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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para producir hidrocarburos

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

Antecedentes de la invencion

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

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

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

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

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

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

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

Un ejemplo de un material de partida derivado de petréleo crudo es etileno. Se usa etileno para producir productos
petroquimicos, tales como polietileno, etanol, 6xido de etileno, etilenglicol, poliéster, glicol éter, etoxilato, acetato de
vinilo, 1,2-dicloroetano, tricloroetileno, tetracloroetileno, cloruro de vinilo y poli(cloruro de vinilo). Un ejemplo adicional
de un material de partida es propileno, que se usa para producir alcohol isopropilico, acrilonitrilo, polipropileno, 6xido
de propileno, propilenglicol, glicol éteres, butileno, isobutileno, 1,3-butadieno, elastomeros sintéticos, poliolefinas,
alfa-olefinas, alcoholes grasos, éacido acrilico, polimeros acrilicos, cloruro de alilo, epiclorohidrina y resinas
epoxidicas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2667718 T3

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Debido a los desafios inherentes que plantea el petréleo, hay una necesidad de una fuente de petréleo renovable
que no necesite explorarse, extraerse, transportarse a lo largo de grandes distancias o refinarse sustancialmente
como el petréleo. Hay también una necesidad de una fuente de petréleo renovable que pueda producirse
economicamente sin crear el tipo de dafio medioambiental producido por la industria del petréleo y la combustion de
combustibles a base de petrdleo. Por motivos similares, hay también una necesidad de una fuente renovable de
productos quimicos que se derivan normalmente del petréleo. El documento WO 2007/136762 se refiere a la
produccién de derivados de acidos grasos, incluyendo la produccién de alcanos y alquenos, en organismos
modificados genéticamente, incluyendo E. coli modificado genéticamente. Ladygina et al. (Process Biochemistry
(2006), Vol. 41, n.° 5, pags. 1359-5113) estan revisando la biosintesis microbiana de hidrocarburos.

Sumario de la invencion

La invencion se basa, al menos en parte, en la identificacién de genes de cianobacterias que codifican para
polipéptidos de biosintesis de hidrocarburos. La invencidon se define por las reivindicaciones. En particular, la
invencion proporciona un método de produccién de un alcano o alqueno en una célula huésped, comprendiendo el
método: (a) introducir y expresar un polinucleétido de biosintesis de aldehidos que codifica para un polipéptido de
biosintesis de aldehidos que tiene actividad acil-ACP reductasa en dicha célula huésped; (b) introducir y expresar un
polinucleétido de biosintesis de alcanos y alquenos que codifica para un polipéptido de biosintesis de alcanos o
alquenos que tiene actividad descarbonilasa en dicha célula huésped, en el que dicho polinucleétido de biosintesis
de alcanos o alquenos comprende: (i) una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de al menos el 70%
con SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35, en el que la secuencia de acido
nucleico codifica para un polipéptido que tiene actividad descarbonilasa, o (ii) una secuencia de acido nucleico que
hibrida con un complemento de una secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21,
23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35, o con un fragmento del mismo, en el que la secuencia de acido nucleico codifica para un
polipéptido que tiene actividad descarbonilasa; y (c) cultivar dicha célula huésped en un medio de cultivo que
contiene una fuente de carbono en condiciones eficaces para producir un alcano o alqueno en el medio de cultivo.
En algunas realizaciones, el método comprende producir en una célula huésped un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36, o una
variante del mismo, y aislar al hidrocarburo de la célula huésped.

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

En algunos aspectos, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36 con una o mas substituciones, adiciones, inserciones o deleciones de
aminoacido, en el que el polipéptido tiene actividad descarbonilasa. Todavia en otras realizaciones, el polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,34 6
36, con una o mas sustituciones de aminoéacidos conservativas. Por ejemplo, el polipéptido comprende una o mas de
las siguientes sustituciones de aminoacidos conservativas: reemplazo de un aminoacido alifatico, tal como alanina,
valina, leucina e isoleucina, por otro aminoacido alifatico; reemplazo de una serina por una treonina; reemplazo de
una treonina por una serina; reemplazo de un residuo acido, tal como acido aspartico y acido glutamico, por otro
residuo acido; reemplazo de un residuo que lleva un grupo amida, tal como asparagina y glutamina, por otro residuo
que lleva un grupo amida; intercambio de un residuo basico, tal como lisina y arginina, por otro residuo basico; y
reemplazo de un residuo aromatico, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo aromatico. En algunos
aspectos, el polipéptido tiene aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, o
mas sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacidos, en el que el polipéptido tiene actividad
descarbonilasa.

En otras realizaciones, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de: (i) SEQ ID NO: 37 o SEQ ID NO:
38 0 SEQ ID NO: 39; o (ii) SEQ ID NO: 40 y una cualquiera de (a) SEQ ID NO: 37, (b) SEQ ID NO: 38, y (c) SEQ ID
NO: 39; o (iii) SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 42 o SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44, en el que el polipéptido tiene
actividad descarbonilasa.
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En algunas realizaciones, el método comprende expresar en una célula huésped un polinucleétido que comprende
una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 70%, al
menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos
aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98% o al menos
aproximadamente el 99% SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31,33 6
35. En algunas realizaciones, el método comprende ademas aislar el hidrocarburo de la célula huésped.

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

En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos codifica para un polipéptido que comprende: (i) la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36; o (ii) la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36 con una 0 mas
sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoacidos, en el que el polipéptido tiene actividad
descarbonilasa. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2,
4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36 con una o mas sustituciones de aminoacidos
conservativas, en el que el polipéptido tiene actividad descarbonilasa.

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

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

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

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

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

En realizaciones particulares, la célula huésped es una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una
célula de Bacillus stearothermophilus, una célula de Bacillus licheniformis, una célula de Bacillus alkalophilus, una
célula de Bacillus coagulans, una célula de Bacillus circulans, una célula de Bacillus pumilis, una célula de Bacillus
thuringiensis, una célula de Bacillus clausii, una célula de Bacillus megaterium, una célula de Bacillus subtilis o una
célula de Bacillus amiloliquefaciens.
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En otras realizaciones, la célula huésped es una célula de Trichoderma koningii, una célula de Trichoderma viride,
una célula de Trichoderma reesei, una célula de Trichoderma longibrachiatum, una célula de Aspergillus awamori,
una célula de Aspergillus fumigates, una célula de Aspergillus foetidus, una célula de Aspergillus nidulans, una
célula de Aspergillus niger, una célula de Aspergillus oryzae, una célula de Humicola insolens, una célula de
Humicola lanuginose, una célula de Rhodococcus opacus, una célula de Rhizomucor miehei o una célula de Mucor
michei.

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

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

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

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

En algunas realizaciones, el alcano o alqueno se secreta de la célula huésped.

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

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

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

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

En determinadas realizaciones, el método comprende ademas cultivar la célula huésped en presencia de un
derivado de acido graso saturado, y el hidrocarburo producido es un alcano. En determinadas realizaciones, el
derivado de é&cido graso saturado es un sustrato derivado de &cido graso Ce-Cos. Por ejemplo, el sustrato derivado
de &cido graso es un sustrato derivado de acido graso Cs, C7, cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C1s, Cio,
Co0, C21, Co2, C23, Ca4, Co5 0 Cpe. En realizaciones particulares, el sustrato derivado de &cido graso es 2-
metilicosanal, icosanal, octadecanal, tetradecanal, 2-metiloctadecanal, estearaldehido o palmitaldehido.

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

En determinadas realizaciones de los aspectos descritos en el presente documento, el hidrocarburo producido es un
alqueno. En algunas realizaciones, el alqueno es un alqueno Cs-Cazs. Por ejemplo, el alqueno es un alqueno Cs, Cy,
Cs, Ce, C7, Cg, Cq, C10, C11, C12, C13, C1s, C15, C4s, Ci7, C1s, C19, Co0, C21, C22, C23, C24 0 Cps. En algunas
realizaciones, el alqueno es pentadeceno, heptadeceno, metilpentadeceno o metilheptadeceno.

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

En determinadas realizaciones, el método comprende ademas cultivar la célula huésped en presencia de un
derivado de acido graso insaturado, y el hidrocarburo producido es un alqueno. En determinadas realizaciones, el
derivado de acido graso insaturado es un sustrato derivado de acido graso Cs-Cgs. Por ejemplo, el sustrato derivado
de acido graso es un sustrato derivado de acido graso insaturado Cs, C7, Cs, Co, C1o, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C11,
C1s, C19, C20, C21, C22, Ca3, Ca4, Co5 0 Co6. En realizaciones particulares, el sustrato derivado de acido graso es
octadecenal, hexadecenal, metilhexadecenal o metiloctadecenal.

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

En algunas realizaciones, el microorganismo expresa un nivel aumentado de un alcano o alqueno en relacién con un
microorganismo silvestre. En algunas realizaciones, el microorganismo es una cianobacteria.

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

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

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

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

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

En algunas realizaciones, el sustrato es un derivado de acido graso saturado, y el hidrocarburo es un alcano, por
ejemplo, un alcano C3-Czs. Por ejemplo, el alcano es un alcano Cs, C4, Cs, Cs, C7, Cg, Co, C1o, C11, C12, C13, C14, C1s5,
C16, C17, Ci1s, C1g, Ca0, C21, C22, Ca3, Casa 0 Cas. En algunas realizaciones, el alcano es tridecano, metiltridecano,
nonadecano, metilnonadecano, heptadecano, metilheptadecano, pentadecano o metilpentadecano.

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

En algunas realizaciones, el derivado de &acido graso saturado es 2-metilicosanal, icosanal, octadecanal,
tetradecanal, 2-metiloctadecanal, estearaldehido o palmitaldehido.

En otras realizaciones, el sustrato biolégico es un derivado de acido graso insaturado, y el hidrocarburo es un
alqueno, por ejemplo, un alqueno C3-Cgs. Por ejemplo, el alqueno es un alqueno Cs, C4, Cs, Cs, C7, Cs, Co, C1o, C11,
C12, C13, C1s4, Cy5, Cis, Ci7, Cys, Cig, C20, C21, C22, C23, C24 0 Cas. En algunas realizaciones, el alqueno es
pentadeceno, heptadeceno, metilpentadeceno o metilheptadeceno.

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

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

En otro aspecto, en el presente documento se describe un biocombustible que incluye un hidrocarburo producido
mediante cualquiera de los métodos o microorganismos descritos en el presente documento. El hidrocarburo puede
ser un alcano o alqueno que tiene una 8"°C de aproximadamente -15,4 o mayor. Por ejemplo, el alcano o alqueno
tiene una 5'°C de aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10, 9 por ejemplo, de aproximadamente -13,92 a
aproximadamente -13,84. El alcano o alqueno puede tener una fu'‘C de al menos aproximadamente 1,003. Por
ejemplo, el alcano o alqueno tlene una fu'*C de al menos aproximadamente 1,01 o al menos aproximadamente 1,5.
El alcano o alqueno tiene una fu'‘C de aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124. El biocombustible es
diésel, gasolina, o combustible para motores a reaccion.

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

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

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

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

Definiciones

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “fuente de carbono” se refiere a un sustrato o compuesto
adecuado para usarse como fuente de carbono para el crecimiento de células procariotas o eucariotas simples. Las
fuentes de carbono pueden estar en diversas formas, incluyendo, pero sin limitarse a polimeros, hidratos de
carbono, acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, aminoacidos, péptidos y gases (por ejemplo, CO y COy). Estas
incluyen, por ejemplo, diversos monosacaridos, tales como glucosa, fructosa, manosa y galactosa; oligosacaridos,
tales como fructo-oligosacarido y galacto-oligosacarido; polisacaridos tales como xilosa y arabinosa; disacaridos,
tales como sacarosa, maltosa y turanosa; material celulésico, tal como metilcelulosa y carboximetilcelulosa de sodio;
ésteres de acidos grasos saturados o insaturados, tales como succinato, lactato y acetato; alcoholes, tales como
etanol, o0 mezclas de los mismos. La fuente de carbono también puede ser un producto de fotosintesis, incluyendo,
pero sin limitarse a, glucosa. Una fuente de carbono preferida es biomasa. Otra fuente de carbono preferida es
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glucosa.

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

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

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

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

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

Se entiende que los polipéptidos descritos en el presente documento pueden tener sustituciones de aminoacidos
conservativas 0 no esenciales adicionales, que no tienen un efecto sustancial sobre las funciones del polipéptido.
Puede determinarse si una sustitucion particular se tolerara (es decir, no afectara de manera adversa a las
propiedades biologicas deseadas, tales como actividad descarboxilasa) tal como se describe en Bowie et al. Science
(1990) 247:1306 1310. Una “sustituciéon de aminoacido conservativa” es una en la que el residuo de aminoacido se
remplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido las
familias de residuos de aminoacido que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con
cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido
aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en beta (por ejemplo, treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

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

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

En una realizacion alternativa, una éster sintasa usa un tioéster y un alcohol como sustratos para producir un éster
graso. Las éster sintasas pueden usar tioésteres de cadena corta y larga como sustratos. Ademas, las éster sintasas
pueden usar alcoholes de cadena corta y larga como sustratos.
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Los ejemplos no limitativos de éster sintasas son cera sintasas, cera-éster sintasas, acil CoA:alcohol transacilasas,
aciltransferasas y acil graso-coenzima A:alcohol graso aciltransferasas. Las éster sintasas a modo de ejemplo se
clasifican en el numero de clasificacion de enzimas EC 2.3.1.75. En la figura 40 se proporcionan nimeros de registro
de GenBank a modo de ejemplo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tal como se usa en el presente documento, “fraccion de carbono moderno” o “fiy” tiene el mismo significado que el
definido por el National Institute of Standards and Technology (NIST), Standard Reference Materials (SRM) 4990B y
4990C, conocido como patrones de &cidos oxalicos HOxI y HOxII, respectivamente. La definicion fundamental se
refiere a 0,95 veces la razén de is6topos "c/"C de HOXI (en referencia a AD 1950). Esto es aproximadamente
equivalente a madera anterior a la revolucion industrial corregida para la descomposicion. Para la biosfera viva
actual (material vegetal), fu es de aproximadamente 1,1.

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

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

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

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

El término “aislado” tal como se usa en el presente documento con respecto a acidos nucleicos, tales como ADN o
ARN, se refiere a moléculas separadas de otros ADN o ARN, respectivamente, que estan presentes en la fuente
natural del acido nucleico. Ademas, un “4cido nucleico aislado” incluye fragmentos de acido nucleico, tales como
fragmentos que no se producen de manera natural. El término “aislado” también se usa en el presente documento
para referirse a polipéptidos, que se aislan de otras proteinas celulares y abarca tanto polipéptidos purificados
enddgenos como polipéptidos recombinantes. El término “aislado” tal como se usa en el presente documento
también se refiere a un acido nucleico o polipéptido que esta sustancialmente libre de material celular, material viral
o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante. El término “aislado” tal como se usa
en el presente documento también se refiere a un acido nucleico o polipéptido que esta sustancialmente libre de
precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

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

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

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

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

“ "

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

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

Tal como se usa en el presente documento, “coeficiente de reparto” o “P”, se define como la concentracién en
equilibrio de un compuesto en una fase organica dividida entre la concentracion en equilibrio en una fase acuosa
(por ejemplo, caldo de fermentacién). En una realizacién de un sistema bifasico descrita en el presente documento,
la fase organica se forma mediante el aldehido o alcano durante el procedimiento de produccion. Sin embargo, en
algunos ejemplos, puede proporcionarse una fase organica, tal como proporcionando una fase de octano, para
facilitar la separacién del producto. Cuando se describe un sistema de dos fases, las caracteristicas de reparto de un
compuesto pueden describirse como logP. Por ejemplo, un compuesto con un logP de 1 se repartira 10:1 en la fase
organica. Un compuesto con un logP de -1 se repartira 1:10 en la fase organica. Eligiendo un caldo de fermentacion
y una fase organica apropiados, un aldehido o alcano con un valor de logP alto puede separarse en la fase organica
incluso a concentraciones muy bajas en el recipiente de fermentacion.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “purificar”, “purificado” o “purificacion” significa la retirada o el
aislamiento de una molécula de su entorno mediante, por ejemplo, aislamiento o separacion. Las moléculas
“sustancialmente purificadas” estan libres al menos aproximadamente al 60%, preferiblemente libres al menos
aproximadamente al 75% y mas preferiblemente libres al menos aproximadamente al 90% de otros componentes
con los que estan asociadas. Tal como se usa en el presente documento, estos términos también se refieren a la
eliminacion de contaminantes de una muestra. Por ejemplo, la eliminacion de contaminantes puede dar como
resultado un aumento en el porcentaje de aldehidos o alcanos en una muestra. Por ejemplo, cuando se producen
aldehidos o alcanos en una célula huésped, los aldehidos o alcanos pueden purificarse mediante la eliminaciéon de
proteinas de la célula huésped. Tras la purificacién, aumenta el porcentaje de aldehidos o alcanos en la muestra.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Breve descripcion de los dibujos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

La figura 28 es una representacion grafica de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 AfadD

lacZ::Pyc-tesA que expresan MSMEG_5739 de M. smegmatis cepa MC2 155 (YP_889972) (SEQ ID NO: 85) o bien
solas o bien en combinacion con alr5283 de Nostoc sp. PCC7120 (SEQ ID NO: 7), Npun02004178 de Nostoc
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punctiforme PCC73102 (SEQ ID NO: 5), PMM0532 de P. marinus CCMP1986 (SEQ ID NO: 19), gli3146 de G.
violaceus PCC7421 (SEQ ID NO: 15), RS9917_09941 de Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 23), RS9917_12945 de
Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 25) o AM1_4041 de A. marina MBIC11017 (SEQ ID NO: 9).

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

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

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

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

La figura 33A es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA, YP_400611 de
Synechococcus elongatus PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66), NADH y Mg2+. La figura 33B es un perfil
de CG/EM de hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA, YP_400611 de Synechococcus elongatus
PCC7942 (Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66), NADPH y MgZ+. La figura 33C es un perfil de CG/EM de
hidrocarburos producidos in vitro usando octadecanoil-CoA, YP_400611 de Synechococcus elongatus PCC7942
(Synpcc7942_1594) (SEQ ID NO: 66) y NADPH.

