgggeacggecgaggtgatcaagetggecctcaccgaacg
gatcaagcccgtcacgtacctgtecaccgigtcggtggccalggggatcceegacticgaggaggacggegacatccggac
cgtgagcecggtgegeccgetegacggeggatacgecaacggetacggeaacageaagtgggccggegaggtectgctg
cgggaggcccacgatctgtgegggetgecegtggegacgticegetcggacatgatectggegeatecgegetaccgeggt
caggtcaacgtgccagacatgticacgegactectgttgagectcttgatcaccggegicgegecgeggtegtictacatcgga
gacggtgagcgeecgegggcgeactaccecggectgacggtegatttegtggecgaggeggtecacgacgetcggegege
agcagcgecgagggatacgtgtectacgacgtgatgaacccgecacgacgacgggatetcectggatgtgttegtggactggct
gatccgggegggccatccgatcgacegggtegacgactacgacgactgggtgcgteggttcgagaccgegttgaccgege
ttcccgagaagegecgegeacagacegtactgecgetgetgeacgegttccgegetecgecaggcacegttgegeggcegea
cecgaacccacggaggtgttccacgecgeggtgegeaccgegaaggtggeccegggagacateecgeacetecgacgag
gegetgatcgacaagtacatacgegatctgegtgagttcggtetgatetga
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44

carB60 (ADN)

atgggcagcagecatcatcatcatcatcacagcageggectggtgecgegeggeagecatATGACGAGCGATG
TTCACGACGCGACCGACGGCGTTACCGAGACTGCACTGGATGATGAGCAGA
GCACTCGTCGTATTGCAGAACTGTACGCAACGGACCCAGAGTTCGCAGCAG
CAGCTCCTCTGCCGGCCGTTGTCGATGCGGCGCACAAACCGGGCCTGCGTCT
GGCGGAAATCCTGCAGACCCTGTTCACCGGCTACGGCGATCGTCCGGCGCT
GGGCTATCGTGCACGTGAGCTGGCGACGGACGAAGGCGGTCGTACGGTCAC
GCGTCTGCTGCCGCGCTTCGATACCCTGACCTATGCACAGGTGTGGAGCCGT
GTTCAAGCAGTGGCTGCAGCGTTGCGTCACAATTTCGCACAACCGATTTACC
CGGGCGACGCGGTCGCGACTATCGGCTTTGCGAGCCCGGACTATTTGACGC
TGGATCTGGTGTGCGCGTATCTGGGCCTGGTCAGCGTTCCTTTGCAGCATAA
CGCTCCGGTGTCTCGCCTGGCCCCGATTCTGGCCGAGGTGGAACCGCGTATT
CTGACGGTGAGCGCAGAATACCTGGACCTGGCGGTTGAATCCGTCCGTGAT
GTGAACTCCGTCAGCCAGCTGGTTGTITTCGACCATCATCCGGAAGTGGACG
ATCACCGTGACGCACTGGCTCGCGCACGCGAGCAGCTGGCCGGCAAAGGTA
TCGCAGTTACGACCCTGGATGCGATCGCAGACGAAGGCGCAGGTTTGCCGG
CTGAGCCGATTTACACGGCGGATCACGATCAGCGTCTGGCCATGATTCTGTA
TACCAGCGGCTCTACGGGTGCTCCGAAAGGCGCGATGTACACCGAAGCGAT
GGTGGCTCGCCTGTGGACTATGAGCTTTATCACGGGCGACCCGACCCCGGTT
ATCAACGTGAACTTCATGCCGCTGAACCATCTGGGCGGTCGTATCCCGATTA
GCACCGCCGTGCAGAATGGCGGTACCAGCTACTTCGTTCCGGAAAGCGACA
TGAGCACGCTGTTTGAGGATCTGGCCCTGGTCCGCCCTACCGAACTGGGTCT
GGTGCCGCGTGTTGCGGACATGCTGTACCAGCATCATCTGGCGACCGTGGA
TCGCCTGGTGACCCAGGGCGCGGACGAACTGACTGCGGAAAAGCAGGCCG
GTGCGGAACTGCGTGAACAGGTCTTGGGCGGTCGTGTTATCACCGGTTTTGT
TTCCACCGCGCCGTTGGCGGCAGAGATGCGTGCTTTTCTGGATATCACCTTG
GGTGCACACATCGTTGACGGTTACGGTCTGACCGAAACCGGTGCGGTCACC
CGTGATGGTGTGATTGTTCGTCCTCCGGTCATTGATTACAAGCTGATCGATG
TGCCGGAGCTGGGTTACTTCTCCACCGACAAACCGTACCCGCGTGGCGAGC
TGCTGGTTCGTAGCCAAACGTTGACTCCGGGTTACTACAAGCGCCCAGAAG
TCACCGCGTCCGTTTTCGATCGCGACGGCTATTACCACACCGGCGACGTGAT
GGCAGAAACCGCGCCAGACCACCTGGTGTATGTGGACCGCCGCAACAATGT
TCTGAAGCTGGCGCAAGGTGAATTTGTCGCCGTGGCTAACCTGGAGGCCGT
TTTCAGCGGCGCTGCTCTGGTCCGCCAGATTTTCGTGTATGGTAACAGCGAG
CGCAGCTTTCTGTTGGCTGTTGTTGTCCCTACCCCGGAGGCGCTGGAGCAAT
ACGACCCTGCCGCATTGAAAGCAGCCCTGGCGGATTCGCTGCAGCGTACGG
CGCGTGATGCCGAGCTGCAGAGCTATGAAGTGCCGGCGGACTTCATTGTTG
AGACTGAGCCTTTTAGCGCTGCGAACGGTCTGCTGAGCGGTGTTGGCAAGTT
GCTGCGTCCGAATTTGAAGGATCGCTACGGTCAGCGTTTGGAGCAGATGTA
CGCGGACATCGCGGCTACGCAGGCGAACCAATTGCGTGAACTGCGCCGTGC
TGCGGCTACTCAACCGGTGATCGACACGCTGACGCAAGCTGCGGCGACCAT
CCTGGGTACCGGCAGCGAGGTTGCAAGCGACGCACACTTTACTGATITGGG
CGGTGATTCTCTGAGCGCGCTGACGTTGAGCAACTTGCTGTCTGACTTICTTT
GGCTTTGAAGTCCCGGTTGGCACGATTGTTAACCCAGCGACTAATCTGGCAC
AGCTGGCGCAACATATCGAGGCGCAGCGCACGGCGGGTGACCGCCGTCCAT
CCTTTACGACGGTCCACGGTGCGGATGCTACGGAAATCCGTGCAAGCGAAC
TGACTCTGGACAAATTCATCGACGCTGAGACTCTGCGCGCAGCACCTGGTTT
GCCGAAGGTTACGACTGAGCCGCGTACGGTCCTGTTGAGCGGTGCCAATGG
TTGGTTGGGCCGCTTCCTGACCCTGCAGTGGCTGGAACGTTTGGCACCGGTT
GGCGGTACCCTGATCACCATTGTGCGCGGTCGTGACGATGCAGCGGCACGT
GCACGTTTGACTCAGGCTTACGATACGGACCCAGAGCTGTCCCGCCGCTTCG
CTGAGTTGGCGGATCGCCACTTGCGTGTGGTGGCAGGTGATATCGGCGATC
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CGAATCTGGGCCTGACCCCGGAGATTTGGCACCGTCTGGCAGCAGAGGTCG
ATCTGGTCGTTCATCCAGCGGCCCTGGTCAACCACGTCCTGCCGTACCGCCA
GCTGTTTGGTCCGAATGTTGTTGGCACCGCCGAAGTTATCAAGTTGGCTCTG
ACCGAGCGCATCAAGCCTGTTACCTACCTGTCCACGGTTAGCGTCGCGATGG
GTATTCCTGATTTTGAGGAGGACGGTGACATTCGTACCGTCAGCCCGGTTCG
TCCGCTGGATGGTGGCTATGCAAATGGCTATGGCAACAGCAAGTGGGCTGG
CGAGGTGCTGCTGCGCGAGGCACATGACCTGTGTGGCCTGCCGGTTGCGAC
GTTTCGTAGCGACATGATTCTGGCCCACCCGCGCTACCGTGGCCAAGTGAAT
GTGCCGGACATGTTCACCCGTCTGCTGCTGTCCCTGCTGATCACGGGTGTGG
CACCGCGTTCCTTCTACATTGGTGATGGCGAGCGTCCGCGTGCACACTACCC
GGGCCTGACCGTCGATTTTGTTGCGGAAGCGGTTACTACCCTGGGTGCTCAG
CAACGTGAGGGTTATGTCTCGTATGACGTTATGAATCCGCACGATGACGGT
ATTAGCTTGGATGTCTTTGTGGACTGGCTGATTCGTGCGGGCCACCCAATTG
ACCGTGTTGACGACTATGATGACTGGGTGCGTCGTTITTGAAACCGCGTTGAC
CGCCTTGCCGGAGAAACGTCGTGCGCAGACCGTTCTGCCGCTGCTGCATGCC
TTTCGCGCGCCACAGGCGCCGTTGCGTGGCGCCCCTGAACCGACCGAAGTG
TTTCATGCAGCGGTGCGTACCGCTAAAGTCGGTCCGGGTGATATTCCGCACC
TGGATGAAGCCCTGATCGACAAGTACATCCGTGACCTGCGCGAGTTCGGTC
TGATTTAG
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25 <170> PatentIn versién 3.5
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<400> 1
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ttgtccatct ttatataatt tgggggtagg gtgttcttta tgtaaaaaaa acgttttagg 60
atgcatatgg cggccgcata acttcgtata gcatacatta tacgaagtta tctagagttg 120
catgcctgea ggtccgetta ttatcactta ttcaggegta gecaaccagge gtttaaggge 180
accaataact gccttaaaaa aattacgccc cgeccctgeca ctcatcgcag tactgttgta 240
attcattaag cattctgcecg acatggaage catcacaaac ggcatgatga acctgaatcg 300
ccagcggcat cagcaccttg tcgeecttgeg tataatattt geccatggtg aaaacggggg 360
cgaagaagtt gtccatattg gccacgttta aatcaaaact ggtgaaactc acccagggat 420
tggctgagac gaaaaacata ttctcaataa accctttagg gaaataggec aggtttteac 480
cgtaacacgc cacatcttgc gaatatatgt gtagaaactg ccggaaatcg tcgtggtatt 540
cactccagag cgatgaaaac gtttcagttt gctcatggaa aacggtgtaa caagggtgaa 600
cactatccca tatcaccagc tcaccgtctt tcattgccat acggaattcc ggatgagcat 660
tcatcaggcg ggcaagaatg tgaataaagg ccggataaaa cttgtgctta tttttcettta 720
cggtctttaa aaaggccgta atatccaget gaacggtctg gttataggta cattgagcaa 780
ctgactgaaa tgcctcaaaa tgttctttac gatgecattg ggatatatca acggtggtat 840
atccagtgat ttttttctce attttagett ccttagetccec tgaaaatctce gataactcaa 900
aaaatacgcc cggtagtgat cttatttcat tatggtgaaa gttggaacct cttacgtgcc 960
gatcaacgtec tcattttcgec caaaagttgg cccagggctt cccggtatca acagggacac 1020
caggatttat ttattctgcg aagtgatctt ccgtcacagg tatttattcg actctagata 1080
acttcgtata gcatacatta tacgaagtta tggatccagc ttatcgatac cgtcaaacaa 1140
atcataaaaa atttatttgc tttcaggaaa atttttctgt ataatagatt caattgcgat 1200
gacgacgaac acgcacctgc aggaggagac ca 1232
<210> 2
<211> 232
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223>/nota” “Descripcion de secuencia artificial: Polinucledétido sintético”
<400> 2
ttgtccatct ttatataatt tgggggtagg gtgttcttta tgtaaaaaaa acgttttagg 60
atgcatatgg cggccgcata acttcgtata gcatacatta tacgaagtta tggatccage 120
ttatcgatac cgtcaaacaa atcataaaaa atttatttge tttcaggaaa atttttctgt 180
ataatagatt caattgcgat gacgacgaac acgcacctgc aggaggagac ca 232
<210> 3
<211> 340
<212> PRT
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<213> Acinetobacter sp.