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

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

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

La figura 37 es un perfil de CG/EM de hidrocarburos producidos por células de E. coli MG1655 que expresan alr5283
de Nostoc sp. PCC7120 (NP_489323) (SEQ ID NO: 7) y alr5284 de Nostoc sp. PCC7120 (NP_489324) (SEQ ID NO:
81).

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

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

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

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

Tales genes de biosintesis de alcanos y alquenos incluyen, por ejemplo, Synpcc7942_1593 de Synechococcus
elongatus PCC7942 (SEQ ID NO: 1), sll0208 de Synechocystis sp. PCC6803 (SEQ ID NO: 3), Npun02004178 de
Nostoc punctiforme PCC 73102 (SEQ ID NO: 5), alr5283 de Nostoc sp. PCC 7120 (SEQ ID NO: 7), AM1_4041 de
Acaryochloris marina MBIC11017 (SEQ ID NO: 9), 111313 de ThermoSynechococcus elongatus BP-1 (SEQ ID NO:
11), CYA_0415 de Synechococcus sp. JA-3-3A (SEQ ID NO: 13), gll3146 de Gloeobacter violaceus PCC 7421 (SEQ
ID NO: 15), PM123 de Prochlorococcus marinus MIT9313 (SEQ ID NO: 17), PMMO0532 de Prochlorococcus marinus
subesp. pastoris cepa CCMP1986 (SEQ ID NO: 19), PMN2A_1863 de Prochlorococcus marinus cepa NATL2A (SEQ
ID NO: 21), RS9917_09941 de Synechococcus sp. RS9917 (SEQ ID NO: 23), RS9917_12945 de Synechococcus
sp. RS9917 (SEQ ID NO: 25), cce_0778 de Cyanothece sp. ATCC51142 (SEQ ID NO: 27), Cyan7425DRAFT_1220
de Cyanothece sp. PCC7245 (SEQ ID NO: 29), cce_0778 de Cyanothece sp. PCC7245 (SEQ ID NO: 31),
YP_323043 de Anabaena variabilis ATCC29413 (Ava_2533) (SEQ ID NO: 33) e YP_170760 de Synechococcus
elongatus PCC6301 (syc0050_d) (SEQ ID NO: 35). En la tabla 1 y la figura 38 se enumeran otros genes de
biosintesis de alcanos y alquenos.

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

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

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

Cianobacteria N.° de registro de o N.° de registro o
gen de d; de gen de d;
biosintesis de biosintesis de
ID p ID
alcanos aldehidos

Synechococcus elongatus PCC 7942 YP_400610 100 YP_400611 100
Synechococcus elongatus PCC 6301 YP_170760 100 YP_170761 100
Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 EDX75019 77 EDX74978 70
Arthrospira maxima CS-328 EDZ94963 78 EDZ94968 68
Lyngbya sp. PCC 8106 ZP_01619575 77 ZP_01619574 69
Nodularia spumigena CCY9414 ZP_01628096 77 ZP_01628095 70
Trichodesmium erythraeum IMS101 YP_721979 76 YP_721978 69
Microcystis aeruginosa NIES-843 YP_001660323 75 YP_001660322 68
Microcystis aeruginosa PCC 7806 CAO90780 74 CA090781 67
Nostoc sp. PCC 7120 NP_489323 74 NP_489324 72
Nostoc azollae 0708 EEG05692 73 EEG05693 70
Anabaena variabilis ATCC 29413 YP_323043 74 YP_323044 73
Crocosphaera watsonii WH 8501 ZP_00514700 74 ZP_00516920 67
Synechocystis sp. PCC 6803 NP_442147 72 NP_442146 68
Synechococcus sp. PCC 7335 EDX86803 73 EDX87870 67
Cyanothece sp. ATCC 51142 YP_001802195 73 YP_001802846 | 67
Cyanothece sp. CCY0110 ZP_01728578 72 ZP_01728620 68
Nostoc punctiforme PCC 73102 ZP_00108838 72 ZP_00108837 71
Acarynchloris marina MBIC11017 YP_001518340 71 YP_001518341 66
Cyanothece sp. PCC 7425 YP_002481151 7 YP_002481152 | 70
Cyanolhece sp. PCC 8801 ZP_02941459 70 ZP_02942716 69
ThermoSynechococcus elongatus BP-1 NP_682103 70 NP_682102 70
Synechococcus sp. JA-2-3B’'a(2-13) YP_478639 68 YP_478638 63
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Synechococcus sp.RCC307 YP_001227842 67 YP_001227841 64
Synechococcus sp. WH 7803 YP_001224377 68 YP_001224378 | 65
Synechococcus sp. WH 8102 NP_897829 70 NP_897828 65
Synechococcus sp. WH 7805 ZP_01123214 68 ZP_01123215 65
Synechococcus GOM 3012 tipo A marino no cultivado ABD96376 70 ABD96375 65
Synechococcus sp. JA-3-3Ab YP_473897 68 YP_473896 62
Synechococcus GOM 306 tipo A marino no cultivado ABD96328 70 ABD96327 65
Synechococcus GOM 3M9 tipo A marino no cultivado ABD96275 68 ABD96274 65
Synechococcus sp. CC9311 YP_731193 63 YP_731192 63
Synechococcus 5B2 tipo A marino no cultivado ABB92250 69 ABB92249 64
Synechococcus sp. WH 5701 ZP_01085338 66 ZP_01085337 67
Gloeobacter violaceus PCC 7421 NP_926092 63 NP_926091 67
Synechococcus sp. RS9916 ZP_01472594 69 ZP_01472595 66
Synechococcus sp. RS9917 ZP_01079772 68 ZP_01079773 65
Synechococcus sp. CC9605 YP_381055 66 YP_381056 66
Cyanobium sp. PCC 7001 EDY39806 64 EDY38361 64
Prochlorococcus marinus cepa MIT 9303 YP_001016795 63 YP_001016797 | 66
Prochlorococcus marinus cepa MIT9313 NP_895059 63 NP_895058 65
Synechococcus sp. CC9902 YP_377637 66 YP_377636 65
Prochlorococcus marinus cepa MIT 9301 YP_001090782 62 YP_001090783 | 62
Synechococcus sp. BL107 ZP_01469468 65 ZP_01469469 65
Prochlorococcus marinus cepa AS9601 YP_001008981 62 YP_001008982 | 61
Prochlorococcus marinus cepa MIT9312 YP_397029 62 YP_397030 61
Prochlorococcus marinus subesp. pastoris cepa CCMP1986 NP_892650 60 NP_892651 63
Prochlorococcus marinus cepa MIT 9211 YP_001550420 61 YP_001550421 63
Cyanothece sp. PCC 7425 YP_002483683 59 -
Prochlorococcus marinus cepa NATL2A YP_293054 59 YP_293055 62
Prochlorococcus marinus cepa NATL1A YP_001014415 59 YP_001014416 | 62
Prochlorococcus  marinus  subesp. marinus  cepa

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

Genes de biosintesis de aldehidos, alcanos y alguenos y variantes

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

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

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

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

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

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

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

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

También pueden crearse variantes mediante mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones, se generan mutaciones
al azar en una secuencia de acido nucleico propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como una cepa de
E. coli, que porta mutaciones en una o mas de la rutas de reparacion de ADN. Tales cepas “mutadoras” tienen una
mayor tasa de mutacién al azar que la de una cepa silvestre. La propagacién de una secuencia de ADN (por
ejemplo, una secuencia de polinucleétido de biosintesis de aldehidos o alcanos) en una de estas cepas generara
finalmente mutaciones al azar dentro del ADN. Las cepas mutadoras adecuadas para su uso para la mutagénesis in
vivo se describen, por ejemplo, en la publicacion PCT n.° WO 91/16427.

También pueden generarse variantes usando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, se remplaza
una region pequefia de un molécula de ADN bicatenario por un “casete” de oligonucleétido sintético que difiere de la
secuencia nativa. El oligonucleétido a menudo contiene una secuencia nativa completa y/o parcialmente al azar.

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

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

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

Las variantes de polinucleétido también incluyen analogos de acido nucleico. Los analogos de acido nucleico
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pueden modificarse en el resto basico, resto azlcar o estructura principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, la
estabilidad, hibridacién o solubilidad del acido nucleico. Las modificaciones en el resto basico incluyen desoxiuridina
para desoxitimidina y 5-metil-2’-desoxicitidina o 5-bromo-2’-doxicitidina para desoxicitidina. Las modificaciones del
resto azucar incluyen modificacion del 2’-hidroxilo del aztcar ribosa para formar aztcares 2’-O-metilo o 2’-O-alilo. La
estructura principal de fosfato de desoxirribosa puede modificarse para producir acidos morfolino-nucleicos, en los
que cada resto basico esta unido a un anillo morfolino de seis miembros, o0 acidos nucleicos peptidicos, en los que la
estructura principal de desoxifosfato se reemplaza por una estructura principal de pseudopéptido y se mantienen las
cuatro bases. (Véase, por ejemplo, Summerton et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. (1997) 7:187-195; e Hyrup
et al, Bioorgan. Med. Chem. (1996) 4:5-23). Ademas, la estructura principal de desoxifosfato puede remplazarse por,
por ejemplo, una estructura principal de fosforotioato o fosforoditioato, una fosforoamidita o una estructura principal
de fosfotriéster de alquilo.

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

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

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

Polipéptidos de biosintesis de aldehidos, alcanos y alquenos y variantes

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Sustratos

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

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

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

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

Sintesis de sustratos

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

Pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para expresar sustratos de derivados de acidos grasos
expresando o sobreexpresando de manera recombinante uno o mas genes de acetil-CoA y/o malonil-CoA sintasa.
Por ejemplo, para aumentar la produccion de acetil-CoA, puede expresarse uno o mas de los siguientes genes en
una célula huésped: pdh, panK, aceEF (que codifica para el componente de deshidrogenasa E1p y el componente
de dihidrolipoamida aciltransferasa E2p de los complejos de piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa), fabH, fabB,
fabD, fabG, acpP y fabF. Numeros de registro de GenBank a modo de ejemplo para estos genes son: pdh
(BAB34380, AAC73227, AACT73226), panK (también conocido como coaA, AAC76952), aceEF (AAC73227,
AAC73226), fabH (AAC74175), fabD (AAC74176), fabG (AACT74177), acpP (AAC74178), fabF (AAC74179).
Adicionalmente, los niveles de expresion de fadE, gpsA, IdhA, pflb, adhE, pta, poxB, ackA ylo ackB pueden
atenuarse o desactivarse en una célula huésped modificada por ingenieria genética mediante transformacién con
plasmidos condicionalmente replicativos o no replicativos que contienen mutaciones nulas o por delecién de los
genes correspondientes o sustituyendo secuencias de promotor o potenciador. Numeros de registro de GenBank a
modo de ejemplo para estos genes son: fadE (AAC73325), gspA (AAC76632), IdhA (AAC74462), pflb (AAC73989),
adhE (AAC74323), pta (AAC75357), poxB (AAC73958), ackA (AAC75356) y ackB (BAB81430). Las células huésped
resultantes tendran niveles de producciéon de acetil-CoA aumentados cuando se hacen crecer en un entorno
apropiado.

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

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

Ademas, puede modificarse por ingenieria genética una célula huésped para sobreexpresar un gen sfa (supresor de
fabA, por ejemplo, numero de registro AAN79592) para aumentar la produccion de acidos grasos monoinsaturados
(Rock et al., J. Bacteriology 178:5382-5387, 1996).
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En algunos casos, pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para expresar, sobreexpresar o
atenuar la expresion de una tioesterasa para aumentar la produccién de sustrato de acido graso. La longitud de
cadena de un sustrato de acido graso se controla por la tioesterasa. En algunos casos, puede sobreexpresarse un
gen tes o fat. En otros casos, pueden producirse acidos grasos Cio atenuando la tioesterasa Cis (por ejemplo,
numeros de registro AAC73596 y POADA1), que usa C1s.1-ACP, y expresando la tioesterasa Cio (por ejemplo,
numero de registro Q39513), que usa C10-ACP. Esto da como resultado una poblacion de &cidos grasos
relativamente homogénea que tienen una longitud de la cadena de carbono de 10. Aun en otros casos, pueden
producirse acidos grasos Ci4 atenuando tioesterasas enddgenas que producen acidos grasos distintos de Ci4 y
expresando las tioesterasas, que usan C14-ACP (por ejemplo, nimero de registro Q39473). En algunas situaciones,
pueden producirse acidos grasos C12 expresando tioesterasas que usan C12-ACP (por ejemplo, numero de registro
Q41635) y atenuando tioesterasas que producen acidos grasos distintos de Ci2. Puede verificarse la
sobreproduccion de acetil-CoA, malonil-CoA y acido graso usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo,
usando precursores radiactivos, HPLC y CG-EM posteriormente a la lisis celular. En la tabla 2 se enumeran
ejemplos no limitativos de tioesterasas que pueden usarse en los métodos descritos en el presente documento.

Tabla 2: tioesterasas

Numero de registro Organismo fuente Gen Producto producido
preferentemente
AAC73596 E. coli tesA sin secuencia Cis:1
lider
AAC73555 E. coli tesB
Q41635, AAA34215 Umbellularia california fatB C120
Q39513; AAC49269 Cuphea hookeriana fatB2 Cs:0-C100
AAC49269; AAC72881 Cuphea hookeriana fatB3 C14:0-C16:0
Q39473, AAC49151 Cinnamonum camphorum fatB Cia0
CAA85388 Arabidopsis thaliana fatB [M141 T1* Ci6:1
NP 189147; NP 193041 Arabidopsis thaliana fatA Cig:1
CAC39106 Bradyrhiizobium japonicum fatA Cig:1
AAC72883 Cuphea hookeriana fatA Cig:1
AAL79361 Helianthus annus fatA1

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

Formacién de aldehidos ramificados, alcoholes grasos, alcanos y alquenos

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

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

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

Organismo Gen N.° de registro de GenBank
Streptomyces coelicolor bkdA1 (E1a) NP_628006
bkdB1 (E1p) NP_628005
bkdC1 (E2) NP_638004
Streptomyces coelicolor bkdA2 (E1a) NP_733618
bkdB2 (E1p) NP_628019
bkdC2 (E2) NP_628018
Streptomyces avermitilis bkdA (E1a) BAC72074
bkdB (E1b) BAC72075
bkdC (E2) BAC72076
Streptomyces avermitilis bkdF (E1a) BAC72088
bkdG (E1B) BAC72089
bkdH (E2) BAC72090
Bacillus subtilis bkdAA (E1a) NP_390288
bkdAB (E1B) NP_390288
bkdB (E2) NP_390288
Pseudomonas putida bkdA1 (E1a) AAAG5614
bkdA2 (E1B) AAAB5615
bkdC (E2) AAAB5617

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

Tabla 4: Genes ccr e icm de microorganismos seleccionados

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

icmA NP_629554

icmB NP_630904
Streptomyces cinnamonensis ccr AAD53915

icmA AACO08713

icmB AJ246005

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

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

Organismo Gen N.° de registro de GenBank
Streptomyces coelicolor fabH1 NP 626634
ACP NP_626635
fabF NP 626636
Streptomyces avermitilis fabH3 NP_823466
fabC3 (ACP) NP_ 823467
fabF NP 823468
Bacillus subtilis fabH A NP_389015
fabH B NP 388898
ACP NP 389474
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fabF NP 389016
Stenotrophomonas maltophilia SmalDRAFT 0818 (fabH) ZP_01643059
SmalDRAFT 0821 (ACP) ZP 01643063
SmalDRAFT 0822 (fabF) ZP 01643064
Legionella pneumophila fabH YP_123672
ACP YP_ 123675
fabF YP 123676

Formacién de aldehidos ciclicos, alcoholes grasos, alcanos y alquenos

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

Tabla 6: Genes para la sintesis de CHC-CoA

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

*Sélo se indica chcA como entrada en GenBank U72144, ansJKLM son segun Chen et al. (Eur. J. Biochem. 261:98-
107, 1999).

Los genes enumerados en la tabla 5 (fabH, ACP y fabF) permiten el inicio y la elongacion de derivados de acidos
grasos o-ciclicos porque tienen una amplia especificidad de sustrato. Si la coexpresion de cualquiera de estos genes
con los genes indicados en la tabla 5 no proporciona cyFA, entonces pueden aislarse homélogos de fabH, ACP y/o
fabF de microorganismos que fabrican cyFA (por ejemplo, los indicados en la tabla 7) (por ejemplo, usando
cebadores de PCR degenerados o sondas de secuencias de ADN heterélogas) y coexpresarse.

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

Organismo Referencia

Curtobacterium pusillum ATCC19096

Alicyclobacillus acidoterrestris ATCC49025

Alicyclobacillus acidocaldarius ATCC27009

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

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

Niveles de saturacién de aldehidos, alcoholes grasos y alquenos

El grado de saturacion en derivados de acidos grasos puede controlarse regulando el grado de saturaciéon de
productos intermedios de derivados de acidos grasos. Por ejemplo, las familias de genes sfa, gns y fab pueden
expresarse o sobreexpresarse para controlar la saturaciéon de acidos grasos. La figura 40 enumera ejemplos no
limitativos de genes en estas familias de genes que pueden usarse en los métodos y las células huésped descritos
en el presente documento.
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Pueden modificarse por ingenieria genética células huésped para producir acidos grasos insaturados modificando
por ingenieria genética la célula huésped para sobreexpresar fabB o haciendo crecer la célula huésped a bajas
temperaturas (por ejemplo, inferiores a 37°C). FabB tiene preferencia por cis-83-decenoil-ACP y da como resultado
la produccién de acidos grasos insaturados en E. coli. La sobreexpresién de fabB da como resultado la produccion
de un porcentaje significativo de acidos grasos insaturados (de Mendoza et al., J. Biol. Chem. 258:2098-2101, 1983).
El gen fabB puede insertarse y expresarse en células huésped que no tienen de manera natural el gen. Estos
derivados de acidos grasos insaturados pueden usarse entonces como productos intermedios en células huésped
que se modifican por ingenieria genética para producir derivados de acidos grasos, tales como aldehidos grasos,
alcoholes grasos o alquenos.