<400> 3

Gln

val

val

His

65

Leu

Gln

Ser

val

Glu

Ile

50

Glu

Lys

Ala

Asn

Val

Vval

35

Asn

Ile

Leu

Cys

His

Pro

20

Lys

Asn

Ile

Gly

Asp
100

Gln

Tyr

val

Glu

Gly

Gln

85

Pro
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Ile

Gln

Glu

Trp

Thr

70

Arg

Cys

Arg

Phe

Tyr

Gln

55

Ile

val

Ile

Ala

Asp

Cys

40

Ser

Ile

Gly

Gly

50

Tyr

Ala

25

Gly

Ser

Ala

Ile

Gly
105

Ala

Gly

Leu

Vval

Leu

Gly

90

Asn

Ala

Glu

Cys

Tyr

Gly

5

Trp

Gln

Met

Leu

His

Pro

60

Ser

Thr

Val

Gln

Lys

Ser

45

Ala

Glu

Ala

Ala

Ala

30

Asp

val

Ala

Glu

Cys
110

Gly

His

Ala

Lys

Thr

95

Thr

Glu

Gln

Ser

Gly

Gly

80

Cys

Gly



Glu Lys

Val Arg
130

Pro Glu
145

Pro Leu

Gly Ile

Gly Cys

Leu Lys
210

Ala Ile
225

Gly Thr

Ser Leu

Gly Ala

Ser Pro
290

Ile Ala
305

Ile Glu

Ala Asp

<210>4
<211> 314
<212> PRT

Lys
115

Ala

Ser

Gly

Glu

195

Ala

Lys

Leu

His

Ile

275

Leu

Pro

Arg

Phe

<213> Acinetobacter sp.

<400> 4

Ala

Gly

Ala

Lys

Gly

180

Ile

Asn

Gly

Asn

Phe

260

Met

Ala

Gln

Leu

Asp
340

Thr

Trp

Gly

His

165

Leu

Thr

Gly

Thr

Val

245

Leu

Gly

Leu

Val

His
325
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Ile

Gln

Pro

150

Lys

Gly

Ala

Ala

Arg

230

Lys

Gly

Gly

Arg

Glu

310

Ser

Ile

Trp

135

Leu

Ile

His

Phe

Asp

215

Trp

Ala

val

Ala

Gln

295

Leu

Gly

Gly

120

Val

Leu

Gln

Ile

Ser

200

Gln

Lys

Tyr

Thr

Lys

280

Leu

Phe

Gln

His

Ile

Cys

Ala

Ala

185

Ser

Val

Leu

Leu

Leu

265

Ser

Leu

Pro

Ala

51

Ala

Pro

Gly

Thr

170

Ile

Asn

Val

Ile

Asn

250

Glu

val

Gln

Met

Arg
330

Gly

Leu

Gly

155

His

Lys

Pro

Asn

Ile

235

Thr

Pro

Thr

Phe

Ser

315

Tyr

Gly

Pro

140

Ile

His

Leu

Asp

Ser

220

Leu

Leu

Ile

Ser

Ala

300

Gln

Arg

Phe

125

Asp

Thr

Val

Leu

Lys

205

Arg

Ser

Ala

Pro

Ser

285

Ala

Leu

Ile

Ala

Asp

Val

Gly

Lys

190

Thr

Asp

Thr

Pro

val

270

Pro

Arg

Asn

val

Asp

Leu

Leu

Val

175

Ala

Glu

Ala

Ala

Lys

255

Ser

Thr

Lys

Glu

Leu
335

Lys

Asp

Asp

160

Ile

Trp

Glu

Gln

Asn

240

Gly

Val

Gly

Asn

Ala

320

Lys



Met

Glu

Gln

Ser

Gly

65

Gly

Cys

Gly

Lys

Asp

145

Ile

Trp

Glu

Ala
225

Ala

Ala

val

val

50

His

Leu

Gln

Glu

Val

130

Pro

Pro

Gly

Gly

Leu

210

Glu

Thr

Leu

Glu

35

Leu

Glu

Lys

Ala

Asn

115

Arg

Thr

Ile

Ile

Cys

195

Lys

Ile

Thr

Val

20

val

Asn

Val

Ile

Cys

100

Thr

Ala

Ser

Leu

Gly

180

Glu

Ala

Lys

Asn

Pro

Lys

Asn

Ile

Gly

Asp

Ala

Gly

Ala

Lys

165

Gly

Ile

Met

Ser

ES 2786 633 T3

Val

Tyr

val

Glu

Gly

70

Gln

Gln

Thr

Trp

Gly

150

His

Leu

Thr

Gly

Gln
230

Ile

Ser

Glu

55

Thr

Arg

Cys

Ile

Gln

135

Pro

Gln

Gly

Ala

Ala

215

Gln

His Ala

Phe Asp
25

Tyr Cys
40

His Ser

Ile Thr

Val Gly

Ile Ser

105

Ile Gly
120

Trp Val

Leu Leu

Ile Gln

His Met
185

Phe Ser
200

Asp His

Gly Lys

52

Tyr

10

Ala

Gly

Ser

Gln

Ile

Gly

His

Ile

Cys

Ala

170

Ala

Ser

val

Phe

Ala

Gly

Leu

Val

Leu

75

Gly

Gln

Ala

Pro

Gly

155

Ile

Ile

Asn

val

Asp
235

Ala

Glu

Cys

Tyr

60

Gly

Trp

Gln

Gly

Leu

140

Gly

His

Lys

Pro

Asn

220

Leu

Met

Leu

His

45

Pro

Ser

Thr

Val

Gly

125

Pro

Ile

His

Leu

Asn

205

Ser

Leu

Gln

Gln

30

Ser

val

Glu

Ala

Leu

110

Phe

Asp

Thr

Val

Leu

190

Lys

Arg

Leu

Ala

15

Pro

Asp

Val

Ala

Glu

Cys

Ala

Glu

Val

Ala

175

Lys

Thr

Asp

Ser

Gly

His

val

Ala

Lys

80

Ser

Thr

Asp

Leu

Phe

160

vVal

Ala

Asp

Asp

Thr
240
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Val Asn Val Pro Leu Asn Trp Asn Ala Tyr Leu Asn Thr Leu Ala Pro
245 250 255

Asn Gly Thr Phe His Phe Leu Gly Val Val Met Glu Pro Ile Pro Val
260 265 270

Pro Val Gly Ala Leu Leu Gly Gly Ala Lys Ser Leu Thr Ala Ser Pro
275 280 285

Thr Gly Ser Pro Ala Ala Leu Arg Lys Leu Leu Glu Phe Ala Ala Arg
290 295 300

Lys Asn Ile Ala Pro Gln Ile Glu Met Tyr

10

15

305 310

<210>5

<211>1020

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 5
atgtcgatga taaaaagcta tgccgcaaaa gaagcgggcog gcgaactgga agtttatgag 60
tacgatccecg gtgagctgag gccacaagat gttgaagtgce aggtggatta ctgcgggatce 120
tgccattcecg atctgtcgat gatcgataac gaatggggat tttcacaata tcecgetggtt 180
gcegggcatg aggtgattgg gecgegtggtg gecactcggga gegeccgegea ggataaaggt 240
ttgcaggtcg gtcagcgtgt cgggattggc tggacggegce gtagcectgtgg tcactgcgac 300
gcctgtatta gcggtaatca gatcaactgc gagcaaggtg cggtgccgac gattatgaat 360
cgcggtgget ttgeccgagaa gttgcogtgeg gactggcaat gggtgattcc actgeccagaa 420
aatattgata tcgagtccgc cgggccgetg ttgtgeggeg gtatcacggt ctttaaacca 480
ctgttgatge accatatcac tgectaccage cgegttgggg taattggtat tggegggetg 540
gggcatatcg ctataaaact tctgcacgca atgggatgcg aggtgacage ctttagttcet 600
aatccggcga aagagcagga agtgctggeg atgggtgecg ataaagtggt gaatagecge 660
gatcegecagg cactgaaagc actggcecgggg cagtttgate tcattatcaa caccgtcaac 720
gtcagecctcg actggcagcc ctattttgag gecgectgacct atggcggtaa ttteccatacg 780
gtecggtgegg ttctcacgece getgtcetgtt ccggecttta cgttaattge gggecgatcge 840
agcgtctcetg gttetgectac cggcacgect tatgagctge gtaagetgat gegttttgece 900
gcccgcagca aggttgcgecc gaccaccgaa ctgttccecga tgtcgaaaat taacgacgcece 960
atccagcatg tgecgcgacgg taaggegegt taccgegtgg tgttgaaage cgatttttga 1020

<210>6

<211> 1174

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 6

val

Ala

Ala

65

Val

Ala

Leu

145

Thr

Val

Ala

Phe

Ser

Thr

Phe

Leu

Gly

Ala

Thr

130

Gln

Ser

Glu

Tyr

Arg
210

Val

Ala

Ala

35

Val

Glu

Pro

Glu

Gly

115

Leu

Ala

Pro

Cys

His

195

Arg

Asp

Glu

20

Ala

Met

Leu

Arg

Val

100

Asp

Asp

Ser

Arg

Leu

180

Pro

Leu

Ser

Asp

val

Ala

Asn

Phe

85

Ala

Phe

Leu

Ala

Leu

165

Leu

Glu

Ala

Pro

Glu

Ser

Gly

Thr

70

Glu

Ala

val

Ala

Ala

150

Leu

Ala

Asp

Asp

Asp

Gln

Ala

Tyr

55

Asp

Thr

Ala

Ala

Asp

135

Val

Ala

Gly

Asp

Ala
215

Glu

Val

Pro

40

Ala

Asp

Ile

Trp

Leu

120

Ile

Ser

Ser

Thr

Asp

200

Gly

54

Arg

Lys

25

Gly

Asp

Ala

Thr

His

105

Leu

His

Gln

Thr

Thr

185

Gln

Ser

Leu

10

Ala

Met

Arg

Thr

Tyr

90

His

Gly

Leu

Leu

Pro

170

Pro

Arg

Leu

Gln

Ala

Arg

Pro

Gly

15

Arg

Asp

Phe

Gly

Ile

155

Glu

Glu

Ala

val

Arg

Leu

Ala

Arg

Glu

Pro

Thr

Ala

140

Ala

His

Arg

Ala

Ile
220

Pro

Ala

45

Ala

Thr

Leu

Glu

Ser

125

Val

Ile

Leu

Leu

Phe

205

val

Ile

Leu

Gln

Gly

Ser

Trp

Asn

110

Ile

Thr

Leu

Asp

Val

190

Glu

Glu
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1085 1090 1095

Glu Thr Ala Ile Arg Ala Leu Pro Glu Lys Gln Arg Gln Ala Ser
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Thr Leu Arg Ala Ala Pro Gly Leu Pro Lys Val Thr Thr Glu Pro Arg
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Thr Val Leu Leu Ser Gly Ala Asn Gly Trp Leu Gly Arg Phe Leu Thr
785 790 795 800

Leu Gln Trp Leu Glu Arg Leu Ala Pro Val Gly Gly Thr Leu Ile Thr
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Ala Tyr Asp Thr Asp Pro Glu Leu Ser Arg Arg Phe Ala Glu Leu Ala
835 840 845

Asp Arg His Leu Arg Val Val Ala Gly Asp Ile Gly Asp Pro Asn Leu
850 855 860

Gly Leu Thr Pro Glu Ile Trp His Arg Leu Ala Ala Glu Val Asp Leu
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965 970 875
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Arg Tyr Arg Gly Gln Val Asn Val Pro Asp Met Phe Thr Arg Leu Leu
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<221> fuente

Gly

Pro

Ala

100

Ser

Glu

Thr

Gln

Gln

180

Gln

Tyr

Ala

85

Vval

Val

His

Leu

Thr

165

Gln

Ile

ES 2786 633 T3

Lys

70

Glu

Val

Gln

Glu

Ala

150

Asp

val

Lys

55

Cys

Val

Ser

Thr

Arg

135

Phe

Ala

Ile

Glu

val

Tyr

Arg

Ala

120

Leu

Ser

Gly

Ile

Lys
200

Pro

Gly

Gln

105

Arg

Ala

Ala

Phe

His

185

Ile

Ala

Ser

90

Pro

Glu

Asp

Lys

Leu

170

Arg

val

Ile

75

Ile

Ile

Leu

Cys

Glu

155

Asp

Glu

Ile

60

Gly

Ser

Gly

Thr

Gly

140

Ser

Tyr

Asn

Thr

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400>9

Glu

His

Ile

Asp

128

Leu

Ala

Gln

Glu

Leu
205

Leu

Cys

Asp

110

Asn

Ala

Phe

Ile

Met

150

Cys

Arg

Gly

85

Ile

Ile

Phe

Lys

Ile

175

Phe

Gln

aaaaacagca acaatgtgag ctttgttgta attatattgt aaacatattg attccgggga

tcecgtegace

<210>10
<211> 68
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia, artificial: Oligonucledtido sintético"

64

Gln

80

Thr

Glu

Ile

Ser

Ala

160

Ser

Ala

His

70
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20

25

30

35

40

<400> 10

ES 2786 633 T3

aaacggagcc ttteggctcc gttattcatt tacgecggett caacttteet gtaggcectgga

gctgette

<210>11
<211>23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 11

cgggcaggtg ctatgaccag gac

<210>12
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 12

cgecggegttg accggcagec tgg

<210>13
<211> 5659
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 13

atgatcatca
gaagcgaacg
cctaagecgeg
gcggegtttg
aaaaaaccag

gcgggettgt

aacctaaaat
taaaagaaca
tgttggttgt
gcggtggtge

gtactgcggg

acgcaaaaag

tcgtggattt
aattgcctac
cggatcgtct
ggcgacgatc
tttctacaat

cctgaacggce

atctgtacaa
acaaaagcac
agcggctatg
ggcgtatttt
gcagcagegt

gatgecgttet

65

caacgcaccc
aaggtccgat
gtetgtecatc
tcgaaaagcc
ttgacaagct

cgaacgaagc

agtgggttgt
caaaaacgca
acgcatcgct
gggcactgac
agcgcatgaa

gaagcaaaaa

60

68

23

23

60

120

180

240

300

360



gcgattgage
tctcecagtge
ggcgaaacgt
gttgaacctg
tgggaactgt
gtggcgtaca
ggccgtgeca
aaaggtggta
attcctgtga
catgaaggct
ggttcagcge
gatgacattc
gagctgaccg
gaaggcattg
gagtaattta
cccgaacaag
attgtcactc
acgatgggct
attggecttga
cagattcaaa
gcaggtttca
cacgcgctgg
acgatcatta
ggtattatct
aatgccgatc
tttaaagtgg
ctggatecget
gcgacagcga
ggcaatacct
attaaagccg
gcgctgattce

ggtcagggtt

tgattaagca
gtaagatgcce
acacctctac
cgaccgagca
ggatccaagc
gctacatcgg
agatggacct
ccgcgaacgt
tgecegetceta
gtatggagca
cggaagtgga
agcagcactg
attacgacat
attacgatgce
gtgactgagc
tgecggactaa
gtacaggtat
ttaccgctge
ttgtggtgge
gtatgctcgg
cctacgcgtt
tggtcggttc
ttttcggcga
ccactcatct
gcgtaaatcc
cggtcactga
cagaactcga
aaaaactcgg
ccgeggette
gtcagctggt
gtttctagta

ctcagagcgt

ES 2786 633 T3

agacctcgge
agacacgggt
cgcggtagat
agaaatcgct
actggaagag
tactgaattg
agatcgcgca
tgcagttttg
catcgcaatg
gatctaccgc
tgatcacaat
ccgtgatctg
gtacaaagaa
tgacgtcaat
gtacatgtat
cgeccgatctg
tcgtaaacgc
gaatcgcgcg
taccacatca
tattaaaggt
aagcatcgcc
cgatgtatta
tggcgeagge
tcatgccgat
ggataacccg
actggcgcecat
ttggctggtg
catgtcgatg
tgtgcegtge
attgcttgaa

taaggattta

tgggatgttg

cagattgatt
gagctagtge
accaataaag
gacactgtca
gcgggtgtte
acttggccaa
gcgacagcgce
aaatcagtgg
gtgttcaaga
atgttcagtc
cgtctgegtt
tggccacaaa
gagttcatca
ccagaagtcg
acgaagatta
gaaaaaatgg
catatcgccg
attgagatgg
gcaacgcatg
tgceceggegt
gaccagtacg
gcccgcactt
gcggccgtac
ggccgttacg
atttacctga
attgtcgatg
ccgcatcagg
gacaatgtcg
gcgetggatg
gccttcegggg

aacatgacgc

gccgagatgg

66

tggtggttta
gctctgeact
atgtgatcat
ccgtgatggg
ttgctgaagg
tttactggga
tgaacgaaaa
tgactcaagce
agatgcgtga
aacgtctgta
tggatgactg
tcaccacaga
agctgtttgg
aatttgatgt
ttggtactgg
ttgagaccte
cgccgaatga
cggggatcga
catttccaag
ttgatgtcgce
ttaaatccgg
gcgatcctagg
tgagcgctte
gtgaattact
caatggcggg
agacgctggc
ctaacctgceg
tcgtcacget
aagccgtgeg
gtggattcac
aatttgcatt

cggcaaatta

ctcgttgget
aaaaccgatc
tgaagccagt
cggtcaagat
ttgcaaaacc
tggcgettta
gctggcagcg
aagctctgeg
acagggcgtg
caaagaagat
ggaactgcgt
gaacctgegt
ctttggcatt
gattgatatc
cagctatctg
tgacgagtgg
aactgtcgcg
taaagaccaa
cgcggeatgt
ggcagegtge
cgcggttaaa
cgatcgecggt
tgaagaaccg
gaccctgecg
caatgaagtc
ggctaataac
tatcattagc
ggacaggcac
tgacgggcga
ctggggctce

tgtgtteccce

ccctatcgta

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



gaagaaacgt
caaggtccag
tecgtegege
ggtcacagcc
gccgttegte
ggcggeatgt
tctgececgaag
gccgggceata
cgcgegetge
gataagctgg
aacaacgttg
cagttgtaca
gaacatcttt
gacaccctga
taaaagagga
ggcataggecc
gcgaccagtg
ttgatgttga
gaatttggtg
atgcgaatga
cgcctgtcaa
attggttctg
gcgggectga
gtcaatgttg
cagcgtgegg
gccagtgegg
cacgtcaacg
aacgcgaatc
ctaaagggcc
ccgaaacggg

atctatggtt

ttgctgaagc
cggaagaact
tttggcgegt
tgggcgaata
tggtggaaat
ctgcgatcat
ggcaggttgt
aagaggcggt
cgctgecggt
cggttgaatt
acgtgaaatg
atccggtaca
atgaagtggg
cagcgtegge
aaaccatgag
gcgcaattge
aaaatggtgc
atgtgaccga
aagtggatat
aagatgatga
aagcggtaat
tggttggtac
tecggtttcag
tggcteccagg
gtatcctgge
ttgcattttt
gcggaatgta
ctatacaaaa
gcaactccct
cggcaattte

cttcggatgc

ES 2786 633 T3

ttectgecgget
gaataaaacc
ttggcagcag
ttccgegetg
gcgcggtaaa
cgggetggat
ttcgecggtt
agaacgtgcg
gagcgtaccg
agccaaaatt
tgaaaccgat
gtggacgaag
tccaggtaaa
gctgaacgag
ctttgaagga
agagactctc
gaagaacatt
tcctgeatct
cctggttaat
gtggaacgat
gcgegetatg
catgggaaat
taaatcactg
ttttattgaa
gcaggtgcct
agcctctgac
catggtttaa
gaagaccttc
gcaccgaaca
gacaaaggct

cactttatcg

ctgggatatg
tggcagacge
cagggcggta
gtttgcgetg
ttcatgcagg
gatgcctecta
aactttaact
ggcgcagcect
tcgcactgeg
acctttagecg
gccgecgeta
agcgtggaat
gtcctcactg
ccggceggege
aagattgcgc
gttgccecgeg
agcgactatt
attgaatctg
aatgcecggta
attatcgaaa
atgaaaaagc
gcaggtcagg
gcgegtgaag
acggacatga
gcgggtegee
gaagcgagtt
ttttaaggtt
ttgecctctgg
tgctgatgat
atgtcgaagce

gcgatccggt

67

atctgtgggc
agccggegtt
aaatgcctge
gcgtcatcaa
aagcggttee
ttgctaaage
cgccgggaca
gtaaagcecge
cgctgatgaa
cgccaacggt
tcegegatge
ttatcgegge
gtctgacgaa
tgtctgegge
tggtgactgg
gcgcgaaagt
taggtgctaa
ttctggaaaa
tcactecgtga
ccaacttatc
gttgtggtceg
caaactacgc
ttgcgtcccg
cgegtgeget
tcggeggege
acatcactgg
tacataaaac
tegtggtgaa
ggaccgegtce
cgagctggat

gatgcccggt

gctcacccag
attaaccgct
gttaatggca
ctttgctgat
ggaaggcact
ctgtgaagaa
ggtggttate
tggcgecgaaa
accagcggca
gccggtagtg
gctggttege
gcagggegtt
acgtattgtc
acttacgcaa
tgcaagcegt
tatcgggact
cgggaaaggt
tattcgcgca
taatctgttg
atccgtttte
cattatcact
tgcggcgaaa
tggtattact
gtctgacgat
tcaggaaatc
tgagactctg
atggtagata
ctgtttggcg
gttaagatga
atcaatcecgg

tgtctgggtc

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080

4140



10

15

tggatgctat
gcegegetcet
aagtcaccta
cggacggtga
gtttgttcca

cattacgggt

catcaaagag

agttaagctg

ggcgaaccgt
ggacagcaaa

cggcattggc

gggtegtgtg

ggcgattcgt
gaacaacagc
ctctggtggt

ggccgtgace

cggttttgtg

gaagcgtggt

tcatatcacg

ggaagaagat
ggcgtacaat
caaagtgccg
agtcgaagcg
ctacaaagag
agaagtcaac

gttcaaaaag

<210> 14
<211> 40
<212> ADN

gtggcaattg
gggcgtggge
tcgtattcecat
ggttctggtg
ggatacttcc
attggtgcag
ggtaaatgtg
gctgccgaag
atggaccgtt
ctggacctagg
ggcatcggca
agccctatga
tatggcgcta
attggtgagt
agcgaagcag
aaatctgagg
atgggcgagg
gccaaaatct
agcccagegce
aatgtcecgcece
gacagcttcg
gtgtctagca
attatctgtg
gcggatcegg
tacgttetgt

tacaaatga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2786 633 T3

gtgggattct
gaagtgaaat
ttcaaacgta
gatggtcgcc
gcgttctaaa
tgacgccggt
gcattgacaa
tgaaggactt
ttageccagtt
agtcgattga
ccattgagaa
ctattececgat
aaggtatttg
ccttcegtaa
gtatcacccc
acccgaagcg
gcagcggtat
atgccgagat
cgaatggtga
cagaggacat
aaacccaagc
ccaagagcat
ccaaagctat
aatgcgacct

ccaacagcct

acctgggctg
ttaccggecca
tcgtaaaccg
tgatctatac
aggaggcaac
gggtaacaac
gatcaaagcg
caccccggag
tgcgategtt
taagaatcgt
gcaggatgaa
gatcattgeg
cacgaccatt
cattaagttt
gttgagcctg
cgccagcecate
cgttatcettg
cgttggctat
aggtggtgcea
ttecctatatc
gatcaagacg
gaccggccac
tgaagagggt
ggattacgtt

gggcttcggt

gttgggcgge
ggttctgeeg
tcgectgate
cgcacacgat
aaaatgaatc
gctgatagcet
tttgacgcaa
gactttatcg
gcggcggatg
ttcggegtca
aagctgatta
aatatggcaa
gtcaccgcat
ggttatageg
gegggttttg
ccgttcgata
gaagagttgg
ggtgcgacct
cgtgcaatga
aacgcgcacg
gtcctgggtg
ctgctgggeg
ttcattecege
cctaacgagqg

ggccataatg

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 14

gcagttattg gtgcccttaa acgecctggtt gctacgcctg

<210>15
<211> 27

68

gaaggcaaag
acagccagga
atgggeetgg
ttgaaagtcg
gccgegttgt
tctggtgeag
ccgatttcaa
acaagcgtga
aggcaatcaa
ttgttggtag
ccaaaggtcc
gcggtaatct
gtgcgagege
acgttatgat
cctcgatgaa
aggatcgcag
agcacgcgct
gcgacgcata
aactggcaat
gtacgagcac
aatacgccta
ctggeggtge
cgaccatcgg
gccgtaatge

cgactctget

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640

5659

40
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 15
gagccaatat gcgagaacac ccgagaa