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

Otros sustratos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

En otra realizacion, la célula huésped es una célula de levadura. En esta realizacién, el vector de expresion es un
vector de expresion de levadura. Los ejemplos de vectores para la expresion en levadura S. cerevisiae incluyen
pYepSec1 (Baldari et al., EMBO J. (1987) 6:229-234), pMFa (Kurjan et al., Cell (1982) 30:933-943), pJRY88 (Schultz
et al., Gene (1987) 54:113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.) y picZ (Invitrogen Corp, San
Diego, Calif.).
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Alternativamente, puede expresarse un polipéptido descrito en el presente documento en células de insecto usando
vectores de expresion de baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en
células de insecto en cultivo (por ejemplo, células Sf9) incluyen, por ejemplo, la serie pAc (Smith et al., Mol. Cell Biol.
(1983) 3:2156-2165) y la serie pVL (Lucklow et al., Virology (1989) 170:31-39).

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

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

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

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

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

Proteinas de transporte

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

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

Fermentacién

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

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

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

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

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

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

Para la produccién a pequena escala, las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden hacerse
crecer en lotes de, por ejemplo, aproximadamente 100 ml, 500 ml, 11, 2 I, 51 0 10 I; fermentarse; e inducirse para
expresar aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos deseados basandose en los genes especificos
codificados en los plasmidos apropiados. Por ejemplo, pueden incubarse durante la noche células de E. coli
BL21(DE3) que albergan pBAD24 (con resistencia a ampicilina y la ruta de aldehidos, alcoholes grasos, alcanos o
alquenos) asi como pUMVC1 (con resistencia a kanamicina y el sistema de sobreexpresion de acetil CoA/malonil
CoA) en frascos de 2 | a 37°C agitados a > 200 rpm en 500 ml de medio LB complementado con ampicilina 75 pug/ml
y kanamicina 50 pg/ml hasta que los cultivos alcanzan una DOeggo > 0,8. Tras lograr una DOeoo > 0,8, las células
pueden complementarse con propionato de sodio 25 mM (pH 8,0) para activar los sistemas de genes modificados
por ingenieria genética para la produccion y para detener la proliferacion celular activando las proteinas UmuC y
UmuD. La induccién puede realizarse durante 6 h a 30°C. Tras la incubacién, los medios pueden examinarse para
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detectar aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos usando CG-EM.

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

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

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

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

Procesamiento tras la produccion

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

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

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

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

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

Composiciones de combustible y composiciones de productos quimicos especializados

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

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

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

En algunos ejemplos, puede prepararse una composicion de biocombustible que incluye aldehidos, alcoholes
grasos, alcanos y/o alquenos que tienen 5'°C de desde aproximadamente -15,4 hasta aproximadamente -10,9, en
donde los aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos representan al menos aproximadamente el 85% del
material de fuentes bioldgicas (es decir, derivados de un recurso renovable, tal como biomasa, materiales
celulésicos y azucares) en la composicion.

La capacidad para distinguir estos productos derivados de manera biolégica es beneficiosa en el seguimiento de
estos materiales en el comercio. Por ejemplo, pueden distinguirse combustibles o productos quimicos especializados
que comprenden perfiles de isétopos de carbono tanto derivados de manera biolégica como a base de petrdleo de
combustibles y productos quimicos especializados compuestos so6lo por materiales a base de petréleo. Por tanto, los
aldehidos, alcoholes grasos, alcanos y/o alquenos descritos en el presente documento pueden seguirse en el
comercio o identificarse en el comercio como biocombustible basandose en su perfil Unico. Ademas, pueden
identificarse otros materiales competidores como derivados de manera biolégica o derivados de una fuente
petroquimica.

Se usan aditivos para combustibles para potenciar el rendimiento de un combustible o0 motor. Por ejemplo, pueden
usarse aditivos para combustibles para alterar el punto de congelacion/gelificacion, el punto de turbidez, la
lubricidad, la viscosidad, la estabilidad oxidativa, la calidad de ignicién, el nivel de octanos y/o el punto de
inflamacién. En los Estados Unidos, todos los aditivos para combustibles deben registrarse en la Environmental
Protection Agency. Los nombres de aditivos para combustibles y las empresas que venden los aditivos para
combustibles estan disponibles publicamente poniéndose en contacto con la EPA o consultando la pagina web de la
agencia. Un experto habitual en la técnica apreciara que los biocombustibles a base de aldehidos y/o alcanos
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descritos en el presente documento pueden mezclarse con uno o mas aditivos para combustibles para conferir una
calidad deseada.

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

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

Ejemplos

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

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

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

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

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

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

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

La figura 3A representa el perfil de CG/EM de células de Gloeobaceter violaceus ATCC29082 extraidas con
metanol. El pico a los 8,72 min tiene el mismo tiempo de retencidon que el heptadecano (Sigma). En la figura 3B, se
muestra el patron de fragmentacion de masas del pico de heptadecano. El pico en 240 corresponde al peso
molecular del heptadecano.
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La figura 4A representa el perfil de CG/EM de células de Synechocystic sp. PCC6803 extraidas con metanol. El pico
a los 7,36 min tiene el mismo tiempo de retencién que el heptadecano (Sigma). En la figura 4B, se muestra el patrén
de fragmentacién de masas del pico de heptadecano. El pico en 240 corresponde al peso molecular del
heptadecano.

Tabla 8: Hidrocarburos detectados en las cianobacterias seleccionadas

Cianobacteria n.°dela Genoma Medio Alcanos
ATCC

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

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

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

Tabla 9: Genes de cianobacterias productoras de alcanos

Id del gen Etiqueta de locus Registro de Nombre Longitud COG Pfam InterPro Notas
objeto Genbank del gen
637800026 | Synpcc7942_1593 | YP_400610 proteina 231 aa pfam02915 IPR009078 rubreritina de tipo
hipotética IPR003251 ferritina/ribonucleétido
reductasa
637800027 | Synpcc7942_1594 | YP_400611 proteina 341 aa C0OG5322 | pfam00106 IPR000408 deshidrogenasa
hipotética IPR016040 prevista
IPR002198 deshidrogenasa de
cadena corta de unién
a NAD(P)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Se amplificé el ADN gendmico que codifica para Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00108838;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 5) y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Py.. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 1.
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Tal como se muestra en la figura 9, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCC7942_1594 de S. elongatus y Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 produjeron los mismos aldehidos
grasos Yy alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno.
Este resultado indica que Npun02004178 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y octadecenal
en tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido graso
descarbonilasa activa.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ejemplo 10. Produccién de alcanos y alquenos en E. coli a través de la expresion heterdloga del orf1594 de
Synechococcus elongatus PCC7942 y tl11313 de Thermosynechococcus elongatus BP-1

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

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2667718 T3

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

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

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

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

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

Se amplifico el ADN gendmico que codifica para gll3146 de Gloeobacter violaceus PCC7421 (NP_926092; supuesta
descarbonilasa) (SEQ ID NO: 15) y se clon6 en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo
el control del promotor Pyc. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655
y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 ug/ml y
carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-
EM tal como se describe en el ejemplo 1.

Tal como se muestra en la figura 15, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCC7942_1594 de S. elongatus y glI3146 de G. violaceus PCC7421 produjeron los mismos aldehidos grasos y
alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también pentadecano y heptadeceno. Este resultado indica que gll3146
en E. coli convierte hexadecanal y octadecenal en pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una
aldehido graso descarbonilasa activa.

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

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

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

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

Se amplific6 el ADN gendmico que codifica para PMM0532 de Prochlorococcus marinus CCMP1986 (NP_892650;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 19) y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pi.. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 1.

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

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

Se realizé la optimizacion de codones del ADN gendmico que codifica para PMN2A_ 1863 de Prochlorococcus
marinus NATL2A (YP_293054; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 21) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO:
51), se sintetizd y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del
promotor Pyc. Se contransformo el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron
crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina
100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como
se describe en el ejemplo 26.

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

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

Se realiz6 la optimizacion de codones del ADN gendmico que codifica para RS9917_09941 de Synechococcus sp.
RS9917 (ZP_01079772; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 23) para su expresion en E. coli (SEQ ID NO: 52),
se sintetiz6 y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de pACYC) bajo el control del promotor
Pic. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las
células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se
cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describe en
el ejemplo 26.

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

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

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

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

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

Se sintetiz6 el ADN gendmico que codifica para cce_0778 de Cyanothece sp. ATCC51142 (YP_001802195;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 27) y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pi.. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 26.

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

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

Se sintetizé el ADN gendmico que codifica para Cyan7425 0398 de Cyanothece sp. PCC7425 (YP_002481151;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 29) y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pyc. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 26.

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

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

Se sintetizé6 el ADN gendmico que codifica para Cyan7425_2986 de Cyanothece sp. PCC7425 (YP_002483683;
supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 31) y se clond en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183 (derivado de
pACYC) bajo el control del promotor Pi.. Se contransformé el constructo resultante con OP80-PCC7942_1594 en E.
coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con espectinomicina
100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y se analizaron
mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 26.

Tal como se muestra en la figura 23, las células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
PCC7942_1594 de S. elongatus y Cyan7425_2986 de Cyanothece sp. PCC7425 produjeron los mismos aldehidos
grasos y alcoholes grasos que en el ejemplo 3, pero también tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno.
Este resultado indica que Cyan7425 2986 en E. coli convierte tetradecanal, hexadecenal, hexadecanal y
octadecenal en tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, y por tanto es una aldehido
graso descarbonilasa activa.

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

Se amplific6 el ADN gendémico que codifica para PMM0533 de P. marinus CCMP1986 (NP_892651; supuesta
enzima generadora de aldehidos) (SEQ ID NO: 71) y PMMO0532 de Prochlorococcus marinus CCMP1986
(NP_892650; supuesta descarbonilasa) (SEQ ID NO: 19) y se clond en los sitios Ncol y EcoRI del vector OP-80 y en
los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183, respectivamente. Se transformaron y se contransformaron por separado los
constructos resultantes en E. coli MG1655 y se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9
complementado con espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pg/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron
como en el ejemplo 3 y se analizaron mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 26.

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

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

Se sintetizd el ADN gendmico que codifica para AM1_4041 de Acaryochloris marina MBIC11017 (YP_001518340;
supuesta aldehido graso descarbonilasa) (SEQ ID NO: 9) y se cloné en los sitios Ndel y Xhol del vector OP-183
(derivado de pACYC) bajo el control del promotor Pyc.. Se contransformé el constructo resultante con OP80-
PCC7942_1594 en E. coli MG1655 AfadE lacZ::Pyc'tesA-fadD. Esta cepa expresa una version citoplasmatica de la
tioesterasa de E. coli, ‘TesA, y la acil-CoA sintetasa de E. coli, FadD, bajo el control del promotor Py, y por tanto
produce acil graso-CoA. Se hicieron crecer las células a 37°C en medio minimo M9 complementado con
espectinomicina 100 pg/ml y carbenicilina 100 pug/ml. Se cultivaron las células y se extrajeron como en el ejemplo 3 y
se analizaron mediante CG-EM tal como se describe en el ejemplo 1.
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Tal como se muestra en la figura 25, estas células de E. coli cotransformadas con PCC7942_1594 de S. elongatus'y
AM1_4041 de A. marina MBIC11017 también produjeron alcanos y alcoholes grasos. Este resultado indica que
PCC7942_1594 de S. elongatus puede usar acil-CoA como sustrato para producir hexadecenal, hexadecanal y
octadecenal, que entonces se convierte en pentadeceno, pentadecano y heptadeceno, respectivamente, mediante
AM1_4041 de A. marina MBIC11017.

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

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

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

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

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

Tal como se muestra en la figura 27, estas células de E. coli cotransformadas con los vectores que portaban
Npun02004178 de N. punctiforme PCC73102 y MSMEG_5739 de M. smegmatis cepa MC2 155 produjeron
tridecano, pentadeceno y pentadecano. Este resultado indica que Npun02004178 en E. coli convierte tetradecanal,
hexadecenal y hexadecanal proporcionados por la acido carboxilico reductasa MSMEG_5739 en tridecano,
pentadeceno y pentadecano. Tal como se muestra en la figura 28, en la misma configuracién experimental, las
siguientes aldehido graso descarbonilasas también convirtieron aldehidos grasos proporcionados por MSMEG_5739
en los alcanos correspondientes cuando se expresaban en E. coli MG1655 AfadD lacZ::Pyc-tesA: alr5283 de Nostoc
sp. PCC7210 (SEQ ID NO: 7), PMM0532 de P. marinus CCMP1986 (SEQ ID NO: 19), ¢lI3146 de G. violaceus
PCC7421 (SEQ ID NO: 15), RS9917_09941 de Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 23), RS9917_12945 de
Synechococcus sp. (SEQ ID NO: 25) y AM1_4041 de A. marina MBIC11017 (SEQ ID NO: 9).

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

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

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

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

Ejemplo 26: Caracterizacion bioguimica de Npun02004178 de Nostoc punctiforme PCC73102

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

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

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

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

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

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

Ejemplo 27. Caracterizacién bioguimica de orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942

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

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

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

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

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

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

Se amplifico el ADN gendmico que codifica para orf1594 de Synechococcus elongatus PCC7942 (YP_400611; acil-
ACP reductasa) (SEQ ID NO: 65) y se cloné en los sitios Ncol y EcoRl del vector OP-80 (derivado de pCL1920) bajo
el control del promotor Pi.. Se contransformd el constructo resultante en E. coli MG1655 AfadE y se hicieron crecer
las células a 37°C en 15 ml de medios minimos Che-9 con glucosa al 3% (p/v) como fuente de carbono y
complementados con carbenicilina y espectinomicina 100 ug/ml, respectivamente. Cuando el cultivo alcanzé una
DOsgo de 0,8-1,0, se indujo con IPTG 1 mM y se hicieron crecer las células durante 24-48 h adicionales a 37°C. El
medio minimo Che-9 se define como: Na;HPO4 6 g/l, KH2PO4 3 g/l, NaCl 0,5 g/l, NH4CI 2 g/l, MgSO4 0,25 g/l x 7
H20, CaCl; 11 mg/l, FesCl 27 mg/l x 6 H20, ZnCI 2 mg/l x 4 H20, Na;MoO4 2 mg/l x 2 H,0, CuSO4 1,9 mg/l x 5 H20,
H3BO3 0,5 mg/l, tiamina 1 mg/l, Bis-Tris 200 mM (pH 7,25) y Triton-X100 al 0,1% (v/v). Cuando el cultivo alcanzé una
DOggo de 1,0-1,2, se indujo con IPTG 1 mM y se permitié que las células crecieran durante 40 h adicionales a 37°C.
Se extrajeron las células de 0,5 ml de cultivo con 0,5 ml de acetato de etilo para determinar la produccion de
hidrocarburos total tal como se describe en el ejemplo 26. Adicionalmente, se separaron las células y el
sobrenadante mediante centrifugacion (4.000 g a TA durante 10 min) y se extrajeron por separado.

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

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

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

El cultivo produjo alcanos y alquenos 323 mg/l (tridecano, pentadeceno, pentadecano y heptadeceno), aldehidos
grasos 367 mg/l (tetradecanal, heptadecenal, heptadecanal y octadecenal) y alcoholes grasos 819 mg/l
(tetradecanol, heptadecenol, heptadecanol y octadecenol). La figura 36 muestra el cromatograma del sobrenadante
extraido. Se determin6 que el 86% de los alcanos, alquenos, aldehidos grasos y alcoholes grasos estaban en el
sobrenadante libre de células.

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

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

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

Ha de entenderse que aunque se ha descrito la invencién junto con la descripcion detallada de la misma, la
descripcion anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que esta definido por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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atgcogecageo
tacagocgoa
cgocettgetg
cagocgocaca
ggttttgcoceoe
ggcaaggtcg
gcttacaaca
gtgegogacy
gcttocaaag
ctcaacgaag
gactttatga
atgegtatgt

<210>2
<211> 231
<212> PRT

ttgaagoccag
tcaacgogat
agatgctgeo
tgaaaggott
agaaattttt
tcacctgoet
tctacatcco
aatacctgeca
cogaactgga
tggoegatga
ttgoctacgg

cegoctatgy
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ccttgaactg
cgtgattgaa
cgacoagegg
tatggeoetgt
cgagogettyg
actgattcaa
agtggocggat
cocgeaactteo
agaagccaat
tgetegogaa
tgaagctctg

ecttgogges

<213> Synechococcus elongatus

<400> 2

gactttcaaa
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gatgagottc
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caagatggaa
toctgacatyg
ggctgcggaa
tgogatogog
ggagggggtc
gaattttgat
ttggctaatg
getogtegag

gcgogaaatco
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<212> PRT

ttgectgteoeg
tcaacgocat
aactcttgeceo
aaaaaggttt
aggaattttt
ttacctgttt
tatatatccco
aatacaccea
aagaactgga
tgcaggggga
tcagctacgg

cttectacgg

<213> Synechocystis sp.