<210> 16

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 16
cgctgaacgt attgcaggcc gagttgctge accgctcccg ccaggcag

<210> 17

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"”

<400> 17
ggaattgcca cggtgcggca ggctccatac gcgaggccag gttatccaac g

<210>18

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Oligonucledtido
sintético"

<400> 18
aatcaccagc actaaagtgc gcggttcgtt acccg

<210> 19

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 19
atctgcegtg gattgcagag tctattcage tacg

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

69

27

48

51

35

34
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"”

<400> 20
gcaattccat atgacgagcg atgttcacga

<210>21

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 21
ccgetcgagt aaatcagacc gaactcgeg

<210> 22

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 22
atgggcagca gccatcatca tcatcatcac agcagcggcc tggtgecgeg cggcagccat

<210> 23

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 23
acggatccce ggaatgcgca acgcaattaa tgtaagttag cge

<210> 24

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 24
tgcgtcatcg ccattgaatt cctaaatcag accgaactcg cgcagg

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Oligonucledtido
sintético"

<400> 25
attccgggga tccgtcgacc

70

30

29

60

43

46

20
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<210> 26

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético"

<400> 26
aatggcgatg acgcatcctec acg

<210> 27

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 27
acggaaagga gctagcacat gggcagcagc catcatcat

<210> 28

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 28
gtaaaggatg gacggcggtc acccgcce

<210> 29

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"”

<400> 29
cacggcgggt gaccgccgtc catcc

<210> 30

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"”

<400> 30
ttaattccgg ggatccctaa atcagaccga actcgegeag gte

<210> 31

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

71

23
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27
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<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 31
cagccgttta ttgccgactg gatg

<210> 32

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"”

<400> 32
ctgttttatc agaccgcttc tgcgttc

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 33
gcactcgacc ggaattatcg

<210> 34

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 34
gcactacgcg tactgtgagc cagag

<210> 35

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 35
gaggaataaa ccatgacgag cgatgttcac gacgcgaccg acggc

<210> 36

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcidn de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 36

72

24

27

20

25

45
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ctaaatcaga ccgaactcge gcagg 25

<210> 37

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"”

<400> 37
catggtttat tcctccttat ttaatcgata c 31

<210> 38

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 38
tgacctgege gagtteggte tgatttag 28

<210> 39

<211>1168

<212> PRT

<213> Mycobacterium smegmatis
<400> 39

Met Thr Ile Glu Thr Arg Glu Asp Arg Phe Asn Arg Arg Ile Asp His

Leu Phe Glu Thr Asp Pro Gln Phe Ala Ala Ala Arg Pro Asp Glu Ala
20 25 30

Ile Ser Ala Ala Ala Ala Asp Pro Glu Leu Arg Leu Pro Ala Ala Val
35 40 45

Lys Gln Ile Leu Ala Gly Tyr Ala Asp Arg Pro Ala Leu Gly Lys Arg
50 55 60

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

Leu Pro Arg Phe Asp Thr Ile Thr Tyr Arg Gln Leu Ala Gly Arg Ile
85 90 95

Gln Ala Val Thr Asn Ala Trp His Asn His Pro Val Asn Ala Gly Asp
100 105 110

Arg Val Ala Ile Leu Gly Phe Thr Ser Val Asp Tyr Thr Thr Ile Asp
115 120 125

73



Ile

Ala

145

Val

Glu

Glu

Ala

Gly

225

Pro

Gly

Ser

Ser
305

Leu

Ala

Ala

130

Pro

Ile

Ser

Val

Gly

210

Arg

Leu

Ala

Lys

Asn

230

Thr

Ser

Phe

Leu

Val
370

Leu

Val

Ala

Gly

Asp

195

Thr

Ser

Thr

Ala

275

Phe

Leu

Thr

Val

Asp

355

Leu

Ala

Ser

Pro

180

Asp

Gly

Leu

Tyr

260

Arg

Met

Ala

Phe

Pro

340

Asn

Glu

Glu

Gln

Ser

165

Ala

Gln

Val

Ala

Leu

245

Pro

Trp

Pro

Ser

Leu

325

Arg

Arg

Glu
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Leu

Leu

150

Val

Pro

Arg

Val

Asp

230

Ile

Glu

Asp

Met

Gly

310

Glu

Ile

Arg

Val

Gly

135

Gln

Asp

Ser

Glu

Val

215

Ala

Tyr

Ser

Glu

Ser

295

Gly

Asp

Trp

Ala

Arg
375

Ala

Pro

Phe

Arg

Ala

200

Glu

Pro

Thr

Lys

Thr

280

His

Thr

Leu

Asp

Glu

360

Thr

74

Val

Ile

Leu

Leu

185

Phe

Thr

Ser

Thr

265

Leu

Val

Ala

Ala

Met

345

Gly

Gln

Ser

Val

Ala

170

Val

Glu

Ile

Tyr

Gly

250

Ala

Gly

Met

Tyr

Leu

330

Leu

Ser

Leu

Val

Ala

155

Asp

Val

Ala

Thr

val

235

Ser

Thr

val

Gly

Phe

315

Val

Phe

Glu

Leu

Pro
140

Glu

Phe

Ala

Asp

220

Pro

Thr

Met

Met

Arg

300

Ala

Arg

Gln

Asp

Gly
380

Leu

Thr

Val

Asp

Lys

205

Ala

Asp

Gly

Trp

Pro

285

Gly

Ala

Pro

Glu

Arg

365

Gly

Gln

Glu

Ala

Tyr

150

Gly

Leu

Glu

Thr

Gln

270

Ser

Ile

Arg

Thr

Tyr

350

Ala

Arg

Thr

Pro

Leu

175

Ser

Lys

Asp

Ala

Pro

255

Ala

Ile

Leu

Ser

Gln

335

Gln

Glu

Phe

Ser

Lys

160

val

His

Leu

Arg

Asp

240

Lys

Gly

Thr

Cys

Asp

320

Leu

Ser

Ala

Val



Ser

385

Vval

Glu

Ile

Asp

Phe

465

Glu

Asp

Gln

Ser

Tyr

545

Asp

Ala

vVal

Glu
625

Ala

Glu

Ala

Asp

Arg

450

Pro

Asp

His

Gly

Pro

530

Leu

Gly

Arg

Glu

Lys

610

Gln

Leu

Asp

Gly

Tyr

435

Pro

Gly

Gly

Leu

Glu

515

Leu

Leu

Asp

Ala

Thr

595

Leu

Leu

Thr

Leu

Ala

420

Lys

Tyr

Tyr

Tyr

Glu

500

Phe

Val

Ala

Glu

Ala

580

Thr

Ala

Tyr

Gly

Leu

405

val

Leu

Pro

Tyr

Tyr

485

Val

Arg

Val

Leu

565

Gly

Pro

Thr
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Ser

390

Asp

Phe

val

Arg

Lys

470

Arg

Leu

Thr

Gln

Val

550

Lys

Leu

Phe

Pro

Asp
630

Ala

Ile

Asp

Gly

455

Arg

Thr

Asp

val

Ile

535

val

Ser

Gln

Thr

Lys

615

Leu

Pro

His

Asp

Vval

440

Glu

Pro

Gly

Arg

Ser

520

Tyr

Pro

Arg

Ser

Leu

600

Leu

Ala

75

Ile

Leu

Gly

425

Pro

Leu

Glu

Asp

Arg

505

Lys

vVal

Thr

Ile

Tyr

585

Glu

Lys

Glu

Ser

Leu

410

Gln

Asp

Ile

Ile

490

Asn

Leu

Tyr

Glu

Ser

570

Glu

Asn

Ala

Gly

Ala

395

Glu

Ile

Leu

Val

Thr

475

Val

Asn

Glu

Gly

Glu

555

Asp

Ile

Gly

His

Gln
635

Glu

Gly

Gln

Gly

Lys

460

Ala

Ala

Val

Ala

Asn

540

Ala

Ser

Pro

Leu

Tyr

620

Ala

Tyr

Arg

Tyr

445

Ser

Glu

Glu

Leu

Val

525

Ser

Leu

Leu

Arg

Leu

605

Gly

Asn

Lys

Gly

Pro

430

Phe

Glu

Leu

Lys

510

Phe

Ala

Ser

Gln

Asp

590

Thr

Glu

Glu

Ser

Ser

415

Pro

Ala

Gln

Phe

Gly

495

Leu

Gly

Arg

Arg

Asp

975

Phe

Gly

Arg

Leu

Trp

400

Thr

Val

Thr

Met

Asp

480

Pro

Ser

Asp

Ser

Trp

560

Ala

Leu

Ile

Leu

Arg
640



Glu

Asp

Phe

val

705

Glu

Gly

Phe

Gly

Gly

785

Gly

Ala

His

Lys

Ala

865

val

Leu

Ala

Ala

Ser

690

Ile

Gly

Arg

Ile

Thr

770

Arg

Lys

Arg

Tyr

Gly

850

Asp

Arg

Ala

His

675

Asn

Val

Glu

Asp

Asp

755

Glu

Tyr

Vval

Leu

Arg

835

Glu

Thr

Pro

Arg

val

660

Phe

Leu

Ser

Leu

Ala

740

Ala

Ile

Leu

Ile

Asp

820

Ala

Ala

Vval

Tyr

Asn

645

Ala

Thr

Leu

Pro

Arg

725

Thr

Lys

Ala

Cys

805

Ala

Leu

Asp

Asp

Ser
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Gly

Leu

Asp

His

Ala

710

Gly

Glu

Thr

Thr

Leu

790

Leu

Thr

Ala

Leu
870

Gln

Ala

Leu

Leu

Glu

695

Thr

Ser

Val

Leu

Val

775

Glu

val

Phe

Ala

Gly

855

Ile

Met

Asp

Gly

Gly

680

Ile

Asp

Lys

Arg

Ser

760

Leu

Trp

Arg

Asp

Asp

840

Leu

Vval

Phe

76

Arg

Ala

665

Gly

Phe

Leu

Arg

Ala

745

Ala

Leu

Leu

Ala

Thr

825

His

Asp

Asp

Gly

Pro

650

Ser

Asp

Asp

Ala

Pro

730

Arg

Ala

Thr

Glu

Arg

810

Gly

Leu

His

Pro

Pro

val

val

Ser

Val

Gly

715

Thr

Asp

Pro

Gly

Arg

795

Ser

Asp

Glu

Asp

Ala

875

Asn

val

Thr

Leu

Asp

700

Vval

Tyr

Leu

Gly

Ala

780

Met

Asp

Ala

val

Thr

860

Ala

Ala

Glu

Asp

Ser

685

Val

Ala

Ala

Ala

Leu

765

Thr

Asp

Asp

Thr

Ile
845

Trp

Leu

Leu

Thr

Leu

670

Ala

Pro

Ala

Ser

Leu

750

Pro

Gly

Leu

Glu

Leu

830

Ala

Gln

val

Gly

vVal

655

Arg

Leu

Val

Tyr

Val

735

Gly

Arg

Phe

Val

Ala

815

Leu

Gly

Arg

Asn

Thr

Ser

Ser

Ser

Gly

Ile

720

His

Lys

Ser

Leu

Asp

800

Arg

Glu

Asp

Leu

His

880

Ala
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885 890 895

Glu Leu Ile Arg Ile Ala Leu Thr Thr Thr Ile Lys Pro Tyr Val Tyr
200 905 910

Val Ser Thr Ile Gly Val Gly Gln Gly Ile Ser Pro Glu Ala Phe Val
915 920 925

Glu Asp Ala Asp Ile Arg Glu Ile Ser Ala Thr Arg Arg Val Asp Asp
930 935 940

Ser Tyr Ala Asn Gly Tyr Gly Asn Ser Lys Trp Ala Gly Glu Val Leu
945 950 955 960

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

Cys Asp Met Ile Leu Ala Asp Thr Thr Tyr Ser Gly Gln Leu Asn Leu
980 985 990

Pro Asp Met Phe Thr Arg Leu Met Leu Ser Leu Val Ala Thr Gly Ile
995 1000 1005

Ala Pro Gly Ser Phe Tyr Glu Leu Asp Ala Asp Gly Asn Arg Gln
1010 1015 1020

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

Ile Ser Thr Ile Gly Ser Gln Val Thr Asp Gly Phe Glu Thr Phe
1040 1045 1050

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

Val Asp Trp Leu Ile Glu Ala Gly Tyr Pro Val His Arg Val Asp
1070 1075 1080

Asp Tyr Ala Thr Trp Leu Ser Arg Phe Glu Thr Ala Leu Arg Ala
1085 1090 1095

Leu Pro Glu Arg Gln Arg Gln Ala Ser Leu Leu Pro Leu Leu His
1100 1105 1110

Asn Tyr Gln Gln Pro Ser Pro Pro Val Cys Gly Ala Met Ala Pro
1115 1120 1125

77
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Thr Asp Arg Phe Arg Ala Ala Val Gln Asp Ala Lys
1135

1130

1140

Ile Gly Pro

Asp Lys Asp Ile Pro His Val Thr Ala Asp Val Ile Val Lys Tyr
1155

1145

1150

Ile Ser Asn Leu Gln Met Leu Gly Leu Leu
1165

<210> 40
<211>1168
<212> PRT

1160

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 40

Ala

Gln

Val

Arg

65

Pro

Thr

Ile

Ala

145

Met

Ala

Ser

Ser

Ala

Met

50

Phe

Arg

Leu

Val

Ala

130

Pro

Ile

Gly

Ile

Asp

Ile

35

Glu

Val

Phe

Ala

Cys

115

Leu

Val

Ala

His

Asn

Ala

20

Asp

Gly

Thr

Glu

Thr

100

Val

Ile

Thr

Thr

Ala

Asp

Gln

Gln

Tyr

Asp

Thr

85

Ala

Arg

Gly

Ser

165

Pro

Gln

Phe

Pro

Ala

Pro

70

Ile

Leu

Gly

Leu

Leu

150

Ile

Ala

Arg

Ala

Gly

Asp

55

Asp

Thr

Ser

Phe

Gly

135

Arg

Asp

Arg

Leu

Ala

val

40

Arg

Ser

Tyr

Ala

Asn

120

Ala

Pro

Asn

Leu

78

Thr

Ala

25

Ala

Pro

Gly

Arg

Glu

105

Ser

Val

Ile

Leu

val

Arg

10

Ser

Leu

Ala

Arg

Glu

90

Pro

val

Ser

Val

Gly

170

Val

Pro

Pro

Leu

Thr

75

Leu

Ala

Asp

Val

Thr

155

Asp

Phe

val

Asn

Gln

Gly

60

Met

Trp

Ile

Tyr

Pro

140

Glu

Ala

Asp

Glu

Glu

Leu

45

Gln

Val

Ala

Arg

Thr

125

Leu

Thr

Vval

Tyr

Asp

Ala

30

Ile

Arg

Glu

Arg

Pro

110

Thr

Gln

Glu

Glu

His

Leu

15

Ile

Arg

Ala

Leu

Ala

95

Gly

Ile

Thr

Pro

Val

175

Gly

Tyr

Thr

Met

Leu

Leu

80

Gly

Asp

Asp

Ser

Thr

160

Leu

Lys



Vval

Gly

Ala

225

Tyr

Phe

Ser

Gly

305

Trp

val

Leu

Ser

385

Ala

val

Asp

Ser

210

Leu

Leu

Arg

Glu

His

290

Thr

Leu

Asp

Asp

Arg

370

Ala

Asp

Leu

Thr

195

Val

Pro

Ile

Glu

Pro

275

val

Ala

Ala

Met

Gly

355

Glu

Pro

val

Asn

180

His

Thr

Ala

Tyr

Ser

260

Ser

Gly

Tyr

Leu

val

340

Ala

Asn

Ile

His

Asp
420

Arg

Ile

Thr

Thr

245

Gln

Gly

Gly

Phe

Val

325

Phe

Asp

Val

Ser

Leu

405

Gly

ES 2786 633 T3

Glu

Asp

Pro

230

Ser

Val

Tyr

Arg

val

310

Arg

Ala

Arg

Leu

Ala

390

Val

Met

Ala

Thr

215

Ile

Gly

Pro

Gln

295

Ala

Pro

Glu

Ala

Gly

375

Glu

Glu

Vval

Val

200

Leu

Ala

Ser

Ser

Ser

280

Val

Lys

Thr

Phe

Ala

360

Gly

Gly

Arg

185

Glu

Ala

Asp

Thr

Phe

265

Ile

Ser

Glu

His

345

Leu

Arg

Thr

Tyr

Arg
425

79

Ala

Glu

Ser

Gly

250

Trp

Thr

Tyr

Asp

Leu

330

Ser

Glu

Phe

Ala

Gly

410

Pro

Ala

Ala
235

Ala

Arg

Gly

Leu

315

Cys

Glu

Ala

Val

Trp
395

Ser

Arg

Ile

220

Asp

Pro

Lys

Asn

Thr

300

Ser

Phe

Val

Gln

Met

380

Val

Thr

val

Ala

205

Glu

Asp

Lys

Ser

Phe

285

Leu

Thr

Val

Asp

val

365

Ala

Glu

Glu

Ile

190

Arg

Arg

Ala

Gly

Ser

270

Met

Ser

Leu

Pro

Arg

350

Lys

Leu

Ser

Ala

Asp
430

Leu

Gly

Leu

Ala

255

Gly

Pro

Asn

Phe

Arg

335

Arg

Ala

Thr

Leu

Gly

415

Tyr

Ala

Arg

Ala

240

Met

Trp

Met

Gly

Glu

320

Ile

Leu

Glu

Gly

Leu

400

Met

Lys



Pro

Tyr

465

Tyr

Tyr

Ile

Val

545

Leu

Gly

Pro

Thr
625

Ser

Ala

val

Arg

450

Gln

Arg

Leu

Ala

Gln

530

Val

Lys

Leu

Phe

Pro

610

Glu

Gly

Leu

Asp

Asp
435

Gly

Thr

Asp

Val

515

Ile

val

Pro

Gln

Thr

595

Gln

Leu

Pro

Leu

Leu
675

val

Glu

Pro

Gly

Arg

500

Ser

Phe

Pro

val

Ser

580

Leu

Ala

Asp

Gly

660

Gly

Pro

Leu

Asp

Asp

485

Arg

Lys

Ile

Ser

Ile

565

Tyr

Glu

Lys

Asp

Ala

645

Ser

Gly

Glu

val

470

Ile

Asn

Leu

Tyr

Gly

550

Ser

Glu

Asn

Lys

Ser

630

Pro

Thr

Asp

Leu

Val

455

Thr

Met

Asn

Glu

Gly

535

Asp

Glu

Ile

Gly

Phe

615

Gln

Val

Ala

Ser
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Gly

440

Lys

Ala

Ala

Val

Ala

520

Asn

Ala

Ser

Pro

Leu

600

Tyr

Ser

Leu

Ala

Leu
680

Tyr

Thr

Glu

Lys

Leu

505

Val

Ser

Leu

Leu

Arg

585

Gly

Asn

Pro

Asp

665

Ser

Phe Gly

Gln Thr

Val Phe
475

Val Gly
490

Lys Leu

Phe Gly

Ala Arg

Ser Arg

555

Gln Glu
570

Asp Phe

Thr Gly

Glu Arg

Glu Leu

635

Thr Leu
650

Val Arg

Ala Leu

80

Thr

Met

460

Asp

Pro

Ser

Asp

Ala

540

His

val

Ile

Ile

Leu

620

Arg

Cys

Pro

Ser

Asp

445

Phe

Pro

Asp

Gln

Ser

525

Tyr

Gly

Ala

Ile

Arg

605

Glu

Glu

Arg

Asp

Leu
685

Gln

Pro

Asp

Gln

Gly

510

Pro

Pro

Ile

Arg

Glu

590

Lys

Arg

Leu

Ala

Ala

670

Ala

Pro

Gly

Gly

Phe

495

Glu

Leu

Leu

Glu

Ala

575

Thr

Leu

Leu

Arg

Ala

655

His

Asn

Tyr

Tyr

Phe

480

Val

Phe

val

Ala

Asn

560

Ala

Thr

Ala

Tyr

Gln

640

Ala

Phe

Leu



Pro

705

Thr

Thr

Ala

Arg

Ala

785

Cys

Ala

Leu

Asp

Asp

865

Ser

Leu

Ala

Ile

His

690

Ala

Gly

Glu

Thr

Thr

770

Leu

Leu

Thr

Gly

Leu

850

Leu

Gln

Ala

Val

Arg
930

Glu

Ser

Vval

Vval

Leu

755

Vval

Glu

Val

Phe

Ala

835

Gly

Ile

Leu

Leu

Gly

915

Ala

Ile

Asp

Arg

His

740

Ala

Leu

Trp

Arg

Asp

820

Gly

Leu

val

Phe

Thr

900

Glu

Ile

Phe

Leu

Arg

725

Ala

Ala

Leu

Leu

Ala

805

Ser

Arg

Asp

Asp

Gly

885

Gly

Gln

Ser

Gly

Arg

710

Pro

Ser

Ala

Thr

Asp

790

Arg

Gly

Leu

Arg

Pro

870

Pro

Lys

Ile

Pro

val

695

Ala

Ser

Asp

Pro

Gly

775

Arg

Ser

Asp

Glu

val

855

Ala

Asn

Arg

Pro

Thr
935
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Asp

Leu

Phe

Leu

Asn

760

Ala

Met

Asp

Pro

val

840

Thr

Ala

Ala

Lys

Pro

920

Arg

Val

Ala

Ala

Thr

745

Leu

Thr

Asp

Glu

Tyr

825

Leu

Trp

Leu

Ala

Pro

905

Glu

Arg

Pro

Asp

Ser

730

Leu

Pro

Gly

Leu

Glu

810

Leu

Ala

Gln

val

Gly

890

Tyr

Ala

Ile

81

Vval

His

715

Ile

Asp

Ala

Phe

Vval

795

Ala

val

Gly

Arg

Asn

875

Thr

Ile

Phe

Asp

Gly

700

Ile

His

Lys

Pro

Leu

780

Asn

Gln

Arg

Asp

Leu

860

His

Ala

Tyr

Thr

Asp
940

Val

Glu

Gly

Phe

Ser

765

Gly

Gly

Ala

His

Lys

845

Ala

Val

Glu

Thr

Glu

925

Ser

Ile

Ala

Arg

Ile

750

Ala

Arg

Lys

Arg

Tyr

830

Gly

Asp

Leu

Leu

Ser

910

Asp

Tyr

val

Ala

Ser

735

Asp

Gln

Tyr

Leu

Leu

815

Arg

Glu

Thr

Pro

Leu

895

Thr

Ala

Ala

Ser

Arg

720

Ala

Ala

val

Leu

Ile

800

Asp

Glu

Ala

Val

Tyr

880

Arg

Ile

Asp

Asn
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Gly Tyr Ala Asn Ser Lys Trp Ala Gly Glu Val Leu Leu Arg Glu Ala
945 950 955 960