<400> 4
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<213> Nostoc punctiforme
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<213> Nostoc punctiforme
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<213> Nostoc sp.
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ggogaagttt
cgtocataate
ttagctatgg
agtaatattg

gocttaa

Ile
10

Asp

Ala Ila

25

Ile
40

Tyr
Arg Leu
Gly Arg
Ala

Phe

Ile Val

Gln

Ser

Asn

Gly

Thr

Leu Ser

Lys

Gln
75

Leu

Leu His

S0

Cys Leu

105

51

gogaaaaata
aagcatacga
ttoegectete
tacaagtate
tocaaaaago
ttgaatgttt
gtaaaatcac
ggttacagaa
ttococatagt
aaaaagaagc

goettocacaac

Phe Lys Ser

Val Ile Glu

30

Gln Leu Leu

45

Glu Ser

hArg

Val Ser Pro

Gly Asn Phe

Ile Gln

110

Leu

taaagatgcec
gaattacatt
gaaaatggaa
accagatatg
ggeggetgaa
tgocgatogoe
tgagggtgta
aaattttgec
ttggaaaatg
cctagtogaa

cagagatatt

Glu
15

Lys

GElu

Gly

Pro

His

Lys

Met
g0

Asp

Gln
g5

Lys

Ser Leu

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

696



Ile

Ala

Tyr

145

Gln

Val

Ala

Ala
225

Ile

Asp

130

Ser

Sar

Trp

Glu

Leu

210

Tyr

<210>9

<211> 696

<212> ADN

&zlu

115

Asp

His

Lys

Lys

Lys

135

Ser

Gly

Cys

Fhe

Ala

Met

180

Glu

Asn

Phe

Ala

Asn

Glu

165

Ala

Ila

Thr

<213> Acaryochloris marina

<400>9

Ala

Phe

150

Leu

Asn

Leu

Gly

Ala
230

Ile

Lys

135

Gly

Glu

Gln

Val

Phe

215

Ala

ES 2667 718 T3

Ala

120

Ila

Glu

Glu

Val

Glu

200

Thr

Ala

Thr

Val

Ala

Ala

1B5

Asp

Thr

Tyr Asn

Glu

Trp

Asn

170

AsSp

Fhe

52

Gly

Leu

155

Arg

Asp

Azp

Ile

Val

140

Gln

His

Ala

Ila

Ila
220

Tyr

125

Val

Lys

Asn

Ala

Gln

205

Met

Ile Pro

Lys Asp

Asn Phe

Leu Pro

175

Val Leu
190

Tyr Gly

Arg Met

Val

Glu

Ala

160

Ile

Ala

Glu

Ser



atgcoccaaa
tacagtcgta
cgtettggog
gocogtcata
gactttgeceo
gataaagtgc
gcttacaaca
gttaaggatg
gatgtgaaag
ctgaacgaag
gacttcatga
atgeggatgt
<210> 10

<211> 231
<212> PRT

ctocaggotat
ttgacggcat
aaatgctgee
agaaagggtt
ggagtttett
caacttgectt
tctatatceoe
agtatcaaca
cagaaatcca
tggacaagga
teccagtatgg

ctgoctatgg

<213> Acaryochloris marina

<400> 10

ES 2667 718 T3

ttcagaaatt
tgtgatcgaa
tgagoacecaa
tgaagocctgoe
ttecegactta
agtgattcag
cgtogotgat
cctcaattat
agaagctaat
tgocggoogtt
tgaagccett

tettgtgget

gacttctata
ggtgagoaag
gacgacttta
ggtcgoaact
cacaagaatt
toccttgatea
gactttgoeoc
ggtgaagagt
cgcaaaaacc
ttaggaatgg

agcaatattg

gcgtaa

53

gtgacaccta
aagcgcatga
tecgectgte
taaaagtaac
ttcaagatge
ttgagtgttt
gtaagattac
ggcttaaagc
tecccategt
aaaaagaagcoc

gttteteotac

caaagatgct
aaactatatt
caagatggaa
ctgogatcta
tgcagectgag
tgogatogeoa
agagtctgtyg
tcacttogat
ttggagaatg
cctggttgaa

aggcgaaatt

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

696



5

Tyr

Gln

His

Lys

65

Asp

Ala

Ile

Ala

Tyr

145

Val

Ala

Ala
225

FPro

Lys

Glu

Gln

50

Gly

Fhe

Ala

Ile

Asp

130

Gln

Val

Glu

Leu
210

Tyr

<210> 11

<211> 696

<212> ADN

Gln

Bsp

Ala

35

Asp

Ala

Ala

Glu

115

Asp

His

Lys

Lys
135

Ser

Gly

Thr

Ala

20

His

Asp

Glu

Arg

Glu
100

Cys

Phe

Leu

Ala

Met

180

Glu

Asn

Leu

Gln

Tyr

Glu

Fhe

Ala

Arg

B5

Asp

Phe

Ala

hsn

Glu

165

Ala

Ile

Val

Ala

Ser

Asn

Ile

Cys

70

Lys

Ala

Arg

Tyr

150

Tle

Asn

Leu

Gly

Ala
230

Ile

Arg

Tyr

Arg

22

Gly

Fhe

Val

Ile

Lys

135

Gly

Gln

Glu

Val

Fhe
215

Ala

ES 2667 718 T3

Ser

Ile

Ile

40

Leu

Arg

Ser

Pro

Ala

120

Ile

Glu

Glu

Val

Glu

200

Ser

Glu

Ser

Asn

hsp

Thr

105

Ala

Thr

Glu

Ala

Asp

185

Asp

Thr

Ile

10

Gly

Leu

Lys

Leu

Leu

a0

Cys

Tyr

Glu

Trp

Asn

170

Lys

Fhe

Gly

Asp

Ile

Gly

Met

Lys

75

His

Leu

Asn

Ser

Leu

155

Asp

Met

Glu

54

FPhe

Vval

Glu

Glu

Val

Lys

Val

Ile

Val

140

Lys

Lys

Ala

Ile

Ile
220

Tyr

Ile

Met

45

Ala

Thr

Asn

Ile

Tyr

125

Val

Ala

Asn

Ala

Gln
205

Ser

Glu

Leu

Cys

Phe

Gln

110

Ile

Lys

His

Leu

val

150

Tyr

Asp

15

Gly

Pro

His

Asp

Gln

95

Ser

Pro

Asp

Phe

Pro

175

Leu

Gly

Thr

Glu

Glu

Lys

Leu

a0

Asp

Leu

Val

Glu

Asp

160

Ile

Gly

Glu

Ser



ES 2667 718 T3

<213> Thermosynechococcus elongatus

<400> 11

atgacaacgg
tacagocogcoa
gatttageca
gctogocaca
gaatttgeca
ggaaaaactg
goctacaaca
gttaaggacg
agcgtcaaag
ctoaaccaadq
gacttcatga
atgaagatgt
<210>12

<211> 231
<212> PRT

ctacegatac
ttaacgocat
agetgetgee
aaaaggggtt
aagccttott
cgacttgtct
tetacatcce
aatacagcca
gagagctoga
tggaagocaga
ttecagtacag

cagtttatgg

acctgttttyg
tgtcattgaa
acaacaccaa
tgaggoctgt
tgaaaaactg
toctgattcaa
aatggoggat
cctcaacttt
agaagccaat
tgocaaagtyg
tggtgcccta

cctocactggg

<213> Thermosynechococcus elongatus

<400> 12

Mat
1

Thr
Tyr Lys
Gln

Glu

Gln
50

Hig

Lys
&5

Gly

zlu Fhe

Thr

Asp

Ala

35

Glu

Fhe

Ala

Ala

Ala
20

Tyr
His Asp
Glu

Leu

Glu Ala

Ala

Ser Arg

Aszn

Thr

Cys

Thr

Pro

Ila

Ile
40

Tyr

Arg Leu

55

Gly Arg

T0

Lys Ala

Phe

Phe Glu

gactaccata
ggtgaacagg
gaggaactca
ggtocgoaacc
cgegetaact
gotttgatcoa
coctttegeoee
ggogaaatet
cgogccaatt
ctoggoatgg
gaaaatatcg

goataa

Val Leu

10

Asp

Asn
25

Ala Ile

Asp Leu Ala

Ala Lys Met

Asn Ser

75

Leu

Lys Leu Arg

55

gegategeta
aagctoacga
ceogoectige
tgagogtaac
ttcagaggge
togaatoctt
gtaaaattac
ggctocaagga
tacccttggt
aaaaagatgeo

gotttaccac

His

Tyr
Val

Ila

Leu
45

Lys

Glu
60

Ala

Val

Thr

Ala Asn

Ser

Glu

30

Leu

hArg

Pro

Phe

caaggatgee
taactatatec
caagatggaa
gccagatatg
tetggeggag
tgogatogog
tgagagtgtt
acactttgaa
ctggaaaatg
cocttgtggaa

cogogaaatt

Asp Arg
15

Gly Glu
Pro Gln
Hig Lys

Asp Met

Gln

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

&00

€60

696



Ala Len

Ile Ile

Ala BAsp
130

Tyr Ser
145

Ser Val

Val Trp

Met Glu

Ala Leu
210

Val Tyr
225

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

Ala

Glu

115

Pro

His

Lys

Lys

Lys

195

Glu

Gly

Glu

100

Ser

Phe

Leu

Gly

Met

180

Asp

Asn

85

Gly

Phe

Ala

Asn

Glu

165

Ala

Ile

Thr

<213> Synechococcus sp.

<400> 13

Lys

Ala

Phe
150

Leau

Asn

Leu

Gly

Gly
230

Thr

Ile

Lys

135

Gly

Glu

Gln

Val

FPhe

215

Rla

ES 2667 718 T3

Ala

aAla

120

Ile

Glu

Glu

Val

Glu

200

Thr

Thr

105

Ala

Thr

Ile

Ala

Glu

185

Asp

Thr

30

Cys

Tyr

Glu

Trp

Asn

170

Ala

Phe

Arg

56

Leu

Asn

Sear

Leu
155

Arg

Asp

Meat

Glu

Leu

Ile

Val

140

Lys

Ala

Ala

Ile

Ile
220

Ile

Tyr

125

Val

Glu

Asn

Lys

Gln
205

Gln

110

Ile

Lys

His

Leu

val

130

Tyr

Lys

35

Ala

Pro

Asp

Phe

FPro

175

Leu

Ser

Leu

Glu

Glu

160

Leau

Gly

Gly

Ser



atggoocccag
gocctagact
atcgaaggocg
getgoagagg
goctgoggoa
cocttgogog
attcagtctt
gocgatgact

aattttgggg

gocaacgooo
gaagocattt
gocotggoca
cgggocgoct
<210> 14

<211> 243
<212> PRT

cgaacgtoct
acagcageoceo
aacaagaagc
agetgeogeoaa
aaaacctgoa
acaatttceca
tgatcatcga
ttgoccegeoaa

agagetgget

aaaatctgcc
acatggatog
gocatocggett

ga

<213> Synechococcus sp.

<400> 14

ES 2667 718 T3

gocccaacaco
aaggtatogg
ccacgacaac
gotggocaag
ggtggaacoo
aagogocgoa
gtgeotttgoo

gatcaccgag

gggocgagean

tctagttogg
cgaggocatt

cCaacacccgo

cooccgtooc
caggcctact
tacctcaagc
atggaattge
gatgtggagt
gcggcagggg
attgcocgoot
ggggtagtta

tttgecgagy

cagatgctgc
gtagaagact

gaggtaatgce

57

ccactgatgg
coocgeatcaa
tggcocgaaat
gocacatgaa
ttgcocoogogoe
atctggtete
acaacatcta
aggacgagta

ttaaagocca

agcaggtaga
tecatgatoge

goctotoggo

gggoggeact
cggtattgtt
gotgooggaa
aggeotteocag
ctttttogog
ctgttttgte
catccoggtt
toctgocaccte

gatogaagea

ggcggatgtg
ctacggogadg

ccagggtcotg

&0

120

130

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

T32



Gly

Tyr

Asp

Leu

€5

Ala

Gly

FPhe

Ala

145

Asn

Gln

Leu

Ala

Ile

225

Arg

Ala

Gly

Ser

AsSn

50

Arg

Cys

Fhe

Asp

Ala

130

Arg

Phe

Ile

Gln

Ile

210

Gly

RAla

<210> 15

Fro

Gly

Lys

Gly

Fhe

Leau

115

Ile

Lys

Gly

Glu

Gln

195

Val

Fhe

Rla

Ala

Leu

Lys

Ala

100

Val

Ala

Ile

Glu

Ala
180

Val

Glu

Asn

Ala

Asn

Lys

ala

hsn

85

Pro

Ser

aAla

Thr

165

Ala

Glu

Asp

Thr

Val

Leu

Gly

Leau

Lys

70

Leu

Leu

Cys

Tyr

Glu
150

Trp

Asn

Ala

Phe

Arg
230

Leu

Asp

Ile

Ala

3D

Gln

Arg

Phe

Asn

135

Gly

Leu

Ala

Asp

Met

215

Glu

ES 2667 718 T3

Pro

Tyr

Val

40

Glu

Glu

Val

Asp

Val

120

Tle

Val

Gly

Gln

Val
200

Ile

Val

Asn

Ser

25

Ile

Met

Leu

Glu

Asn

105

Ile

Tyr

Val

Glu

Asn
1B5

Glu

Ala

Thr Fro
10

Ser Pro

Glu Gly

Leu Fro

Arg His

75

Pro Asp

30

FPhe Gln

Gln Ser

Ile Pro

Lys Asp

155

His Fhe
170

Leu Fro

Ala Ile

Tyr Gly

Arg Leu
235

58

Fro

Glu

Glu

60

Met

Val

Ser

Val

140

Glu

Ala

Leu

Tyr

Glu
220

Ser

Ser

Tyr

Gln

45

Ala

Lys

Glu

Ala

Ile

125

Ala

Tyr

Glu

Val

Met
205

Ala

Ala

Fro

Glu

Ala

Gly

aAla

110

Ile

Asp

Leu

Val

Asp

Leu

GZln

Thr

15

Gln

Ala

Glu

Phe

Ala

35

Ala

Glu

Asp

His

Lys

175

Gln

Arg

Ala

Gly

Asp

Ala

His

Glu

Gln

80

aAla

Cys

Phe

Leau

160

Ala

Met

Glu

Ser

Leu
240



10

<211>708
<212> ADN

<213> Gloeobacter violaceus

<400> 15

gtgaaccgaa
gogtacteoos
cttaccctog
gaaaatocgoo
gaccogtttg
gaaggtgace
goggoctaca
gtegtoaagg
gtgacogtgeo
atgctcaacg
gaagacttta
gtgatgaaga
<210> 16

<211> 235
<212> PRT

cogcacogto
gcatcaatge
ctgagatgect
acttcaaagg
caagggocta
ttaccacctyg
acgtctacat
acgagtacac
gcgagggoat
cogtogaago
tgatcgocta

tgtccgocey

<213> Gloeobacter violaceus

<400> 16

ES 2667 718 T3

cagogoogog
categtoott
gocoggaccat
cttocagtoo
cttocgaacag
catggtecate
tecggtggoo
ccacctcaac
cgagogcgoc
ggacaccgaa
cggtgaagoc

sggeottgaa

cttgattace
gaaggocgage
gocogaggoge
tgogooogoa
ctegacggca
caggcactga
gacgogtttg
tttgggeage
aacgccocaga
gtgoctgoaga
ttgggocgaca

tetgeccoas

gctocogacac
gggaagcocca
tcaaaaaact
acctogaagt
actttcagca
tcatogagtg
cocgoaaggt
agtggotcaa
atctgooccat
tggataaaga

teggttttto

gocagtga

ctaccgogat
cgocaactac
ggcogogatg
cacgooggac
ggcggcggca
cttogeoaatt
gaccgaggge
agagogette
cgtetggocgg
agogategte

gatgocgogac

Met Asn Arg Thr Ala Pro Ser Ser Ala Ala Leu Asp Tyr Arg Ser Asp

1

5

10

15

Thr Tyr RArg Asp Ala Tyr Ser Arg Ile Asn Ala Tle Val Leu Glu Gly

20

25

30

Glu Arg Glu Ala His Ala Asn Tyr Leu Thr Leu Ala Glu Met Leu Pro

35

40

59

43

&0

120

1380

240

300

360

420

480

540

€00

660

708



Asp

Phe

€5

Asp

Gln

Leu

Val

Glu

145

Val

Ile

Gln

Glu

Ser
225

His

50

Lys=

Fro

Ala

Ile

Ala

130

Tyr

Thr

Val

Mat

Ala

210

Ala

<210> 17

<211>732

<212> ADN

Ala

Gly

Fhe

Ala

Ile

115

Asp

Thr

Val

Trp

Asp
195

Glu

Phea

Ala

Ala

100

Glu

Ala

His

Arg

180

Lys

Gly

Gly

Ala

Gln

Glu

Cys

FPhe

Leu

Glu

165

Mat

Glu

Asp

Leu

Leau

Sar

T0

Ala

Gly

Phe

Ala

Asn

150

Gly

Leu

Ala

Ile

Ala
230

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 17

Lys

55

Cys=

Tyr

Asp

Ala

135

Phe

Ile

Asn

Ile

Gly

215

Ser

ES 2667 718 T3

Lys

Ala

Phe

Leu

Ile

120

Lys

Gly

Glu

Ala

Val

200

FPhe

Ala

Lau

Arg

Glu

The

105

Ala

Val

Gln

Arg

Wal

185

Glu

Ser

FPro

Rla

Asn

Gln

90

Thr

Ala

Thr

Gln

Ala

170

Glu

Asp

Arg

60

Ala

Lau

75

Cys

Tyr

Glu

Trp

155

Asn

Ala

Fhe

Arg

Gln
235

Met

60

Glu

Asp

Met

Asn

Gly

140

Leu

Ala

Asp

Mat

Asp
220

Glu

Val

Gly

Val

Val

125

Val

Lys=

Gln

Thr

Ila

205

Val

Asn

Thr

Asn

Ila

110

Tyr

Val

Glu

Asn

Glu

190

Ala

Met

Pro

Phe

95

Gln

Ile

Lys

Leu

175

Val

Tyr

Lys

His

Asp

80

Gln

Ala

Pro

Asp

Phe

1&0

Pro

Leu

Gly

Met



atgcctacge
gccctgocag
gtcattgagg

gatcatgteg

acagottgog
goteotttge
ctgatccagg
gtttetgace
ctcaattatg
gaggecaato
gotgoogtge
gaatctcteca
cttgtgaget
<210> 18