His Glu Gln Cys Gly Leu Pro Val Thr Val Phe Arg Cys Asp Met Ile
965 970 975

Leu Ala Asp Thr Ser Tyr Thr Gly Gln Leu Asn Leu Pro Asp Met Phe
980 985 990

Thr Arg Leu Met Leu Ser Leu Ala Ala Thr Gly Ile Ala Pro Gly Ser
995 1000 1005

Phe Tyr Glu Leu Asp Ala His Gly Asn Arg Gln Arg Ala His Tyr
1010 1015 1020

Asp Gly Leu Pro Val Glu Phe Val Ala Glu Ala Ile Cys Thr Leu
1025 1030 1035

Gly Thr His Ser Pro Asp Arg Phe Val Thr Tyr His Val Met Asn
1040 1045 1050

Pro Tyr Asp Asp Gly Ile Gly Leu Asp Glu Phe Val Asp Trp Leu
1055 1060 1065

Asn Ser Pro Thr Ser Gly Ser Gly Cys Thr Ile Gln Arg Ile Ala
1070 1075 1080

Asp Tyr Gly Glu Trp Leu Gln Arg Phe Glu Thr Ser Leu Arg Ala
1085 1090 1095

Leu Pro Asp Arg Gln Arg His Ala Ser Leu Leu Pro Leu Leu His
1100 1105 1110

Asn Tyr Arg Glu Pro Ala Lys Pro Ile Cys Gly Ser Ile Ala Pro
1115 1120 1125

Thr Asp Gln Phe Arg Ala Ala Val Gln Glu Ala Lys Ile Gly Pro
1130 1135 1140

Asp Lys Asp Ile Pro His Leu Thr Ala Ala Ile Ile Ala Lys Tyr
1145 1150 1155

Ile Ser Asn Leu Arg Leu Leu Gly Leu Leu
1160 1165

<210>41

<211> 3507

<212> ADN

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 41

82



atgacgatcg
gacccgcagt
gagttgcgece
ctgggcaagc
ctgccecget
aatgcctgge
agtgtcgact
ctgcagacca
gtgatcgegt
gcgecgtege
ttcgaggegg
gcactggacc
ccgetgacee
ccecgagtcea
ctecggegtga
ggcatcctgt
ctgtccacct
cgcatctggg
ggatccgagg
gggcgattcg
gtcgaggacc
gtgttcatcg
cccgatcteg
tccgagcecaga
gaggacgggt
tacctcegace
aagctggagg
agcgegeggt

gacggtgacg

aaacgcgcga
tcgeegecge
ttectgeege
gcgecgtcega
tcgacaccat
acaaccatce
acacgacgat
gtgcgocggt
cgagcgtcga
gactggtggt
ccaagggcaa
gcgggeggte
ttctcatcta
agaccgccac
tgcegtegat
gcagcacact
tcectggagga
acatgctgtt
accgagccga
ttteggecet
tgctcgacat
acgggcagat
gctacttege
tgttceceegg
actaccgcac
gccgcaacaa
cggtgttcgg
cctatctget

aactcaagtc
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agaccgcette
ccgtcececgac
ggtcaaacag
gttegtcacc
cacctaccgt
ggtgaatgce
cgacatcgece
ggcccaactg
cttectegee
gttegactac
gctecgcagge
actecgeccgac
cacctccgge
gatgtggcag
caccctgaac
cgccagcgge
cctegeccte
ccaggagtac
agccgcagte
gaccggatcg
gcatctgctg
ccagcgeecyg
cacggaccgg
ctactacaag
cggcgacatc
cgtgctgaaa
cgacagcccc
ggcggtegtyg

gcgcatcage

aaccggcgca
gaggcgatca
attctggeeg
gacgaagaag
cagctcgcag
ggtgaccgeg
ctgctegaac
cagccgatcg
gacgcagtcg
agccacgagg
accggcgteg
gcaccgetcet
agcaccggca
gcegggteca
ttcatgccca
ggaaccgcegt
gtgcggeccca
cagagccgcce
ctcgaagagg
gctececcatcet
gagggctacg
ccggtcateg
ccctaccege
cgtcecggaga
gtcgecgage
ctgtcgecagg
ctggtacgcc
gtceccgacceg

gactcactgc
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ttgaccactt
gcgcggctge
gctatgegga
gccgcaccac
gccggatcca
tggccatcct
tcggegecegt
tcgccgagac
ctctecgtcega
tcgacgatca
tcgtcgagac
acgtgceccga
ctcccaaggg
aggcccggtg
tgagtcacgt
acttcgecge
cgcagctcaa
tcgacaaccg
tcecgecacccea
cggcggagat
gctccaccga
actacaagct
gcggcgaact
tcaccgeecga
tcgggececga
gcgaattcgt
agatctacgt
aagaggcact

aggacgcggce

gttcgaaacc
cgccgatceg
ccgeectgeg
cgcgaagctc
ggccgtgacce
gggtttcacc
gtccgtaccg
cgagcccaag
gtccgggcce
gcgtgaggeg
gatcaccgac
cgaggccgac
cgcgatgtac
ggacgagacc
catggggcge
acgcagcgac
cttegttect
ccgcgccgag
actgctecgge
gaagagctgg
ggccggcegeg
ggtcgacgtg
tctggtcaag
gatgttcgac
ccatctcgaa
cacggtctcc
ctacggcaac
gtcacgttgg

acgagccgec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



ggattgcagt
gagaacggcce
ggcgaacgcce
gagttgcgece
gcactgctcg
ggagattcgt
gtgceggteg
gagggcgaac
accgaggtge
gccgegeegg
accgggttcc
ggcaaggtga
gccacgtteg
cacctcegagg
tggcagcgac
gtecectgeegt
atcgcgctga
ggcatctcece
cgggtegacg
ctgcgggagg
ctggccgaca
ctgagccteg
aaccggcagc
accatcggcet
gacggcatcg
cgegtegacg
gaacggcaac
ccegtgtgeg
atecggcecceg

aacctgcaga

<210> 42
<211> 3507
<212> ADN

cgtatgagat
tgctgaccgg
tcgaacagct
gcaacggagc
gtgecctceegt
tgteggectt
gcgtcatcgt
tgcgeggete
gcgegegtga
gtctgcegeg
tgggccgcecta
tctgectggt
acaccgggga
tgatcgeegg
tggcecgacac
acagccagat
ccaccacgat
ccgaggcegtt
actegtacge
cgcacgactg
cgacctacte
tggcgaccgg
gcgeccacta
cgcaggtcac
gcctcgacga
actacgccac
gtcaggcctce
gtgccatggce
acaaggacat

tgcteggatt
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ccecgegtgac
tatcecgecaag
ctacaccgac
cgaccggcece
cacggatctg
gagcttcteg
cagcccggcce
caagcgcecce
tctegeectg
ttecgggcacce
tctggecgetg
gcgegeccege
cgcgacactg
tgacaagggce
cgtcgatctg
gttcggacce
caagccgtac
cgtcgaggac
caacggctac
gtgtggtctg
gggtcagctg
catcgcgccce
cgacgggctg
cgacggattc
gtacgtggac
ctggctgage
gctgectgecg
acccaccgac
tcecgecacgte

gctgtaa

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 42

ttecctegteg
ctggcecegge
ctggeccgagg
gtggtcgaga
cggtccgatg
aacctgttge
accgacctgg
acatacgcgt
ggcaagttca
gagatccgeca
gaatggctgg
agcgacgacg
ctcgagcact
gaggccgate
atcgtecgatc
aatgcgctceg
gtgtacgtct
gccgacatce
ggcaacagca
ccggtetegg
aacctgccgg
ggttegttct
ccegtggagt
gagacgttcc
tggctgatcg
cggttcgaaa
ctgctgecaca
cggttecegtg

acggccgacg

84

agacaacacc
cgaaactgaa
ggcaggccaa
cecgtcageeg
cgcacttcac
acgagatctt
caggcgtcgce
cggtgcacgg
tcgacgececaa
ccgtgetget
agcgcatgga
aggcccgggce
accgegeget
tgggtctega
cggccgcect
gcaccgcecga
cgacgatcgg
gcgagatcag
agtgggcegg
tgttccgetg
acatgttcac
acgaactcga
tcatcgececga
acgtgatgaa
aggccggeta
ccgecactgeg
actatcagca
ccgcggtgea

tgatcgtcaa

tttcacgcectg
ggcgcactac
cgagttgcge
cgcecgeggte
cgatctgggt
cgatgtcgac
ggcctacatc
gcgcgacgec
gaccctgtee
gaccggegec
cctggtggac
gcgtctggac
ggcagccgat
ccacgacacg
ggtcaatcac
actcatcecgg
tgtgggacag
cgcgacgege
cgaggtecetg
cgacatgatc
ccgectgatg
tgcggacgge
ggcgatctece
cccgtacgac
ccecegtgeac
ggcectgeeg
gccctcaccg
ggacgcgaag

gtacatcagc

1800

1860

1920

1980
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2100
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2340

2400
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3240
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3360

3420
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atgtcgatca
cagttcgecg
gcgcttccac
cagcgtgege
ccgeggtteg
gcgttgagcg
agcgtcgact
ctgcagacca
atgatcgcca
ccggecegge
gaagccgecc
gaacgcggca
ctgctgattt
caggtgatga
atcacgctga
ctttccaacg
gacctegece
ttcgecagagt
ctggaagcge
gcgctgaccg
gcecgacgtge
ggcatggtgc
tactteggceca
tteceecegget
taccggaccy
cgcaacaacg
gtgttcggcg
tacccgetgyg
ctcaagceceg

tacgagattc

acgatcagcg
ccgecagtcc
agctcatccg
tccgettegt
agaccatcac
ctgagceccge
acacaaccat
gtgcgecggt
ccagcatcga
tggtcgtatt
gagctcggtt
gggegetgee
acacctcggg
gettetggeg
acttcatgcc
gceggtacege
tggtgeggec
tccacagcga
aggtgaaggc
gttecgegeco
atttggtgga
ggcgcccege
ccgatcagee
actaccagcg
gggacatcat
tgctaaagcect
acagcccgcect
cggtggttgt
tgatcagcga

cacgcgactt
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actgacacgc
caacgaggcg
tatggtcatg
caccgaccce
ctaccgcgaa
gatccggecg
cgacatcgeg
caccgggttg
caatcttggc
cgattaccac
ggceggeteg
ggccacacce
tagtaccggce
caagtcgagt
gatgagccac
ctacttcgte
cacagaattg
ggtcgaccge
cgagctgcgg
gatctceget
gggttacggce
ggtgatcgac
ctacceceegg
ceccggatgte
ggccaaagta
ctececcaggge
ggtccgacag
cccgteeggg
gtececctgeag

catcatcgaa

cgegtegagg
atcacccagg
gagggctacg
gacagcggec
ctgtgggeee
ggcgaccggg
ctgatcecggt
cgcccgateg
gacgccgteg
ggcaaggttg
gtgaccatcg
attgccgaca
gcacccaaag
ggctggtteg
gtegggggec
gccaagagcg
tgettegtge
cgettggtgg
gagaacgtge
gagatgacgg
tccaccgagg
tacaagctgg
ggcgagcetge
accgccgagg
ggcccecgace
gagttcatcg
atcttcatct
gacgcgcettt
gaggtagcga

accacgccgt

85

acctatacge
cgatcgacca
ccgatcggcecc
gcaccatggt
gcgecggeac
tttgecgtgcet
tgggcgecgt
tcaccgagac
aagtgctgge
acacccaccg
acacacttge
gcgccgacga
gcgecatgta
agccgagegg
gtcaggtgct
acctgtecgac
cgcgeatetg
acggcgccga
tcggeggacg
cgtgggtcga
ccgggatggt
tcgacgtgce
tggtcaagac
tgttcgacce
agttcgtcta
ccgtgteogaa
acggcaacag
ctcgecatgg
gggcggccgg

tcaccctgga

cagcgacgcc
gceeggggte
ggcactcggc
cgagctactg
attggccacc
gggcttcaac
gtecggttceca
cgagccgacg
cggtcacgcc
cgaggcegte
cgaactgatec
cgcgetggeg
tcgegagage
ttaccececteg
ctacgggacg
gctgttegag
ggacatggtg
tcgageggeg
gtttgtcatg
gteccetgetg
cctgaacgac
cgagctggge
gcaaaccatg
cgacggcette
cctecgacege
gctecgaggeg
tgccegggec
catcgagaat
cctgecaatece

gaacggcctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800



ctcaccggca
gagcggctcet
agcggtcecg
tctaccgetg
tcggegetgt
gtcattgtca
accggecgtca
gccagcgace
ctgceggeac
ggtcgctacc
tgecctggtee
agcggcgace
ctcgccggeg
gccgacacgg
agccagctgt
ggcaagcgca
gaggcgttca
agctacgcca
cacgagcagt
agctataccg
gctaccggca
gcccactatg
catagcccgg
ctggacgagt
cggatcgecg
gatcgccagc
ccgatatgeg
atcggtccgg

aacctgcgac

<210> 43
<211> 3522
<212> ADN

tcecgcaagcet
ataccgagct
atgcgecggt
cggatgtgceg
cgttggccaa
gcccggcaag
ggcgacccag
tcacgctgga
cgagcgccca
tggcgetgga
gcgccagatc
cgtatttggt
acaagggcga
tggacctgat
tcggcccaaa
agccatacat
ccgaggacgc
acggctacgc
gcggectgece
gtcagctcaa
tcgcaccegg
acggcttgece
accgttttgt
tcgtcgactg
actacggcga
gccacgectce
ggtcaatcge
acaaagacat

tgctcgggcet
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ggcacgcccg
ggccgatage
gcttecgacg
gcecggacgceg
cctgctgecac
cgacctgegg
cttcgecteg
caagttcatc
agtgecgecace
atggctcgac
cgacgaggaa
gcggcactac
ggccgacctg
cgtggaccce
cgcggcgggc
ctacacctcg
cgacatccgg
gaacagcaag
ggtgacggte
cctgcecggac
ttcgttctat
ggtcgaattc
cacctaccac
gctcaactcc
gtggctgcag
gctgctgceccee
gcccaccgac

tcegecaccte

gctgtga

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 43

cagttgaaga
caatccaacg
ctgtgeegtg
cacttcgeccg
gagatcttcg
gcecctggecg
atacacggtc
gacgctgcca
gtactgctga
cgcatggacc
gcacaagccc
cgcgaattgg
ggcctggacc
gcggeectgg
accgccgagt
acgatcgccg
gccatcagece
tgggccggeg
ttecegetgeg
atgttcaccc
gagctggatg
gtcgcagaag
gtgatgaacc
ccaactagcg
cggttcgaga
ttgctgcaca
cagttccgeg

acggcggega

86

agttctatgg
agctgecgega
ccgeggetge
acctgggtgg
gcgtcgacgt
accacatcga
gctcecgegac
ccectggeege
cecggegecac
tggtcaacgg
ggctggacge
gcgccggecg
gggtcacctg
tcaaccacgt
tgcttcgget
tgggcgagca
cgacccgcag
aggtgctgcet
acatgatcct
ggctgatgct
cgcacggcaa
ccatttgcac
cctacgacga
ggtccggttg
cttecgetgeg
actaccgaga
ctgccgteca

tcatcgcgaa

cgaacgtctc
gctgeggeaa
gttgetggge
tgactcgcte
gccggtgggt
agcagcgcgce
ggaagtgcac
agccccgaac
cggectttttg
caagctgatc
gacgttcgat
cctegaggtg
gcagcggcta
gctgecegtat
ggcgctgacce
gatcccgecg
gatcgacgac
gcgcgaagct
ggccgacacce
gagcctggece
tcggcaacgce
ccttgggaca
cggcatcggg
cacgatccag
tgcecttgeecg
gcctgcaaag
agaagcgaaa

gtacatcagc
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atgaccagcg
cagtcgacce
ccgttgeceg
cagaccctgt
gccaccgacg
tacgcccagg
cagccgatct
acgctggate
ccggtcagece
gccgaatacc
gtggtgtteg
gaacaactcg
gccgggetge
ctgtacacct
gcgeggetgt
ttcatgcege
ggaaccagtt
gtgcgcccga
ctcgeccaccg
gccggtgecg
accgecacecgce
gtcgacggct
ccaccggtga
aagcecctacce
aagcgccccg
gtcatggceg
aaactcgecge
gcgctggtge
gtggtcececga

gccgactcge

atgttcacga
gcecgeatege
ccgtggtega
tcaccggcta
agggcgggcyg
tgtggtegeg
accccggega
tecgtatgege
ggctegeecc
tcgacctege
accatcacce
ccggcaaggg
cggccgaace
cgggttccac
ggaccatgtc
tcaaccacct
acttecgtacc
ccgaactcgg
tcgaccgect
aactgcgtga
tggcecgegga
acgggctcac
tcgactacaa
cgcgtggega
aggtcaccgc
agaccgecacc
agggcgagtt
gccagatctt
cgccggaggce

tgcagcgcac
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cgccacagac
cgagctgtac
cgcggegeac
cggtgaccgce
caccgtgacg
cgtgcaagcg
cgecegtegeg
ctacctggge
gatcctggee
agtcgaatcc
cgaggtcgac
catcgcegte
gatctacacc
cggcgcacce
gttcatcacg
gggcgggcege
ggaatccgac
cctggtteeg
ggtcacgcag
gcaggtgcte
gatgagggcg
cgagaccggce
gctgatcgac
actgectggte
gagcgtcttc
cgaccacctg
cgtggeggte
cgtgtacgge
gctecgagecag

cgcacgcgac

ggcgtcaccg
gccaccgate
aaacccgggce
ccggegetgg
cgtetgetge
gtegecgegg
acgatcggtt
ctcgtgagtg
gaggtcgaac
gtgcgggacg
gaccaccgceg
accaccctgg
gccgaccatg
aagggtgcga
ggtgacccca
atccccattt
atgtccacge
cgcgtegecg
ggcgecgacg
ggcggacgcg
ttcctcgaca
gccgtgacac
gttcccgaac
aggtcgcaaa
gaccgggacg
gtgtacgtgg
gccaacctgg
aacagcgagc
tacgatcecgg

gccgaactge
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aaaccgcact
ccgagttege
tgcggetgge
gataccgecgc
cgcggttega
ccctgegeca
tcgcgagtcecce
ttcecgetgea
cgcggatect
tcaactcggt
acgcactgge
acgcgatcge
atcagcgect
tgtacaccga
cgcceggteat
ccaccgcegt
tgttcgagga
acatgctcta
aactgaccgc
tgatcaccgg
tcaccctggg
gcgacggtgt
tcggctactt
cgctgactece
gctactacca
accgtcgeaa
aggcggtgtt
gcagtttect
ccgegetcaa

aatcctacga

cgacgacgag
cgcecgeecgea
agagatcctg
ccgtgaactg
caccctecace
caacttcgeg
cgattacctg
gcacaacgca
caccgtgage
gtcgecagete
cecgegegegt
cgacgagggc
cgcgatgate
ggcgatggtg
caacgtcaac
gcagaacggt
tectegegetg
ccagcaccac
cgagaagcag
attcgtcage
cgcacacatc
gatcgtgcgg
cagcaccgac
cgggtactac
caccggcgac
caacgtccte
ctcecggegeg
tctggcegtg
ggccgegetg

ggtgeceggee

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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780

840
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960
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1680

1740

1800



10

gatttcatecg
aaactgctgc
gatatcgegg
ccggtgateg
gcatccgacg
aacctgctga
accaacctcg
ccgagtttca
ctggacaagt
accgagccac
ttgcagtggc
cgcgacgacg
tcecegecget
gacccgaatc
gtggtgcatc
aacgtcgtgg
acgtacctgt
atccggacecg
agcaagtggg
gcgacgttee
ccagacatgt
ttctacatcg
gtggccgagg
gtgatgaacc
gcgggccate
gcgttgaccg
ttcecgegete
gcggtgegea
gacaagtaca
<210> 44

<211> 3582
<212> ADN

tcgagaccga
ggcccaacct
ccacgcaggce
acaccctcac
cccacttcac
gcgatttcett
cccaactcge
ccaccgtgca
tcatecgacge
ggacggtgtt
tggaacgcct
ccgeggeccg
tcgececgaget
tgggcectcac
cggcagcgct
gcacggecga
ccaccgtgtc
tgagceccggt
ccggcgaggt
gctcggacat
tcacgcgact
gagacggtga
cggtcacgac
cgcacgacga
cgatcgaccg
cgcttecccga
cgcaggcacc
ccgcgaaggt

tacgcgatct

<213> Secuencia artificial

<220>
<221>fuente
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gccgtteage
caaagaccgc
caaccagttg
ccaggeccgcet
cgacctggge
cggtttcgaa
ccagcacatc
cggcgcggac
cgaaacgctce
gctcteggge
ggcacctgtc
cgcacggctg
ggccgaccge
acccgagatc
ggtcaaccac
ggtgatcaag
ggtggecatg
gcgcccgete
gctgetgegg
gatcctggeg
cctgttgagce
gcgeccgegg
gcteggegeg
cgggatctcc
ggtcgacgac
gaagcgcege
gttgecgegge
gggcccggga

gcegtgagtte

gccgccaacg
tacgggcagc
cgcgaactge
gccacgatcc
ggggattcce
gttcecegteg
gaggcgcagc
gccaccgaga
cgggecgeac
gccaacggct
ggcggcacca
acccaggcct
cacctgecggg
tggcaccgge
gtgctccect
ctggececteca
gggatccccg
gacggcggat
gaggcccacg
catccgeget
ctcttgatca
gcgcactacc
cagcagcgcg
ctggatgtgt
tacgacgact
gcacagaccg
gcacccgaac
gacatcccge

ggtctgatct

88

ggctgctgte
gcctggagca
ggcgegegge
tcggcaccgg
tgtcggeget
gcaccatcgt
gcaccgcggg
tccgggegag
cgggtetgee
ggctgggeeg

tcatcacgat
acgacaccga
tggtcgeegg
tcgcecgecga
accggcagct
ccgaacggat
acttcgagga
acgccaacgg
atctgtgegg
accgcggtca
ccggecgtege
ccggecctgac
agggatacgt
tcgtggactg
gggtgegteg
tactgcegcet
ccacggaggt

acctcgacga

ga

gggtgtcgga
gatgtacgcc
cgccacacaa
gagcgaggtg
gacactttcg
gaacccggec
tgaccgcagg
tgagctgacc
caaggtcacc
gttcctcacg
cgtgegggge
tcccgagttg
tgacatcgge
ggtcgacctg
gttcggccece
caagcccgte
ggacggcgac
ctacggcaac
gctgccegtg
ggtcaacgtg
gcegeggteg
ggtcgattte
gtcctacgac
gctgatccgg
gttcgagacc
gctgcacgeg
gttccacgcc

ggcgctgatc
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<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial: Polinucle6tido sintético”

<400> 44

atgggcagca
atgacgagcg
cagagcactc
cctectgecgg
cagaccctgt
gcgacggacg
tatgcacagg
caaccgattt
acgctggate
ccggtgtete
gcagaatacc
gttgtttteg
gagcagctgg
gecaggtttge
ctgtatacca
gctegectgt
ttcatgcecge
ggtaccagct
gtccgecccta
ctggcgaccg
gccggtgegg
accgecgecegt
gttgacggtt
cctceggtca
aaaccgtacc
aagcgcccag
gtgatggcag

aagctggcege

gccatcatca
atgttcacga
gtegtattge
ccgttgtcga
tcaccggcta
aaggcggtcg
tgtggagccg
acccgggcga
tggtgtgege
gcctggecce
tggacctggce
accatcatcc
ccggcaaagg
cggctgagece
gcggctctac
ggactatgag
tgaaccatct
acttecgttcc
ccgaactggg
tggatcgect
aactgcgtga
tggcggcaga
acggtctgac
ttgattacaa
cgcgtggega
aagtcaccgc
aaaccgcgcc

aaggtgaatt

tcatcatcac
cgcgaccgac
agaactgtac
tgcggcgcac
cggcgatcgt
tacggtcacg
tgttcaagca
cgcggtcgeg
gtatctggge
gattctggcce
ggttgaatcec
ggaagtggac
tatcgcagtt
gatttacacg
gggtgctceg
ctttatcacg
gggcggtegt
ggaaagcgac
tctggtgeceg
ggtgacccag
acaggtcttg
gatgcgtget
cgaaaccggt
gctgatcgat
gctgctggtt
gtcegttttc
agaccacctg

tgtcgeegtg

agcagcggec
ggcgttaccg
gcaacggacc
aaaccgggcc
ccggegetgg
cgtctgetge
gtggctgcag
actatcggcect
ctggtcageg
gaggtggaac
gtcegtgatg
gatcaccgtg
acgaccctgg
gcggatcacg
aaaggcgcga
ggcgacccga
atcccgatta
atgagcacgc
cgtgttgegg
ggcgcggacyg
ggcggtcegtg
tttetggata
gcggtcacce
gtgceggage
cgtagccaaa
gatcgcgacg
gtgtatgtgg