<211> 243
<212> PRT

ttgagatgee
acttcacttoc
gogaacagga
aagagctcaa
gcaagaacct
gtgacaactt
cgotcttgat
cotttgeteg
gegaggottg
gogagaacct
tgocagatgga
ctgagattgyg

ga

ES 2667 718 T3

tgtggcaget
agatagatat
agcccatgac

goggottgoe

tggegttgag
cocagacagot
tgaagocttt
caagattact
gctcaaggoco
goctetgatt
taaggaagat

ctttaacact

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 18

gttottgaca
aaggatgcat
aattacateg

aagatggaga

goctgacatgg
ttagggeagg
gotatttogg
gaaggtgteg
aatctggaga
cgooggatge
ctgattgagg

cgtgaaatta

61

goactgttgg
acagcagaat
cgattggeac

tgaggcacaa

acttocgcaag
ggaaaacacc
cttatcacac
tgaaggacga
gttgcogtga
ttgatcaggt
atttecttaat

cacgtatgge

atcttcagaa
caacgcaata

gotgottooe

gaagggcttt

ggagtttttt
tacatgettg
ctatatecct
gtacacacac
ggagttgott
agcaggtgat
cgoctaccag

agoggcaget

&0
120
1380

240

300
3&0
420
480
540
€00
660
720

732



Gly

Ala

His

Glu

65

Thr

Gln

Ala

Phe

145

Leu

Glu

Glu

Glu
225

Leu

Fro

Sar

Tyr

Asp

Leau

Ala

Glu

Gly

Phe

130

Ala

Asn

Glu

Leu

Asp

210

Ile

Val

Thr

Sar

Ser

35

Aszn

Lys

Cys

Fhe

Lys

115

Ala

Arg

Tyr

Leu

Rhsp

135

Leu

Ely

Ser

Leu

Glu
20

Arg

Tyr

Arg

Gly

Phe

100

Thr

Ile

Lys

Gly

Leu

180

Gln

Ile

Fhe

Glu

Ala

Ile

Ila

Leu

Ly=

85

Ala

Pro

Ser

Ile

Glu

165

Glu

Val

Glu

Asn

Met

Leu

Asn

Ala

Ala

T0

Azn

Pro

Thr

Ala

Thr

150

Ala

ala

Ala

Asp

Thr
230

Pro

Pro

Ala

Ile

35

Ly=

Leau

Leu

Cysz

Tyr

135

Glu

Trp

hAsn

Gly

Fhe
215

ES 2667 718 T3

Val

Asp

Ila

40

Gly

Met

Gly

Arg

Leu

120

His

Gly

Leu

Arg

Asp

200

Leu

Glu

Ala

FPhe

25

Val

Thr

Elu

Val

Asp

105

Leu

Thr

Val

Lys

Glu

185

Ala

Ile

Ile

Ala

10

Thr

Ile

Leau

Met

Glu

30

Aszn

Ile

Tyr

Val

Ala

170

Asn

ARla

Ala

Thr

62

Val

Ser

Glu

Leau

Arg

75

Ala

Fhe

Gln

Ila

Lys

155

Asn

Leu

Val

Iyr

235

Leu

Asp

GEly

Fro

60

His

Asp

Gln

Ala

Pro

140

Asp

Leu

Fro

Gln
220

Asp

Glu

45

Asp

Ly=

Met

Thr

Leu

125

Val

Glu

GZlu

Leu

Gln

205

Glu

Ala

Ser Thr
15

Tyr Lys
30

Gln Glu

His Val

Ly=s Gly

Asp Phe

35

Ala Leu
110

Leu Ile

Ser Asp

Tyr Thr

Ser Cys
175

Ile Arg

150

Met Asp

Ser Leu

Ala Ala

Val

Asp

Ala

Glu

Phe

80

Ala

Gly

Glu

Pro

His

1s0

Arg

Arg

Lys

Thr

Ala
240



10

<210> 19
<211>717
<212> ADN

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 19

atgoaaacac
tttactactg
gaacaagagg
gagttaacta
agaaatctag
ggtaatttteo
attttaattg
ttogogaaaa
caagaatggeo
gttaacctto
gctatggata
gaaataggtt
<210> 20

<211> 238
<212> PRT

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 20

togaatotaa
attcttacaa
ctdatgataa
aattagogaa
gtgttcocaage
aggttgeogtt
aagettttge
aaattaccca
taaaagaaaa
cattaatcaa
gggaagaatt

tagataatag

ES 2667 718 T3

taaaaaaact
agacgottat
ttacatttec
aatggagett
tgacatgatt
atctaatgge
tatatcegeg
aggtgttgtt
tttagogact
gaagatgtta
aatggaagaa

agaaattgca

aatctagaaa
agoaggataa
ttagcaacat
aagcacaaaa
tttgctaaag
aagacaacta
tatcacgttt
aaagatgaat
tgtaaagatg
gatcaagtet
ttoatgattg

agaatggcaa

63

attctattga
atgcaatagt
taattectaa
gaggctttac
aattetttte
catgeoctatt
acataagagt
atcttecattt
agctaatgga
cggaagatge
cctatcagga

tggctgotat

tttaccogat
tattgaaggt
cgaattagaa
tgecatgtgga
caaattacat
aatacaggca
tgetgatect
aaattatgga
agcaaataag
ttecagtacta
cacteoctoott

agtttaa

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

T17



Asp

Ile

Ile

Leau

65

Arg

Ser

The

Ser

Ile

145

Gln

Glu

val

Glu

Asp
225

Gln

Lau

Azn

Ser

50

Ala

Asn

Lys

Thr

Ala

130

Thr

Glu

Ala

Ser

Glu

210

Asn

<210> 21

<211>726

Thr

Fro

Ala

35

Leu

Lys

Leu

Leu

Cys

115

Tyr

Gln

Trp

hAsn

Glu

195

Fhe

Arg

Leu

Asp

Ila

Ala

Met

Gly

His

100

Leu

His

Gly

Lys

180

ASP

Met

Glu

Glu

Fhe

Val

Thr

Glu

Val

B5

Gly

Leu

Val

Val

Lys

165

Val

Ala

Ile

Ile

Ser

Thr

Ila

Leu

Leu

70

Gln

Asn

Ila

Tyr

Val

150

Glu

Asn

sSer

Ala

Ala
230

Asn

Thr

Glu

Ile

55

Lys

Ala

Phe

Gln

Ila

135

Lys

Asn

Leu

Val

Tyr

215

Arg

ES 2667 718 T3

Lys

Asp

Gly

40

Pro

His

hsp

Gln

Ala

120

Arg

Leu

Pro

Leu

200

Gln

Lys

Ser

25

Glu

Asn

Lys

Val

105

Ile

Val

Glu

Ala

Leu

185

Ala

hsp

Ala

Thr

10

Tyr

Gln

Glu

Ile

g0

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

170

Ile

Thr

Asn

Lys

Glu

Leu

Gly

T5

Phe

Leu

Ila

As=p

Leu

155

Cys

Lys

Asp

Leu

Ala
235

64

Lau

Asp

Ala

Glu

a6l

Pha

Ala

Ser

Glu

Pro

140

His

Lys

Lys

Arg

Leu

220

Ala

Glu

Ala

His

45

Glu

Thr

Lys=

Asn

Ala

125

Phe

Leu

Met

Glu

205

Glu

Ile

Asn

Tyr

30

Asp

Leu

Ala

Glu

Gly

110

Phe

Ala

Asn

Glu

Leu

130

Glu

Ile

Val

Sar

15

Sar

Aszn

Thr

Cy=

Phe

95

Lys

Ala

Lys

Tyr

Leu

175

Asp

Leu

Gly

Ile

Arg

Tyr

Lys

Gly

80

Phe

Thr

Ile

Lys

Gly

le0

Met

Gln

Met

Leu



<212> ADN

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 21
atgoaagott

cttocagatt
attgaagggg
catgoagatg
gocttgoggga
aaactccata
attcaatgca
gctgatoccat
aactatggte
gctaataagg
gaagtoctta
tococttottg
atataa

<210> 22
<211> 241
<212> PRT

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 22

ttgoatocaa
tcacctocaga
agocaagaage
agettgtgag
gaaatettge
ataatttttt
tcttgattga
tocgocaaaag
aagaatgget
aaaacttgecoc
atatggataa

aaataggtct

ES 2667 718 T3

caatttaace
atcttacaaa
ttattctaat
gctagggaag
tgtaaagect
agaggctttco
atcttttgeca
aatcacagaqg
taaggocaat
tcttataaag
agaagagtta

tgataataga

gtagaazaag
gatgcttaca
tttettgate
atggagaaaa
gatatgectt
aaagtaggag
atatcegcat
ggtgttgtoc
ctagagacag
tocatgoteg
atggaggaat

gaaattgcaa

65

aagagotaag
gocagaatcaa
tegeotaaatt
agcatatgaa
ttgeaaagac
atacgactac
atcacgttta
aagatgaata
ttaagaaaga
atgaagtttc
ttatgattge

gaatggotct

ttctaactet
tgeocagttgta
gattocctgaa
tggtttttgt
ctttttctea
ctgtctocta
tatacgtgtt
cttgocatttg
tocttatgagyg
aaacgacgeoc
ttatcaagat

tgcagcggtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€&0

720

726



Sar

Tyr

Ser

Leu

&5

Ala

Thr

Gly

Fhe

Ala

145

Asn

Asp

Lau

Glu

Ile

225

Ile

Gln

Sar

Ser

Asn

50

Val

Cys

Fhe

Asp

Ala

130

Lys

Tyr

Lau

Asp

Leau

210

Gly

<210> 23

Ala

Asn

Arg

35

FPhe

Arg

Gly

FPhe

Thr

115

Ile

Arg

Gly

Met

Glu

195

Mat

Leu

Fhe

Ser

Ile

Leu

Leu

Arg

Ser
100

Thr

Sar

Ile

Gln

Arg

180

Val

Glu

Asp

Ala

Leu

Asn

ASp

Gly

AsSn

BS

Lys

Thr

Ala

Thr

Glu

165

Ala

Sar

Glu

Asn

Ser

FPro

Ala

Leu

Lys

70

Leu

Leu

Cys

Tyr

Glu

150

Trp

Asn

Asn

Phe

230

Asn

Asp

Val

Ala

55

Met

Ala

His

Leul

His

135

Gly

Leu

Ly=

Asp

Mat

215

Glu

ES 2667 718 T3

Asn

Phe

Val

40

Lys

Glu

Val

Asn

L

120

Val

Val

Lys

Glu

Ala

200

Ile

Ile

Leu

Thr

25

Ile

Leu

Lys

Lys

Asn

105

Ile

Tyr

Val

Ala

Asn

185

Glu

Ala

Ala

Thr

10

Ser

Glu

Ile

Lys

Fro

a0

Phe

Gln

Ile

Gln

Asn

170

Leu

Val

Tyr

Arg

Val

Glu

Gly

Fro

His

75

Asp

Leu

Cys

Asp

155

Pro

Leau

Gln

Met
235

66

Glu

Saer

Glu

Glu

60

Met

Met

Glu

Ile

Val

140

Glu

Glu

Leu

His

Asp

220

Ala

Lys

Tyr

Gln

45

His

Asn

Fro

Ala

Leu

125

Ala

Tyr

Thr

Ila

Mat

205

Ser

Leu

Glu

Lys

30

Glu

Ala

Gly

Phe

Phe

110

Ile

Asp

Leu

Val

Ly=

150

Asp

Leu

Ala

Glu

15

Asp

Ala

Asp

FPhe

Ala

a5

Lys

Glu

Pro

His

Lys

175

Ser

Lys

Leu

Ala

Leu

Ala

Tyr

Glu

Cys

80

Lys

Val

Ser

Pha

Leau

160

Lys

Glu

Glu

Val
240



10

<211>732

<212> ADN

<213> Synechococcus sp.
<400> 23
atgecogacce ttgagacgte
cggoctgectg atttcaccag
gtgatcgagg gtgageagga
gagcagaagg atgagoctggo
accteoctgtyg goegoaatet
goccoceoctge acgggaactt
ttgattcagg cgotgetgat
gtggoggate cottogotog
ctcaattacg gocaggaatg

gaggccaaca aggocaatct

gocgocgbkge tgoagatgga aaaggaagat ctgatcgaag atttectgat cgettaccag

gaggecctot gegagatogg ttteagetoe cgtgacattg ctogeatgge cgeogetgeeo

ctcgeggtet ga

<210> 24

<211> 243

<212> PRT

<213> Synechococcus sp.

<400> 24

ES 2667 718 T3

tgaggtegec
cgaggeottac
agcgoacgac
cogtotogoo
cggcgtggag
ccaggoagot
tgaagogtte
caagatcact
gotgaaggoo

gectaotgate

gttettgaag
aaggacgoot
aactacatcog
cgoatggaga
goagacctte
ctocaggagg
gocatttoog
gaaggtgtgg
aattttgagg

cgetegatge

67

actecgatgge
acagoogeat
coctoggoac
tgaagoacat
cotttgotaa
goaaggtggt
coctatcacat
tgaaggatga
ccagoaagga

tggagcaggt

ttecaggetec
caatgogate
goctgatcooe
gaaggggtte
ggaattctte
gacotgooctg
ctacatcoog
gtacacoccac
tgagctgatg

ggcagccgac

€0

120

1380

240

300

360

420

480

540

€00

660

T20

732



Ala

Ala

His

Glu

&5

Thr

Lys

Glu

Ala

Phe

145

Leu

Asp

Glu

Glu
225

Leu

FPro

Sar

Tyr

AsSp

50

Lau

Ser

Glu

Gly

Phe

130

Ala

Asn

Glu

Leu

Asp
210

Ile

Ala

Thr

Gly

Sar

35

Asn

Ala

Cys

Fhe

Lys

115

Ala

Arg

Tyr

Leau

Glu

195

Leu

Gly

Val

Leu

Ser
20

Tyr

GEly

Fha

100

Val

Ila

Lys

Gly

Met

180

Gln

Tle

FPhe

Glu

Arg

Ila

Ile

Leu

Ala

Val

Sar

Ila

Gln

165

Glu

Val

Thr

Leu

Asn

Ala

Ala

70

Asn

Pro

Thr

Ala

Thr

150

Glu

Ala

Ala

Glu Asp

Ser

Ser
230

Ser

Pro

Ala

Leu

55

L

Lau

Cys=

Tyr

135

Glu

Trp

Azn

Ala

Phe
215

Arg

ES 2667 718 T3

Glu

Asp

Ile

40

Gly

Gly

His

Leu

120

His

Gly

Leu

Lys

200

Leu

Asp

Val

Phe

25

Val

Thr

Glu

Val

Gly

105

Leu

Ila

Val

Lys

Ala

185

Ala

Ile

Ile

Ala

10

Thr

Ila

Leu

Glu

a0

Asn

Ile

Tyr

Val

Ala

170

Asn

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

Glu

Ila

Lys

75

Ala

Fhe

Gln

Ila

Lys

155

Asn

Leu

Val

Tyr

235

68

Lau

Glu

Gly

Fro

&0

His

Asp

Gln

Ala

Pro

140

Azp

Phe

Pro

Leu

Gln
220

Met

Glu Asp

Ala Tyr
30

Glu Gln
45

Glu Gln

Met Lys

Leu Pro

Ala Ala
110

Leu Leu
125

Val Ala

Glu Tyr

Glu Ala

Leu Ile

150

Gln Met

205

Glu Ala

Ala Ala

Ser Met
15

Ly= Asp

Glu Ala

Ly=s Asp

Gly Phe

a0

Phe Ala
95

Leu Gln

Ile Glu

Azsp Pro

Thr His

160

Ser Lys
175

Arg Ser

Glu Lys

Leu Cys

Ala Ala
240



10

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

<213> Synechococcus sp.

<400> 25

atgacccagco
gttgtgattg
ccogotgateo
tttgtggget
ttteocagcoooo
ctggtgatce
ceggtggecg
cacctogact
agogoggtag
gacatgogac
egggaagegt
goggocgoca
<210> 26

<211> 226
<212> PRT

togactttge
tgggocgaagy
gogacgagoct
gtggtegecaa
tocatgatet
aggggttgat
atgcocctacgo
acgctgagac
tggtggagge
agatcggcat

tggaatoggt

ggatggtctg

<213> Synechococcus sp.

<400> 26

ES 2667 718 T3

cagtgoggoo
tectegocaat
gocagoggceto
ccteggtgtg
gttcaaacgo
cgtggaatgt
coggoocgato
ctggotgeag
gttgoogoto
ggatccggtg
ggggtttgag

a

taccgogagg
cgocatttec
ggacgcatgg
gtggcegate
cacgaccacg
ttegeegtgg
acogcagogg
cgocattteg
acoctggoga
gagaccctgg

getgtggagg

cctacagcog
agatgttgge
agggagacca
tgocectgge
acggcaatog
cggcttaceg
tgatgaacga
atcaggtgaa
tgttgoaato
ccagetteoag

coaggogact

gatcaacggc
goggogeatt
tgococagogoo
ccggogectg
ggocgaatgco
ccactacctyg
tgaatcggaa
ggcacgggte
gottgotgea
tgaactgttt

gotgatgoga

Met Thr Gln Leu Asp Phe Ala Ser Ala ZAla Tyr Arg Glu Ala Tyr Ser
1 2 10 15

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

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

69

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

681



Gly

FPhe

Arg

Val

Pro

Ala

145

Sar

Ser

Leu

Phe

Met
225

Lau

50

Gln

Ala

Ala

Ile

130

Glu

Ala

Leau

Ala

Glu

210

Val

<210> 27

<211> 696

<212> ADN

Gly

Asn

Fro

Glu

Ala

115

Thr

Thr

Val

Ala

Ser

195

Ala

Arg

Lau

Cys

100

Tyr

Ala

Trp

Val

Ala

180

Phe

Val

<213> Cyanothece sp.

<400> 27

atgcaagagc
tacagtegeca
gatatggogo

aaccgtecaca

Gly

His

B85

Leu

Ala

Leu

Val

165

A=p

Ser

Glu

Glu

Val

70

Asp

Val

His

Val

Zln

150

Glu

Glu

Ala

Gly

55

Val

Leu

Ile

Tyr

Met
135

Arg

Ala

Leu

ES 2667 718 T3

Asp

Ala

Phe

Gln

Leau

120

Azsn

His

Lau

Gln

Phe
200

ttgectttacg ctcagagett
tcaatgctat tgtecattgaa
aacttctccec agaagacgag

aaaaaggett tecaagoeotot

His

Asp

Lys=s

Gly

105

Pro

Asp

Phe

Pro

Ile

185

Arg

Leu

Ala

Leu

Arg

80

Leu

Val

Glu

Asp

Lau

170

Gly

Glu

Leu

Sear

Fro

75

His

Ile

Ala

Ser

Gln

155

Thr

Met

Ala

gattttaaca

ggggaacaag

goctgagttaa

ggcaagaatt

70

Ala Phe Val Gly Cys

a0

80

Asp His Asp Gly Asn

a5

Val Glu Cys Phe Ala
110

Aszp Ala Tyr Ala Arg

125

Glu His Leu Asp Tyr

140

Val Lys Ala Arg Val

160

Leu Ala Met Leu Gln

175

Asp Pro Val Glu Thr
150

Leu Glu Ser Val Gly

205

Arg Ala Ala Ala Arg

220

gogaaaccta
aagcctatca
ttocgteotete

tgaatgtgac

taaagatgct
aaattatctt
caagatggaa

cocagataty

&0

120

180

240



gactacgcte
ggcaaaattg
gocttataata
gttaaggatg
goctetaaag
ctcaaccaag
gattteoatga
atgaaaatgt
<210> 28

<211> 231
<212> PRT

aacaattttt
tcacttgeott
tttatattec
aatatacceca
cagaattaga
ttgaaaaaga
ttagttatgg

ctgettacgg

<213> Cyanothece sp.

<400> 28

Met Gln
1

Tyr Lys

Gln

Glu

Glu

Lys
65

Gly
Asp Tyr
Ala

Lys

Ile Ile

Glu

Asp

Ala

35

Rla

Fhe

Ala

Ala

Glu

Leu

Ala
20

Tyr
Tyr Gln
Glu

Leu

Gln Ala

Leu

Sar

Asn

Ile

Cys

ES 2667 718 T3

tgcoctgaactt
attaattcaa
tgtggcagat
ccteoaatttt
agacgcaaat
tgoocgaagtg
agaagcottta

gctacggget

Arg Ser

Ila

Leu
40

Tyr
Arg

Leu

Gly Lys

70

Gln Gln

85

Glu
100

Gly

Ala Phe

115

Ala Asp

130

Tyr Thr

145

Fro

His

Phe Ala

Leu Asn

Phe

Lys

Ala

Phe

Phe Ala

Ile Val

Ile Ala

120

Lya Ila

135

Gly Glu

150

catggcaact
totttgateca
cooctttgete
ggggaagtct
aaagaaaatt
ttagggatgg
agtaatattg

gcttaa

Glu Leu

10

Asp

Asn Ala Ile

25

Asp Met Ala

Sar Lys

Asn Leu Asn

75

Glu Leu His

30

Ths
105

Cys Leu

Ala Tyr Asn

Thr Glu Gly

Val Leu

155

Trp

71

toccaaaagge
togaageoctt
gtaaaatcac
ggttaaaaga
taccocettgt
agaaagaagc

gtttctctac

Fhe Asn

Val Ile

Gln Leu

45

Glu
Val Thr
hsn

Gly

Leu Ile

Ser Glu

Glu

30

Leu

Asn Arg

Pro

Phe

Gln

aaaagcocgaa
tgocgategee
cgaaggggta
gcattttgaa
ttggcaaatg
cttagtggaa

ceogtgagate

Thr
15

Gly Glu

Pro Glu
His

Lys

Met
80

Asp

Gln
a5

Lys

Ser Leu

110

Ile Tyr

125

Val
140

Val

Lys Glu

Ile

Ly=

His

Pro Val

Aszp Glu

Phe Glu

1le0

300

360

420

480

540

600

€60

696



10

Ala Ser

Val

Trp

Glu

Lys

Gln

Lys

Glu
165

Ala

Met
180

Leu

Glu Ala

155

Ala Leu

210

Ala
225

Tyr

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

Sar

Gly

Asn Ile

Leu Arg

Leu

Asn

Leu

Gly Phe

Ala

ES 2667 718 T3

Glu

Gln

Val

Glu
200

Val

Ser
215

Rla

230

<213> Cyanothece sp.

<400> 29

atgcctcaag
tacagcecgeoa
aagctgacagg
gocogtcaca
gagtttgeteo
aacaaaattg
gcttataaca
gtcaaagacg
agccagcggg
ctoaatcagg
agcttcatga
atgogeoatgt
<210> 30

<211> 231
<212> PRT

tgcagtocco
ttgatgogat
aactgctgceo
aaaaagggtt
aacagttott
ccacctgtet
tctatattce
aatacaccca
aagaagtgga
tagagactga
tccaatatgg

cogtttacgg

<213> Cyanothece sp.

<400> 30

atcggctata
cgtgatocgag
ggattgtcaa
tgaagcttgt
tgoctgacetg
ggtgatceag
tgtecgoctgat
cctcaackttt
agcggccaac
tgcteoacgtt
tgaagccctg

cctetotgog

Ala Asn Lys Glu Asn

170

Glu Lys Asp Ala Glu

1B5

Asp Phe Met Ile Ser

Thr Arg Glu Ile Met

gacttctaca
ggagaacagg
gaagatctgg
ggocgocaate
cacaacaatt
goeoctgatta
gactttgocce
ggtgaagagt
cgggaaaacc
ttaggtatgg
gaaaatattg

gcataa

72

Leu

Val

Pro Leu
175

Leu Gly

130

205

220

gtgagaccta
aagcoccacga
tococggotgge
tocaaggtecac
toccagaaage
ttgagtgett
gcaaaattac
ggctcocaaagc
tgococgatogt
aaaaagagge

gtttctogac

Tyr

Lys

Gly Glu

Met Ser

ccaggatgct
caattacctg
caaaatggaa
acccgatatg
tgotgeggoc
tgocategeoc
cgaaaacgtg
taactttgat
ctggoggatg
tttagtggaa

ccgtgagatc

60

120

180

240

300

3&0

420

480

540

€00

660

€06



5

ES 2667 718 T3

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

1

5

10

15

Tyr Gln Asp Ala Tyr Ser Arg Ile Asp Ala Ile Val Ile Glu Gly Glu

Gln

Cys

Lys

€5

Glu

Ala

Ila

Ala

Tyr

145

Ser

Val

Ala

Val
225

Glu

Gln

50

Gly

Phe

Ala

Ila

Asp

130

Thr

Gln

Trp

Glu

Lau

210

Tyr

<210> 31

<211>702

<212> ADN

Ala

35

Glu

FPhe

Ala

Ala

Glu

115

Asp

His

Arg

Lys
155

Glu

Gly

20

His

Azsp

Glu

Gln

Ala
100

Cys

Fhe

Glu

Mat

180

Glu

Aszn

Asp

Lau

Ala

Gln

85

Asn

Fhe

Ala

Asn

Glu

165

Leu

Ala

Ila

Ser

Asn

Val

Cys

70

Phe

Lys=s

Ala

Arg

Fhe

150

Val

Aszn

Leu

Gly

Ala
230

Tyr

Gly

Phe

Ile

Ile

Lys

135

Gly

Glu

Gln

Val

Pha

215

Ala

Leu

40

Lau

Arg

Ala

Ala

Ala

120

Ile

Glu

Ala

Val

Elu

200

Ser

25

Lys

Ala

han

Asp

Thr

105

Ala

Thr

Glu

Ala

Glu

185

Ser

Thr

Leu

Lys

Lau

Leu

90

Cys

Tyr

Glu

Trp

Asn

170

Thr

Fhe

Arg

73

Thr

Met

Lys

15

His

Leu

Asn

Asn

Lau
155

Arg

Asp

Met

Glu

Glu

Glu

60

Val

Asn

Val

Ile

Val

140

Lys

Glu

Ala

Ila

Ila
220

Leu

45

Ala

The

Asn

Ile

Tyr

125

Val

Ala

Asn

His

Gln

205

Met

30

Leu

Fro

Phe

Gln

110

Ile

Lys

Asn

Leu

Val

130

Tyr

Fro

His

ABD

Gln

a5

Ala

Pro

Asp

FPhe

Fro

175

Leu

Gly

Asp

Lys

Mat

20

Lys

Leu

Val

Glu

Asp

160

Ila

Gly

Glu

Ser



<213> Cyanothece sp.

<400> 31

atgtectgatt

taccggcggg

cgottagetyg
gocogocaca
gactttgogg
ggccaggtgg
goctacaata
gttcaggacy
cagtgtaaag
ctcaaccagg
gactttagca
ctctocctgt

<210> 32
<211> 233
<212> PRT

gogocacgaa

tgaacggtat

agetgoteoco
agaagagott
cacagttttt
ctacctgtet
cotatttgeo
agtacagoca
acgaaattat
tgacaggoga
ctegectatgg

cegtteoaggg

<213> Cyanothece sp.

<400> 32

ES 2667 718 T3

cccagoccte

tgtgattgaa

agagtatcaa
tgttgoctgt
tgotgaactyg
ggttgtgeaa
agtagoggat
cctaaacttt
cacagoctaac
attgogeatt
agaggoccctyg

tttacaggeg

gactattaca

ggcgagaagce

goggaattaa
ggocaaaate
catcaaattt
gooctgatca
gaatttgooo
ggtgaagtet
cgtettgote
ctgggcatgyg
ggocagattyg

gttacgectt

74

gtgaaaccta

aagcctacga

coocgtotgge
tocaaggttag
ttgcatotgo
ttgaatgett
gtaaagtecac
ggctgoagaa
tgoogotgat
acaaagectte

gtttcocaaact

ag

cogoaatget

caagctttate

taaaatggaa
coceggactta
agcaaatgog
tgcgategee
cgocatoogtte
tgogtttgag
ctggaaaatg
tctggtagaa

atctgaaatt

&0

120

180

240

300

360

420

480

540
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660

T02



Tyr

Lys

Tyr

Lys

&5

Ala

Ile

Ala

Tyr
145

Gln

Ile

Ala

Val
225

Ser

Arg

Gln

Gln

50

Ser

Fhe

Ala

Ile

Asp
130

Sar

Cys

Trp

Asp

Leu

210

Gln

<210> 33

<211> 696

5 <212> ADN

Asp

Asn

Ala

35

Ala

Phe

Ala

Asn

Glu

115

Glu

His

Lys

Lys

Lys

155

Gly

Gly

Cys

Ala

20

Glu

Val

Ala

Ala

100

FPhe

Leu

Asp

Met

180

Ala

Gln

Leu

Ala

Tyr

Asp

Leu

Ala

Gln

85

Gly

Phe

Ala

Azsn

Glu

165

Leu

Ser

Ile

Gln

Thr

Arg

hsen

Thr

Cys

70

Phe

Gln

Ala

Phe

150

Ila

Asn

Leu

Gly

Ala
230

Asn

Arg

Phe

Arg

55

Gly

Phe

Val

Ile

Lys
135

Gly

Ila

Gln

Val

Phe

215

Val

ES 2667 718 T3

Pro

Val

Ile

40

Leu

Gln

Ala

Ala

Ala

120

Val

Elu

Thr

Val

Glu

200

Lys

Thr

Ala

Asn

25

Arg

Ala

han

Glu

Thr

105

Ala

Thr

Val

Ala

Thr

185

Leu

Pro

Leu

10

Gly

Leu

Lys

Leu

Leu

a0

Cys

Tyr

Ala

Trp

Asn

170

Gly

Phe

Ser

Asp

Ile

Ala

Met

Lys

75

His

Leu

Asn

Ser

Leu

155

Glu

Ser

Glu

75

Tyr

Val

zlu

Glu

Val

Gln

Val

Thr

Val
140

Gln

Lau

Thr

Ila
220

Tyr

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Tle

Val

Tyr

125

Val

Asn

Ala

Arg
205

Leu

Ser

Zlu

30

Leu

Arg

Fro

Phe

Gln

110

Leu

Gln

Ala

Leu

Ila

130

Tyr

Ser

Glu

15

Gly

Pro

His

Asp

Ala

95

Ala

BPro

Asp

Phe

Pro

175

Leu

Gly

Leu

Thr

Glu

Glu

Gln

Leu

80

Ser

Leu

Val

Glu

Elu

160

Leu

Gly

Glu

Ser



<213> Anabaena variabilis

<400> 33

atgcagcagyg
tatagtecgea
caactatceeo
agtogocaca
gagttogeta
ggtaaagttyg
gcatacaata
gttaaagatg
caatcaaaag
ctcaatcaag

gattttatga
atgcggatgt
<210> 34

<211> 231
<212> PRT

ttgcagocga
taaatgogat
aactgetgee
aaaaaggatt
aagaattctt
tcacttgoct
tetacateooe
aatacagtca
cagaactaga
ttgocgatga
tteagtacgg

cagcocctacgg

<213> Anabaena variabilis

<400> 34

ES 2667 718 T3

tttagaaatc
cgtgattgaa
agacgataaa
tgaagottgt
tgcogggecta
attgattcaa
cgtggotgac
coctocaactto
agaagctaat
tgocggoagtco
cgaagcacta

actcacagca

gatttcaaga
ggggaacaag
gaagacctaa
ggacggaacc
cacggtaatt
tococtgatta
gattteogeoeo
ggcogaagttt
cgtcataate
ttagctatgg
agtaatattg

gcttaa

gogaaaaata
aagcatatga
ttogeatete
tgcaagtatc
tocaaaaage
ttgaatgttt
gtaaaatecac
ggttacagaa
ttocccatagt
aaaaagaagc

gottcacaac

taaagatgcoc
gaattacatt
gaaaatggaa
cocagacata
ggcagctgaa
tgogatogec
tgagggtgta
aaatttoget
ctggaaaatyg
cctagtggaa

cagagatatt

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

76
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540

600
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Tyr

Gln

Lys
65

Elu

Ile

Ala

Tyr

145

Gln

Val

Ala

Ala
225

Lys

Glu

Lys

50

Gly

Fhe

Ala

Ile

Asp

130

Ser

Ser

Trp

Glu

Leu

210

Tyr

<210> 35

<211> 765

<212> ADN

Asp

Ala

35

Glu

Fhe

Ala

Ala

Glu
115

Asp

His

Lys

Lys

Lys

135

Ser

Gly

Ala
20

Tyr

Asp

Glu

Lys

Glu

100

Cys

Fhe

Ala

Mat

180

Glu

Asn

Leu

Tyr

Glu

Ala

Glu

85

Gly

Fhe

Ala

hen

Glu

165

Ala

Ile

Thr

Ser

hsn

Ile

Cys

70

Phe

Lys

Ala

Phe

150

Leu

Asn

Leu

Gly

Ala
230

Arg

Tyr

Arg

55

Gly

Fhe

Val

Ile

Lys

135

Gly

Glu

Gln

Val

Phe

215

Ala

ES 2667 718 T3

Ile

Tle

40

Leu

Arg

Ala

Val

Ala

120

Ile

Glu

Glu

Val

Glu

200

Thr

Aan

25

Gln

Ser

Asn

Gly

Thr

105

Ala

Thr

Val

aAla

Ala

185

ASp

Thre

10

Ala

Leu

Lys

Leu

Leau

20

Cys

Tyr

Glu

Trp

Asn

170

Asp

Phe

Arg

77

Ile

Ser

Met

Gln

75

His

Asn

Gly

Leu
155

Asp

Met

Asp

Val

Gln

Glu

&0

Val

Gly

Ile

Val

140

Gln

His

Ala

Ile

Ile
220

Ile

Leu

ser

Ser

Asn

Ile

Tyr

125

Val

Lys

Asn

Ala

Gln

205

Met

Zlu
30

Leu

Pro

Fhe

Gln

110

Ile

Lys

han

Leu

Val
130

15

Gly

Pro

His

Asp

Gln

95

Ser

Fro

Asp

Phe

Pro

175

Leau

Gly

Glu

Asp

Lys

Ile

a0

Lys

Leu

Val

Glu

Ala

160

Ile

Ala

Glu

Ser



ES 2667 718 T3

<213> Synechococcus elongatus

<400> 35
gtgegtacce
cgcagactoa
aaagacgectt
aactacaatc
aagatggaac
coctgacatgg
gctgoggaag
gogatogegg
gagggggtcg
aattttgatg
tggctaatgeo
ctoegtogagg
cgocgaaatca
<210> 36
<211> 254
<212> PRT

cetgggateoe
tgocgeoaget
acagcogeat
goottgotga
agogccacat
gttttgeoeca
goaaggtogt
cttacaacat
tgogocgacga
cttoccaaage
tcaacgaagt
actttatgat

tgoegtatgto

accaaatcoo
tgaagocageo
caacgcgatc
gatgotgooo
gaaaggcttt
gaaattttte
cacctgcocta
ctacatccca
atacctgcac
cgaactggaa
ggcogatgat
tgectacggt

cgoctatggeo

<213> Synechococcus elongatus

<400> 36

acattetcce
cttgaactgg
gtgattgaag
gaccagcggg
atggcetgtg
gagegettge
ctgattcaat
gtggcggatg
cgoaacttog
gaagccaate
gotogogaac
gaagctetgg

cttgocggoog

78

tetecateegt
actttocaaag
gogaacaaga
atgagottca
gcaaaaatcot
acgagaactt
cgotaateat
cttttgoceg
gtgaagagtg
gtcagaacct
tcgggatgga
aaaacategg

tttga

gtcaggagac
cgagtoctac
ggocgttegac
caagctagoco
cteogtcocact
caaageggoeg
cgagtgettt
caaaatcacg
gctgaaggog
gocottggtt
gogtgagteg

cttocacaacyg

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

€00
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T20

765



Val

Leu

Leu
€5

Lys

Leu

Leu

Cys

Tyr

145

Glu

Trp

Asn

Phe
225

Arg

hry

Ser

Asp

Ile

50

Ala

Mat

Ser

His

Leu

130

ASn

Gly

Leu

Arg

Asp

210

Met

Glu

Thr

Gly

Fhe

35

WVal

Glu

Glu

val

Glu

115

Leu

Ile

Val

Lys

Gln

195

Ala

Ile

Ile

Fro

Asp

Gln

Ile

Met

Gln

100

Asn

Ile

Tyr

Val

Ala

180

Asn

Ala

Met

Ser

Glu

Fro

Phe

Gln

Ile

165

Asn

Leu

Glu

Tyr

Arg
245

hsp

Glu

Gly

Fro

T0

His

Asp

Lys

Ser

Pro

150

hsp

Phe

Fro

Leu

Gly

230

Met

Fro

Len

Ser

Glu

55

Asp

Met

Mat

Ala

Leu

135

Val

Glu

Asp

Leu

Gly

215

Glu

Ser

ES 2667 718 T3

Pro

Met

Tyr

40

Gln

Gln

Lys

Gly

Ala

120

Ile

Ala

Tyr

Ala

Val

200

Met

Ala

Ala

Asn

Pra

25

Lys

Glu

Arg

Gly

Phe

105

Ala

Ile

Asp

Leu

Ser
185

Trp

Glu

Leu

Tyr

Fro

10

Gln

Asp

Ala

Asp

Fhe

30

Ala

Ala

Glu

Ala

His

170

Lys

Leu

hArg

Glu

Gly
250

Thr

Leu

Ala

Fhe

Glu

75

Met

Gln

Glu

Cys

Fhe

155

Ala

Met

Glu

Asn

235

Leu

79

Phe

Glu

Tyr

Asp

&0

Leau

Ala

Lys

Gly

Fhe

140

Ala

Asn

Glu

Leu

Ser

220

Ile

Ala

Ser

Ala

Ser

45

Asn

His

Cys

Phe

Lys

125

Ala

Arg

Phe

Leu

hsn

205

Leu

Gly

Ala

Leu

Ser

Ty

Lys

Gly

Phe

110

Val

Ile

Lys

Gly

Zlu

150

Glu

Val

Phe

Val

Ser

15

Leu

Ile

Asn

Leu

Lys

a5

Glu

Val

Ala

Ile

Glu

175

Glu

Val

Glu

Thr

Ser

Glu

Asn

Arg

Ala

80

Asn

Arg

Thr

Ala

Thr

160

Glu

Ala

Ala

AsSp

Thr
240
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<210> 37

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667718 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (B) .. (6)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (8) .. (11)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(13) .. (14)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (17) .. (18)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 37