gctaacctgg
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tggtgccegeg
agactgcact
cagagttecge
tgcgtectgge
gctatcgtge
cgcgcttcga
cgttgcgtcea
ttgcgagecce
tteoetttgea
cgcgtattcet
tgaactcegt
acgcactggc
atgecgatcge
atcagcgtct
tgtacaccga
ccceggttat
gcaccgeccgt
tgtttgagga
acatgctgta
aactgactgc
ttatcaccgg
tcaccttggg
gtgatggtgt
tgggttactt
cgttgactcc
gctattacca
accgccgcaa

aggcecgtttt

cggcagccat
ggatgatgag
agcagcagct
ggaaatcctg
acgtgagctg
taccctgacc
caatttcgeca
ggactatttg
gcataacgcet
gacggtgagc
cagccagcetg
tecgcgcacge
agacgaaggc
ggccatgatt
agcgatggtg
caacgtgaac
gcagaatggc
tectggcecectg
ccagcatcat
ggaaaagcag
ttttgtttec
tgcacacatc
gattgttegt
ctccaccgac
gggttactac
caccggcgac
caatgttctg

cagcggcgcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



gctetggtee
gttgtceccta
gcggattege
gacttcattg
aagttgctgce
gacatcgegg
ccggtgatcg
gcaagcgacg
aacttgetgt
actaatctgg
ccatccttta
ctggacaaat
actgagccge
ctgcagtggc
cgtgacgatg
tcecegeeget
gatccgaatc
gtegttecatc
aatgttgttg
acctacctgt
attcgtaccg
agcaagtggg
gcgacgtttc
ccggacatgt
ttctacattg
gttgcggaag
gttatgaatc
gcgggccace
gcgttgaccg
tttegegege
gcggtgegta

gacaagtaca

<210>45
<211> 66

gccagatttt
cccceggagge
tgcagegtac
ttgagactga
gtccgaattt
ctacgcaggc
acacgctgac
cacactttac
ctgacttctt
cacagctgge
cgacggtcca
tcatcgacge
gtacggtcct
tggaacgttt
cagcggcacg
tecgetgagtt
tgggcctgac
cagcggccct
gcaccgccga
ccacggttag
tcagcccggt
ctggecgaggt
gtagcgacat
tcaccecgtet
gtgatggega
cggttactac
cgcacgatga
caattgaccg
ccttgeccogga
cacaggcgcc
ccgctaaagt

tccgtgacct

ES 2786 633 T3

cgtgtatggt
gctggagcaa
ggcgegtgat
gccttttage
gaaggatcgc
gaaccaattg
gcaagctgcg
tgatttgggc
tggctttgaa
gcaacatatc
cggtgeggat
tgagactctg
gttgagcggt
ggcaccggtt
tgcacgtttg
ggcggatcge
cccggagatt
ggtcaaccac
agttatcaag
cgtcgegatg
tcgtcegetg
gctgctgege
gattctggcc
gctgetgtece
gcgtecegegt
cctgggtgcet
cggtattagc
tgttgacgac
gaaacgtcgt
gttgegtgge
cggtcegggt

gcgcgagttce

aacagcgagc
tacgaccctg
gccgagetge
gctgcgaacg
tacggtcagc
cgtgaactge
gcgaccatec
ggtgattctc
gtcceggttg
gaggcgcage
gctacggaaa
cgcgcagcac
gccaatggtt
ggcggtaccc
actcaggcett
cacttgcgtg
tggcaccgte
gtcctgeegt
ttggctectga
ggtattcctg
gatggtgget
gaggcacatg
cacccgeget
ctgctgatca
gcacactacc
cagcaacgtg
ttggatgtct
tatgatgact
gcgcagaccg
gcccctgaac
gatattccge

ggtctgattt
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gcagctttet
ccgcattgaa
agagctatga
gtctgctgag
gtttggagca
gcegtgetge
tgggtaccgg
tgagcgcegcet
gcacgattgt
gcacggcggg
tcegtgeaag
ctggtttgee
ggttgggceg
tgatcaccat
acgatacgga
tggtggcagg
tggcagcaga
accgccagcet
ccgagegeat
attttgagga
atgcaaatgg
acctgtgtgg
accgtggcca
cgggtgtgge
cgggcctgac
agggttatgt
ttgtggactg
gggtgcgteg
ttectgecget
cgaccgaagt
acctggatga

ag

gttggectgtt
agcagccctg
agtgceggeg
cggtgttgge
gatgtacgcg
ggctactcaa
cagcgaggtt
gacgttgagc
taacccagcg
tgaccgecegt
cgaactgact
gaaggttacg
cttecctgace
tgtgcgeggt
cccagagctg
tgatatecgge
ggtcgatctg
gtttggtccg
caagcctgtt
ggacggtgac
ctatggcaac
cctgeceggtt
agtgaatgtg
accgegttcece
cgtcgatttt
ctcgtatgac
gctgattcgt
ttttgaaacc
gctgcatgcc
gtttcatgca

agcecctgatce

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 45
cggttctggec aaatattctg aaatgagctg ttgacaatta atcaaatccg gctcgtataa

tgtgtg

<210> 46

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 46
ggtttattcc tcecttattta atcgatacat

<210> 47

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"”

<400> 47
atgtatcgat taaataagga ggaataaacc atgggcacga gcgatgttca cgacgcgac

<210> 48

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 48
atgtatcgat taaataagga ggaataaacc gtgggcacga gcgatgttca cgacgcgac

<210> 49

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético”

<400> 49
atgtatcgat taaataagga ggaataaacc ttgggcacga gcgatgttca cgacgcgac

<210>50

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 50
ttctaaatca gaccgaactc gegeag

<210>51

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial :Cebador sintético"

<400> 51
ctgcgegagt teggtetgat ttagaattcc tcgaggatgg tagtgtgg

<210> 52

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 52
cagtcgacat acgaaacggg aatgcgg

<210> 53

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcidn de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 53

ccgecattecece gtttegtatg tcgactgaaa cctcaggcat tgagaagcac acggtce

<210>54

<211>56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 54

ctcatttcag aatatttgecc agaaccgtta atttcctaat gcaggagtcg cataag

<210> 55

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"”

<400> 55

92
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ggatctcgac gctctececctt

<210> 56

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"”

<400> 56
tcaaaaacgc cattaacctg atgttctg

93
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de acido carboxilico reductasa (CAR) variante que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos el 80% con el polipéptido de CAR natural de la SEQ ID NO: 7 y que
tiene al menos una sustitucion de aminoéacido seleccionada del grupo que consiste en S3R, D18R, D18L, D18T, D18P,
E20V, E20S, E20R, S22R, S22N, S22G, L80R, R87G, R87E, V191S, F288R, F288S, F288G, Q473L, Q473W, Q473Y,
Q473l1, Q473H, A535S, D750A, R827C, R827A, I1870L, R873S, VI926A, VI926E, S927K, S927G, MI30K, M930R y
L1128W, en la que (i) la expresion de dicho polipéptido de CAR variante en una célula hospedadora recombinante da
como resultado un titulo mas alto de aldehidos grasos en comparacion con una célula hospedadora recombinante que
expresa el polipéptido de CAR natural de SEQ ID NO: 7 o, (ii) la expresion de dicho polipéptido de CAR variante en
una célula hospedadora recombinante da como resultado un titulo mas alto de alcoholes grasos en comparacion con
una célula hospedadora recombinante que expresa el polipéptido de CAR natural de SEQ ID NO: 7.

2. El polipéptido de CAR variante de la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido variante comprende:

(a) la mutacién A535S;

(b) las mutaciones E20R; F288G, Q4731 y A535S;

(c) las mutaciones E20R; F288G, Q473H, A535S, R827A y S927G;

(d) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473H, A535S, R827A y S927G;

(e) las mutaciones S3R; E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R873S, S927G, M930R y L1128W;
(f) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473H, A535S, R873S, S927G, M930R y LI1128W;

(g) las mutaciones D18R; E20R, S22R, F288G, Q473I, A535S, S927G, M930K y L1128W;

(h) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473I, A535S, R827C, V926E, S927K y M930R;

(i) las mutaciones D18R; E20R, 288G, Q473I, A535S, R827C, V926E, MO930K y L1128W;

() las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, V926A, S927K y M930R;

(k) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473H, A535S y R827C;

() las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C y M930R;

(m) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473I, A535S, 1870L, S927G y M930R;

(n) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473I, A535S, 1870L y S927G;

(o) las mutaciones D18R; E20R, S22R, F288G, Q473I, A535S, R827C, I1870L, V926A y S927G;
(p) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, 1870L y L1128W,;

(q) las mutaciones D18R; E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, 1870L, S927G y L1128W,
(r) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, 1870L, S927G y L1128W;

(s) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473I, A535S, R827C, I1870L, S927G, M930K y L1128W;
(t) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473H, A535S, 1870L, S927G y M930K;

(u) las mutaciones E20R; F288G, Q473I, A535S, 1870L y M930K;

(v) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473H, A535S, S927G, M930K y L1128W;

(w) las mutaciones D18R; E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, S927G y L1128W,;

(x) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, I1870L y S927G;

(y) las mutaciones D18R; E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, R827C, 1870L, S927G y L1128W;
(z)las mutaciones D18R; E20R, S22R, F288G, Q473l, A535S, S927G, M930R y L1128W;

(xx) las mutaciones E20R; S22R, F288G, Q473H, A535S, V926E, S927G y M930R; o

(zz) las mutaciones E20R, S22R, F288G, Q473H, A535S, R827C, I870L, V926A y L1128W.

3. Una célula hospedadora recombinante que comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido
de acido carboxilico reductasa (CAR) variante que tiene una identidad de secuencia de al menos el 80% con el
polipéptido de CAR natural de SEQ ID NO: 7 y que tiene al menos una sustitucion de aminoacido seleccionada del
grupo que consiste en S3R, D18R, D18L, D18T, D18P, E20V, E20S, E20R, S22R, S22N, S22G, L80R, R87G, R87E,
V191S, F288R, F288S, F288G, Q473L, Q473W, Q473Y, Q473I, Q473H, A535S, D750A, R827C, R827A, I870L,
R873S, V926A, V926E, S927K, S927G, M930K, M930R y L1128W, en la que la célula hospedadora recombinante
produce un aldehido graso o un alcohol graso con un titulo o rendimiento mas alto que una célula hospedadora que
expresa el polipéptido de CAR natural de SEQ ID NO: 7, cuando se cultiva en un medio que contiene una fuente de
carbono en condiciones eficaces para expresar dicho polipéptido de CAR variante.

4. La célula hospedadora recombinante de la reivindicacion 3, que comprende ademas un polinucleétido que codifica
un polipéptido de tioesterasa.

5. La célula hospedadora recombinante de la reivindicacién 4, que comprende ademas un polinucleétido que codifica

(i) un polipéptido de FabB y un polipéptido de FadR, o
(i) una aldehido graso reductasa.

6. Un cultivo celular que comprende la célula hospedadora recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 3-
5.

7. El cultivo celular de la reivindicacion 6, en el que dicho cultivo celular tiene una productividad que es al menos 3
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veces mayor que la productividad de un cultivo celular que expresa el correspondiente polipéptido de CAR natural.
8. El cultivo celular de la reivindicacion 7, en el que dicha productividad varia de 0,7 mg/l/h a 3 g/l/h.

9. El cultivo celular de la reivindicacién 8, en el que el medio de cultivo comprende una composicion de aldehido graso
o de alcohol graso.

10. El cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 9, en el que la composicién de aldehido graso
o de alcohol graso se recoge extracelularmente en una fase organica.

11. El cultivo celular de la reivindicacion 10, en el que la composicion de alcohol graso comprende uno o méas de un
alcohol graso C6, C8, C10, C12, C13, C14, C15, C16, C17 o C18.

12. El cultivo celular de la reivindicacion 10, en el que la composicion de alcohol graso comprende un alcohol graso
insaturado C10:1, C12:1, C14:1, C16:1 o C18:1.

13. El cultivo celular de la reivindicacion 10, en el que la composicion de alcohol graso comprende alcoholes grasos
Cl2y Ci4.
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FIG. 6A

Examen en placa por duplicado a 32°C
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FIG. 6B
Examen en_placa por duplicado a 37°C
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FIG. 12
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