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

1 5

Xaa Xaa Ala

<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

80

15



10

15

20

25

30

35

<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (3)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (B) .. (7)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(9) .. (11)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (13) .. (14)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 38

Leu Xaa daa Met Glu ¥Xaa ¥Xaa His Xaa Xaa ¥aa Phe Xaa Xaa Cys

1 5

<210> 39

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667718 T3

10

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (4)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (9)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (11) .. (11)

<223> Cualquier aminoacido

81
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (15)

<223> Cualquier aminoéacido

<400> 39

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

1 2

Tyr
<210> 40
<211>19
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667718 T3

10

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (3)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (7)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(9) .. (10)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (12) .. (17)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 40

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

1 5

Xaa Trp Leu

<210> 41

10

82

15

15
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<211>23
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667718 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>
<221> MOD_RES
<222> (2) .. (2)

<223> Lys, Arg o GIn

<220>
<221> MOD_RES
<222> (3) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES
<222> (6) .. (6)
<223> Ser o Arg
<220>

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

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

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

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

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

83
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ES 2667718 T3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (14)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (17) .. (18)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (20) .. (21)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (22) .. (22)

<223> Asn o His

<220>

<221> MOD_RES

<222> (23) .. (23)

<223> Tyr o Phe

<400> 41

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

1 2 10

¥Xaa ¥aa Ala Xaa Xaa Xaa Xaa
20

<210> 42

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<220>

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

<223> Ala, Ser o Gly
<220>

84
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ES 2667718 T3

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(7) .. (7)

<223> Arg, Asp o Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222>(9) .. (10)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (11) .. (11)

<223> Ala, Ser o Gly

<220>

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

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (14)

<223> Ala, Ser o Gly

<220>

<221> MOD_RES

<222> (16) .. (16)

<223> Ala o Gly

<220>

<221> MOD_RES

<222> (17) .. (17)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

85
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<222> (20) .. (20)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (21) .. (21)

<223>Val o lle

<400> 42

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

1 L

Xaa Asn Leu Xaa Xaa
20

<210> 43

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667718 T3

10

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

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

<223> Leu, Met o Phe
<220>

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

<221> MOD_RES
<222> (4) .. (4)

<223> lle o Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (B) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

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

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

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

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

<221> MOD_RES
<222> (14) .. (14)
<223> lle o Val
<220>

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

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

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

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

ES 2667718 T3
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ES 2667718 T3

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

1 5 10

Tyr ¥aa Xaa Tyr Xaa
20

<210> 44

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (2)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(3) .. (3)

<223> Phe o Tyr

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (5)

<223> Arg o Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (B) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(7) .. (7)

<223> lle o Val

<220>

<221> MOD_RES

<222>(9) .. (10)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

88
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<222>(12) .. (12)
<223> Val o Met
<220>

<221> MOD_RES
<222>(13) .. (13)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (14) .. (14)
<223> Asp o Glu
<220>

<221> MOD_RES
<222> (16) .. (16)
<223> Tyr o Ser
<220>

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

<221> MOD_RES
<222>(19) .. (19)
<223> Leu o Arg
<220>

<221> MOD_RES
<222> (20) .. (20)
<223> Asn o0 Asp
<220>

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

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

<221> MOD_RES
<222> (23) .. (23)

89
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15

20

<223> Glu 0 GIn

<220>

<221> MOD_RES

<222> (24) .. (24)

<223> Cualquier aminoéacido

<400> 44

ES 2667 718 T3

Asp ¥aa Maa Ala ¥aa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Val Xaa Xaa Xaa Glu Xaa

1

5

10

Xaa His Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Leu
25

<210> 45
<211> 699
<212> ADN

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 45

atgcagcaac
gogtattete
attacoctgg
gagtogegte
ctgoagttog
gaaggtaagy
goagococtata
gtggttaaag
goggaaagoa
atgeotgaate

gaggacttcoa

attatgogoeo

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

tgacggatca
gtatcaacge
cgeagotget
acaaaaaggyg
ctaaggagtt
ttgtcacctyg
acatttacat
aagaatacag
aggoggagoet
aagtggaggg

tgatcecagta

tgagcgogta

<213> Secuencia artificial

<220>

gagcaaagaa
tategttate
goctgaatoo
ttttgagges
cttcagoggo
coctgotgatt
cccggtggog
ccacctgaac
ggaattggoa

tgatgcocacac

cggcygagyey

tggeoctgate

ctggacttca
gagggtgaac
caogatgaac
tgoeggtegta
ctgeocatcaaa
caaagcctga
gaocgattttg
tteggtgagy
aatcgtcaaa
acgatggcta

ctgagcaaca

ggtgcgtaa

90

asagogaaac
aagaagogeca
tgattogteot
acctggoggt
actttocagac
tecattgagtyg
cacgoaagat
totggttgaa
acctgoogat
tggaaaaaga

ttggetttag

15

ctacaaggac
cgagaattac
gagcaaaatg
cactococggac
ggcagcggeg
tttogctate
cactgagggt
ggagcacttt
cgtgtggaaa

cgctctggtg

cacccgtgac

60
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10

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleotido sintético

<400> 46

atgoogcaaa
tactctcgta
cgtctgggtg
gocogtcaca
gacttocgege
gataaagttc
gocgtataaca
gtcaaggacg
gacgtgaagg
ctgaacgagg
gacttocatga

atgcgtatgt

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

cgoaagotat
tocgatggtat
aaatgttgeo
agaagggett
gtegettett
cgacctgott
tttacatceo
aataccagca
coegagatcea
ttgacaagga
ttecaatacgg

ctgogtacgy

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667 718 T3

tagogaaatt
cgtgatcgag
tgagcatcaa
tgaggottgt
ctocggacctg
ggttattecag
ggttgcegat
tctgaactat
ggaagcaaat
cgcagcagtyg
tgaggocetg

totggtggoa

gatttotatt
ggtgagcaag
gacgacttta
ggtogtaact
cacaagaact
tococtgateca
gatttegete
ggcgaggagt
cgocaagaate
ctgggcatgg
toccaacattg

goctaa

ctgacaccta
aggcgoatga
tocogtttgag
tgaaggtgac
toccaagatge
togaatgett
gtaagattac
ggctgaaggo
tgocgategt
agaaggaagc

gettttetac

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 47

atgaccaccyg
tacagocogoa
gatotggcota
gecegocaca
gagttogoga
ggtaagacog

gogtacaaca

cgaccgoaac
tcaacgogat
aactgotgeoo
agaagggttt
aagocgttott
caacctgtect

tttacatoco

goocggtgoctg
tgtcatogaa
tcaacaccaa
tgaagogtge
tgagaagctyg
gctgatoccag

tatggoogat

gactatcaca
ggtgaacaag
gaagagotga
ggtogoaate
cgogogaact
gogttgatea

cegtttgege

91

gogacogceta
aggececacga
cocgtotgge
tgtocogttac
ttcagogtgoe
ttgaatectt

goaagattac

taaggacgeot
gaactacatt
caagatggag
ttgogatetg
tgocggecgag
cgoegattgeoa
cgagagocgteo
ccatttogac
ttggogtatg
gttggttgaa

cggogagateo

caaggacgca
caattacatt
gaagatggag
cocoggatatg
cctggoggag
cgcaattgoc

cgaaagegte

&0
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240

300
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600
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10

15

gtcaaggatg aatactcteca

agocgtcaagg gogagttgga

ttgaatcagg togaggcocaga

gactttatga tccagtacte

atgaaaatgt ctgtgtatgg

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 48

atggogeotg
gocctggact
atcgaaggog
gctgocgagg
gottgoggea
coegetgogog
atccaaagoco
geagacgact
aatttoggog
gocaatgecs
gaggcaatct
gogetggoaa

cgtgoageat
<210> 49
<211>732

<212> ADN

caaacgtget
acagctoteoe
agoaggaage
aactgeogtaa
agaacttgeca
acaacttcoeca
tgatcatcga
togocegtaa
agogttggtt
agaacctgce
atatggaccg
geattggctt

aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 49

ES 2667 718 T3

cttgaacttt
ggaagctaac
cgcaaaggtco
cggtgogetg

cotgacogge

goccaaatacg
gogttacegt
gocacgataac
gctggoaaag
ggtggagoct
atcegoagea
gtgttttgog
gatcacggag
gggtgaacac
gctggtgege
tgaggocgatco

caacacgeoge

ggegaaatct ggttgaagga

cgtgogaate tgocgotggt

ctgggoatgg agaaggatgo

gagaacatog geotttaccac

gcgtaa

cogoogagec
caggcgtaca
tacctgaagt
atggaattgec
gacgtogagt
goeggeeggty
ategctgogt
ggegtggtta
ttogcagagyg
caaatgctge
gttgaggatt

gaagtgatge

92

cgaccgatgg
googtatcaa
tggcggagat
gtcacatgaa
ttgcocogege
atctggttte
ataacattta
aggacgagta
ttaaagcaca
agcaagttga
tcatgattgo

gtetgagege

acatttocgag
ttggaagatg
tctggtggaa

cogtgaaatc

tggtggtacyg
tggoattgtt
gctgoctgag
gggotttcoag
tttottogeg
ctgtttegte
catccoggtt
totgoatetg
gatogaggcoa
gucggacgte
ttatggcgaa

acagggcttyg

480

540

600
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10

atgcocgacgt
gcgetgeogyg
gtgatcgagy
gaccatgtgg
accgogtgeg
gococogttgo
ttgatccaag
gttagogateo
ctgaactacg
gaagogaaca
goggoagtes
gagagcttga

ctggtocagot
<210> 50

<211>717
<212> ADN

tggagatgcoc
actttaccag
gtgaacaaga
aagaactgaa
gtaagaactt
gogacaactt
cgetgetgat
cgttogoacyg
gtgaggoatg
gtgagaatct
tgeagatgga
ctgagatcgg

aa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667 718 T3

ggtogoctgog
cgaccgetac
agccocacgacd
acgtotggog
gggtgtggaa
tcaaaccgog
tgaagogtte
taagatcact
gotgaaggeg
gocgotgateo
taaggaagac

ctttaacacg

gtoctggaca
aaagacgcott
aactacateg
aaaatggaaa
geagatatgg
ctgggtcaag
goegatetogg
gaaggtgteg
aatetggaga
cgoocgoatge
ctgategaag

cgtgaaatca

gcacggtogg
attegeogtat
caattggecac
tgogtocacaa
acttogocog
gcaagacecco
cctaccacac
ttaaggacga
gotgoogoga
tggatocaggt
actteotgat

cocogtatggoe

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 50

atgcaaaccco
ttecacgacgg
gaacaggaag
gaattgacca
cgcaatctgg
ggcaacttoe
atcttgattg
tttgogaaaa
caggaatggt
gttaatctge
gctatggate

gaaateggte
<210> 51
<211>726

tggagagcaa
acagctacaa
ccocatgacaa
aactggocaa
gtgttcagge
aagttgoget
aagcoccttege
agattacteca
tgaaggagaa
cgotgattaa

gtgaggaget

tggacaateg

caagaaaacc
ggatgogtat
ctatatcago
gatggagctg
cgatatgatc
gagcaacggt
gatttoegeg
aggtgtggtg
totggoaace
gaaaatgctg

gatggaggag

tgaaattgeg

aacctggaaa
tecogtatea
ctggccacoc
aaacacaaac
tttgcgaaag
aagacgacca
taccacgtgt
aaggatgagt
tgtaaggacg
gatcaggtga
tteoatgatog

cgtatggcaa

93

acagcattga
atgctategt
tgatcoogaa
gtggectttac
agtttttctc
cctgoettget
acattogtgt
acctgcacct
aactgatgga
gcgaggatgo
cgtatcagga

tggctgogat

tagctctgag
caacgogatt
cctgttgocg
gaaaggtttc
tgagtteottt
tacgtgtcotyg
ttacattoog
atacacccat
ggaactgotyg
ogogggegac
tgettaccaa

cgcagcggog

cctgocagat
cattgaaggt
tgaactggag
ggcatgeggt
taagctgcac
gateccaggeco
cgeggacoag
gaactatggt
agcaaacaaa
ctoctgtgttg
caccctgttyg

tgtgtaa

60
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667 718 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 51

atgcaggoct
ctgooggatt
atcgaaggtyg
cacgocgacg
gegtgtggte
aagctgcaca
atccaatgeoa
gcagatococgt
aattacggte
gogaacaaag
gaagtgctgao
agcctgctgg

atttaa

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

togcaagcaa
tcaccagecga
aacaagaggc
agetggtgoeg
gtaacttgge
acaatttcect
tottgatoga
ttgccaageg
aagagtgget
agaatctgco
acatggataa

aaattggoct

<213> Secuencia artificial

<220>

taacctgacg
gagctataag
ttattctaac
cttgggtaag
agttaaacca
ggaggogttt
gtooctttgeoeo
tatcacggaa
gaaagogaac
attgattaag
agaagagcetg

ggacaaccgc

gtcgaaaagg

gatgcatact
tttectggace
atggaaaaga
gacatgeegt
aaggtgggcg
atcagogogt
ggtgttgttc
ctggagactyg
totatgetgg
atggaagagt

gagatcgcac

aagaactgag
ctocgtatcaa
tggcocaagot
aacacatgaa
toegegaagac
atacgacgac
accacgtgta
aagacgagta
tgaagaaaga
acgaagtctoc
ttatgattge

gcatggogot

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 52

94

ctoccaatago
tgocegtggtt
gatococcggag
cggottotge
gttotttage
ctgtttgttg
cattogegtyg
cctgeocatttg
cctgatgege
caacgacgct
atatecaggac

ggcageggtt

60
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atgcocgaceoco
cgoctgocag
gtgattgaag
gaacagaagg
accagctgtyg
gcaccgctge
ctgattcagg
gttgotgaceo
ctgaactacg

gaagocaaca

goggoogtge

gaagotcbtgt gtgagattgg cttcoctegtec cgtgatateg ceccocgeatgge ggocagcogea

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

tggaaactag
actttaccag
gogagoaaga
acgagctgge
gtogtaacct
atggtaactt
cactgoctgat
cgtttgoacyg
gtcaagagtyg
aggogaatct

tgoaaatgga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667 718 T3

cgaggtggca
cgaggoctat
agcocgoatgac
tegeotgget
gggtgtggaa
teocaggoggog
tgaggogttco
caagattaco
gttgaaggeg
gocgoetgate

gaaagaggac

gttctggaag
aaggacgogt
aactacattg
cgtatggaaa
goggatoctgoe
ctgcaggaag
goccattagog
gaaggtgttyg
aatttcgaag
cgttctatge

ctgattgaag

actcgatggo
atagcogtat
cactgggcac
tgaaacacat
cgttcgogaa
gtaaggtggt
cttatcacat
tgaaagacga
cctoccaaaga
tggaacaagt

actteotgat

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleotido sintético

<400> 53

atgacccaat tggactttge atctgoggeoa

gtogttattg
cocggoagace
tttgttggtt
ttocageoege
ctggtgatce
ceggtggeag
cacctggact
agcgetgtgg
gatatgecgeoe
egtgaagege

gotgoageto
<210> 54
<211> 28

ttggegaggg
gtgacgaatt
goggtogoaa
tgeatgatct
agggtctgat
acgocgtatge
acgcagaaac
ttgtggagge
aaatcggeoat
tggaaageogt

gtatggttta

cctggogaat
gcaacgtttg
tetgggtgtyg
gttcaagegt
tgttgagtge
cocgteccgate
ctggoctgoag
gotgoogoetg
ggacccggtg
tggttttgaa

taccgtgagyg
cgtocacttec
ggccgeatgg
gtegectgate
cacgaccacyg
tttgeggttg
accgctgogg
cgocactteg
acgctggoga
gaaacgctgg

geggtogaag

95

catacagceog
aaatgotggo
agggtgacea
tgoegotgge
acggtaaceg
cogegtateg
ttatgaatga
accaagttaa
tgttgcoaaag
ocgagctteag

egogeagttt

cagoggtage
caatgcgatc
gctgatoccoca
gaagggcttt
ggagttcttc
gacctgtctg
ttacattoog
gtatacocat
cgaactgatg
cgctgotgat

cgcatatcaa

tatcaatggt
gogtogeatt
cgcaagcgoc
acgecgeotg
tgctgaatge
tcattacctg
cgagagcgaa
agoccocgogtg
cctggctgea
cgagctgttt

getgatgegt

60
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540
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15

ES 2667718 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222>(3) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(9) .. (12)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (14) .. (26)

<223> Cualquier aminoacido y esta region puede englobar 12 6 13 residuos
<400> 54

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

¥aa ¥aa ¥aa Xaa ¥aa ¥aa Xaa Xaa Xaa ¥aa Ala Arg

20

25

30

20 25
<210> 55
<211> 34
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético
<220>
<221> MOD_RES
<222> (5) .. (5)
<223>Val o lle
<220>
<221> MOD_RES
<222> (B) .. (6)
<223> Cualquier aminoéacido
<220>
<221> MOD_RES

96
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15

20

25

30

<222> (17) .. (17)
<223> Cys o Thr
<220>

<221> MOD_RES
<222> (21) .. (21)
<223> Asp o lle
<220>

<221> MOD_RES
<222> (22) .. (22)
<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (24) .. (27)
<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES
<222> (28) .. (28)
<223> Asp o Glu
<220>

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

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

ES 2667718 T3

Ala Thr Val Ala Xaa Xaa Gly Ala Thr Gly Asp Ile Gly Ser Ala Val

1 5

10 15

Xaa Arg Trp Leu Xaa Xaa Lys Xaa Xaa ¥Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Leu Xaa

20

Ala Arg

<210> 56
<211>11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

25 30
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ES 2667718 T3

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222> (1) .. (1)

<223> Cualquier aminoéacido excepto Lys
<220>

<221> MOD_RES

<222>(3) .. (3)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4) .. (4)

<223> Phe, Leu o Trp

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (5)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 56

¥aa Leu Xaa Xaa Xaa Arg Fhe Thr Thr Gly Asn
1 5 10

<210> 57

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222> (8) .. (13)

<223> Cualquier aminoéacido
<400> 57

Met Phe Gly Leu Ile Gly His Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala
1 3 10

<210> 58
<211>19
<212> PRT
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ES 2667718 T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<220>

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

<223> Asp o Glu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (3)

<223> Phe, Leu, Val o Met
<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (5)

<223> Cys o Ser

<220>

<221> MOD_RES

<222> (6) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (10) .. (10)

<223> GIn o Val

<220>

<221> MOD_RES

<222> (11) .. (11)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

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

<223> Leu o Val

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13) .. (13)

<223> Asp o Glu

<220>

<221> MOD_RES

99
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<222> (14) .. (16)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (17) .. (17)

<223>Val o lle

<220>

<221> MOD_RES

<222> (18) .. (18)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 58

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

1 5

Xaa Xaa Ser

<210> 59

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667718 T3

10

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (3)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (6)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222>(8) .. (8)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(10) .. (10)

<223> Cualquier aminoacido

100
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<220>

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

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (15) .. (15)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (17) .. (17)

<223> Cualquier aminoéacido

<400> 59

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

1 5

Xaa Pro Glu Met Leu
20

<210> 60

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2667718 T3

10

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (2)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (4) .. (4)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(7)..(9)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

101
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10

15

20

25

30

ES 2667718 T3

<221> MOD_RES

<222> (12) .. (14)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (16) .. (20)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (22) .. (23)

<223> Cualquier aminoéacido
<400> 60

Lys Xaa Ala Xaa Arg Lys Xaa Xaa Xaa Ala Met Xaa Xaa Xaa Gln Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Xaa Xaa Leu Gly Gly Fhe
20 25

<210> 61

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2) .. (2)

<223> Leu, Val o Met

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3) .. (4)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (5)

<223> Ala o Ser

<220>

<221> MOD_RES

102



10

15

20

25

30

35

ES 2667718 T3

<222> (B) .. (6)
<223> Asp 0 Asn
<220>

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

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

<221> MOD_RES
<222> (14) .. (14)
<223> Leu, Met o lle
<400> 61

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

1 5 10

<210> 62

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) .. (5)

<223> Cualquier aminoéacido

<400> 62

Pro Xaa Xaa Xaa ¥aa Asp Gly Gly Tyr Pro Lys Asn
1 5 10

<210> 63

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

103



10

15

20

25

30

ES 2667718 T3

<221> MOD_RES

<222>(8) .. (8)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(10) .. (16)

<223> Cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES
<222>(19) .. (20)

<223> Cualquier aminoéacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (22) .. (23)

<223> Cualquier aminoéacido

<400> 63

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

1l 3 10 13

Ile Gly Haa Xaa Ser Xaa Xaa His Gly
20 25

<210> 64

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 64

Phe Thr Thr Gly Asn Thr His Thr Ala
1 5

<210> 65

<211> 1026

<212> ADN

<213> Synechococcus elongatus

<400> 65

104



atgttocggtc
atgggotacyg
atcgttgatg
gaategtgtt

gttoctcaatg

tttacctoga
accttggagt
caggtggaag
gtoggogega
gtocggtgatt
cteggocggg
tgggtogoca
gtoctaateg
tatgtocctca
gotgoagaga
ttggaatttg
aagatggaag

atttga

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

ttatcggtca
acgaatacge
aaatcacagt
tettgecgga

ccatgtocca

ttattttega
ttgaacggtt
coegctgetaa
ctggegatat
tgatcctgac
geaagattet
gtatgocotca
acgggggcta
atggcggggt
tggogeggec
aaggctggca

cgateggtga

ES 2667 718 T3

toctcaccagt
cgatcaagga
caccagtgoc
aatgetggeg

tgcocaaaaa

gaattteogat
caccacegge
aacgotggge
cggtagoget
ggocgogcaat
gocettggaa
gggegtagtyg
ccccaaaaac
agttgaacat
cgageogocag
tactaactto

ggcateggty

<213> Synechococcus elongatus

<400> 66

ttggagcagyg
ttggagtttt
acaggcaagg
gogogooget

cacggcateg

ttggceocagtt
aatactcaca
atcgacatta
gtetgeeget
caggagoegtt
geagetetge
atogacoccag
ttgggcagea
tgottogaca
atgtttgoet
tootggggoe

cgacacggct

105

cocogogacgt
ggagtagege
tgattcacgg
tcaaaacage

acatctoggo

tgecggoaagt
cggoctacgt
cocaagogac
ggctegacet
tggataacct
cggaageotga
caacgcotgaa
aagtocaagg
tocgactggca
getttgecga
goaacocaaat

tecaacactt

ttctogoagyg
tocteoctocaa
tocgetacato
cacgogoaaa

cttggggggc

gogegacact
aatctgtaga
agtagcggtt
caaactgggt
gocaggctgaa
ctttategtg
gcaaccotgoe
tgagggecate
gatcatgtecc
ggogatgote
cacgatocgag

ggeattggoa

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

€E0

720

T80

840

500

960

1020

1026



Met

Val

Phe

Sar

Leu

65

Val

Ala

Ser

FPhe

Sar

Trp

Ala

50

Fro

Leu

Leu

Gly

Sar

35

Thr

Glu

Asn

Gly

Arg

Leu

Ser

Gly

Met

Ala

Gly

100

Gln

Ile

Ala

Lys

Leu

Met

BS

Fhe

Val

Gly

Gly

Fro

val

Ala

70

Ser

Thr

Arg

His

Tyr

Pro

Ile

35

Ala

His

Ser

Asp

ES 2667 718 T3

Leau

Asp

Gln

40

His

Arg

Ala

Ile

Thr

Thr

Glu

25

Ile

Gly

Gln

Ile
105

Thr

Ser

10

Tyr

Val

Arg

Fhe

Lys

20

Fhe

Leu

Leu

Ala

Asp

Tyr

Lys

75

His

Glu

Glu

106

Glu

Asp

Glu

Ila

&0

Thr

Gly

Asn

FPhe

Gln

Gln

Ile

45

Glu

Ala

Ile

Fhe

Glu

Ala

Gly

Thr

Ser

Thr

Asp

Asp

110

Arg

Arg

15

Leu

Val

Cys

Ile
95

Leu

Phe

Asp

Glu

Thr

FPhe

Lys

a0

Ser

Ala

Thr



Thr

Ala

145

Val

Leu

Leu

Mat

225

Val

Gly

Gly
305

Lys

Leu

Gly

130

Ala

Gly

Lys

Leu

Glu

210

Fro

Leu

Glu

Ile

Gln
2580

Trp

Met

Ala

<210> 67

<211> 1023

<212> ADN

115

Asn

Lys

Rla

Leu

Asp

135

Ala

Gln

Ile

Gly

Asp

275

Met

His

Glu

Thr

Gly

180

Asn

Ala

Gly

Asp

Ile
260

Trp

Fhe

Ala

Ala
340

His

Leu

Gly

165

Val

Val

Gly
245

Tyr

Gln

Ala

Asn

Ile

325

Ila

Thr

Gly

150

Asp

Gly

Gln

Fro

Val
230

Gly

Val

Ile

Cys

Phe

310

Gly

Ala

135

Ile

Ile

Asp

Ala

Glu

215

Ile

Tyr

Leu

FPhe
295

Ser

Glu

ES 2667 718 T3

120

Tyr

Asp

Gly

Leu

Glu

200

aAla

Asp

Pro

Asn

Ser

280

Ala

Tzp

Ala

Val

Ile

Ser

Ile

185

Lau

Asp

FPro

Lys

Gly

265

Ala

Glu

Gly

Ser

Ile

Thr

Rla

170

Leu

Gly

Fhe

Ala

Asn

250

Gly

Rla

Ala

Arg

Val
330

Cys

Gln

155

Val

Thr

Ile

Thr

235

Leu

Val

Glu

Met

Asn
315

107

Arg
140

Ala

Ala

Gly

Val

220

Gly

Val

Met

Leu

300

Gln

His

125

Gln

Thr

Lys

205

Trp

Lys

Ser

Glu

Ala

285

Leu

Ile

Gly

Val

Val

TIp

hsn

130

Ila

Val

Gln

Lys

His

270

Glu

Thr

FPhe

Glu

Ala

Leu

175

Gln

Lau

Ala

FPro

Val

255

Cys

Pro

Phe

Ile

Gln
335

Ala

Val

160

Asp

Glu

Fro

Ser

Cys

240

Gln

Phe

Glu

Glu

Glu

320

Fro



<213> Synechocystis sp.

<400> 67

atgtttggte
ttaggotate
gtggttgata
gagtottgct
atcctocaatg
ttttettecaa
gaactagatt
caggtegagt
tgtggocgoca
gttaaggaat
ttgggtcgag
tgggtggeta
ttgattgtgg
catattctcoa
attgtggaga
ctagagtttg
aaaatggagqg

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

ttattggtca
ctgagtacgo
attttocaggt
ttttgeoegga
ctatggooct
tegtatttga
ttcagoggtt
ctggagotaa
cgggagatat
tattgctaat
goaaaattat
gtatgeccaa
atgggggcta
agggggggat
tggatattecoc
agggctggog

cgattggtga

<213> Synechocystis sp.

<400> 68

ES 2667 718 T3

tctecacgagt
caaccaaggo
gaaaagtgtg
aatgttaace
ggoccaaaaqg
agaatttaac
caccactggt
acagttgggt
tggtagcgcc
tgeoecogtaac
ggatttggaa
gggggtagaa
tocccaagaat
tgtagaacat
ctococoggeoaa
cactaatttt

agettetgte

ttagaacacg
ctggattttt
acggggcagqg
caacggogga
gtgggettgg
ctdaagcaaa
aatacccaca
attgatctaa
gtatgteogtt
cgocaaagat
acagcoctge
attgegggag
ttagacacca
tococttgata
atgttogoct
tocotggggoe

aagcatgget

108

cocaagoggt
ggtgttogge
tgattgaagg
tcaaagegge
atattacgge
ataatcaagt
coegettatgt
gtcaggcaac
ggttagatag
tggaaaatet
cocaggoaga
aaatgotgaa
gggtgaaagoc
ttacctggga
gttttgogga
gocaaccaaat

tttgeocottt

tgotgaagat
tocctococaa
caaatatgtg
cattogtaaa
cctgggagge
cogeaatgtyg
gatctgoogt
ggtagcggtt
caaacatcaa
ccaagaggaa
tattattgtt
aaagocctgt
ggatggggtg
aattatgaag
ggocattttg
ttcogttaat

agtagectott

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

T80

840

300

960

1020

1023



Val

Phe

Ser

Leu
65

Phe

Ala

Trp

Val

50

Pro

Gly

Glu

Cys

35

Thr

Glu

Leu

Asp

Ser

Gly

Ile

Leu

Ala

Gln

Leu

Gly

Gly

Pro

Val

Thr
T0

Hig

Tyr

Pro

Ile

55

Gln

ES 2667 718 T3

Leu

Pro

Gln

40

Glu

Arg

Thr

Glu

25

Val

Gly

Arg

Ser Leu

10

Tyr Ala

Val Asp

Lys Tyr

Ile Lys
75

109

Glu

Asn

Asn

val

60

Ala

His

Gln

Phe

45

Glu

Ala

Ala Gln

15

Zly Leu

Gln Val

Ser Cys

Ile Arg

Ala

Asp

Lys

Phe

Lys
80



Ile

Ala

Gln

Thr

Gly

145

Cys

Ser

Leu

Mat

225

Lau

Ala

As=p

Arg

Gly

305

Lys

Leu

Leu

ASD

Gly

130

Ala

Gly

Lys

Lau

Glu

210

Pro

Ile

Asp

Ile

Gln

290

Trp

hsn

Gly

Asn

115

Asn

Lys

Ala

His

Glu

135

Thr

Lys=

Val

Gly

Thr

275

Arg

Glu

Ala

Gly

100

Gln

Gln

Gln

180

Asn

Ala

Gly

Asp

Val

260

Trp

Phe

Thr

Ala

Met

g5

Phe

Val

His

Gly
165

Val

Val

Gly

245

Hi=

Glu

Ala

Asn

Ile

Ala

Ser

Thr

Gly

150

Asp

Lys

Gln

Fro

Glu

230

Gly

Ila

Ile

Cys

Phe

310

Gly

Leau

Ser

Asn

Ala

135

Ile

Ila

Glu

Glu

Gln

215

Ila

Tyr

Leu

Met

Phe

295

Ser

Glu

ES 2667 718 T3

Ala

Ile

Val

120

Tyr

Asp

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Ala

Pro

Ly=

Lys

280

Ala

Trp

Ala

Gln

Val

105

Glu

Val

Leu

Sar

Leu

185

Leau

Asp

Gly

Lys

Gly

265

Ile

Glu

Gly

Ser

Lys

a0

Phe

Leu

Ila

Ser

Ala

170

Leu

Gly

Ile

Glu

Asn

250

Gly

Val

Ala

Arg

Val

110

Val

Glu

Asp

Cys

Gln

155

Val

Ile

Ile

Met

235

Leu

Ila

Glu

Ile

Azsn

315

Lys

Gly

Glu

Phe

140

Ala

Cys

Ala

Gly

Val

220

Lau

Asp

Val

Leu
300

Gln

His

Leu

FPhe

Gln

125

Gln

Thr

Arg

Ly=

205

Trp

Ly=

Thr

Glu

Asp

2B5

Leu

Ile

Gly

Asp

Asn

110

Val

Val

Trp

Asn

150

Ila

Val

Lys=

Hi=

270

Ile

Glu

Ser

Phe

Ile

a5

Leu

Phe

Glu

Ala

Leu

175

Met

Ala

Pro

Val

255

Ser

Pro

Phe

Val

Cys

Thr

1ys

Thr

Sar

Val

160

Asp

Gln

Asp

Ser

Cys

240

Lys

L

Ser

Glu

Asn

320

Pro



10

325

Leu Val Ala Leu

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

340

<213> Cyanothece sp.

<400> 69

atgtttggtt
tttggctatg
ttegtegage
gaatcogett
atactgaatg
tttteottega
tetttagagt
caagttgaac
tgocggggcaa
acccaggaac
ttgggacggg
tgggtggega
ttaattatcg
catatcctga
actgtcaata
ttagagtttg
aaaatggaac

taa
<210> 70
<211> 340
<212> PRT

taattggteca
goocatacge
attttecatgt
tettaccaga
cgatggoctt
ttatttttga
ttgategett
aggcatcocge
coggagatat
tattettaat
gtaaaattat
gtatgececaa
atggtggtta
aagggggaat
tggatgttcc
aacaatggeca

aaataggaga

<213> Cyanothece sp.

<400> 70

ES 2667 718 T3

tettacaagt
cactcaggga
tactagcatec
aatgotgata
tgoctocagaaa
agaatttaat
caccaccgga
taaactaggg
tggecagtgeca
tgctogoaat
gggattggag
aggagtggaa
toctaagaat
tgtagaacat
ttctogtcaa
cactaatttt

agcttotgteo

330

ttagaacacg
cttgatttgt
acaggacaaa
aagcgacgga
aataacectta
ctcaaagaga
aacacccata
attgacttat
gtatgtegtt
aaagaacgat
gaggctttac
attaatgoeg
ttagacacaa
tetctagata
atgtttgott
tottggggac

aaacatgggt

111

cocactoegt
ggtgttcotge
ccatogaagg
ttaaagcage
acatcacage
atagacaagt
ctgcocttatat
cccaagcaac
ggttagatag
tacaacgact
ccgaagcaga
aaactctecaa
aaattaaaca
ttgactggaa
gttttgocga
gcaatcaaat

tacaacogtt

338

tgectgatgcoe
tccaccccaa
aaagtatata
aattcgcaaa
attaggggge
togtaatgte
catttgtegt
ggttgctatt
aaaaaccgat
gcaagatgag
tattatcogtt
aaaaccctgt
toctgatgte
gattatggaa
agccatttta

tacagtgact

gttgagttgg

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

T20

780

840

900

960

1020

1023



ES 2667 718 T3

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

¥al Ala Asp Ala Phe Gly Tyr Gly Pro Tyr Ala Thr Gln Gly Leu Asp
20 25 30

112



Leau

Sar

Leu

65

Ile

Ala

Glu

Thr

Ala

145

Cys

Arg

Leu

Met

225

Leu

His

Trp

Ile

50

Fro

Leu

Asn

Gly

130

Sar

Gly

Lys

Leau

Glu

210

Fro

Ile

Fro

Ile

Cys

35

Thr

Glu

Asn

Gly

Arg

115

Asn

Ala

Ala

Thr

Gln

195

Glu

Lys

Ile

Asp

Asp
275

Sar

Gly

Met

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Ly=

Thr

Asp

180

Arg

Ala

Gly

Asp

Val
260

TIp

Ala

Gln

Leu

Met

BS

Fhea

Val

His

Gly

165

Thr

Leu

Leu

val

Gly

245

His

Lys

Pro

Thr

Ila

T0

Ala

Ser

Arg

Thr

Gly

150

Gln

Gln

Pro

Glu

230

Gly

Ile

Ile

Pro

Ile

55

Ly=

FPhe

Ser

Asn

Ala

135

Ila

Ile

Glu

Asp

Glu

215

Ile

Tyr

Leu

ES 2667 718 T3

Gln
40

Glu

Ala

Ile

Val

120

Tyr

Asp

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Asn

Pro

Lys

Glu
280

Phe

Gly

Arg

Gln

Ile

105

Ser

Ile

Lau

Ser

Phe

1B5

Leu

hAsp

Ala

Lys

Gly

265

Thr

Val Glu

Lys Tyr

Ile Lys
75

Lys Asn
90

FPhe Glu

Leu Glu

Ile Cys

Ser Gln

155

Ala Val
170

Leu Ile

Gly Arg

Ile Ile

Glu Thr

235

Asn Leu
250

Gly Ile

Val Asn

113

His

Ile

a0

Ala

Asn

Glu

Phe

Arg

140

Ala

Cy=

Ala

Gly

Val

220

Leu

Asp

val

FPhe

45

Glu

Ala

Leu

FPhe

Asp

125

Gln

The

Arg

Ly=

205

Trp

Lys

Thr

Glu

Asp
285

His

Ser

Ile

Asn

Azn
110

Arg

Val

Val

Trp

Asn

150

Ile

Val

Lys

Lys

His

270

Val

Val

Ala

Ile

35

Leu

FPhe

Glu

Ala

Lew

175

Lys

Met

Ala

Fro

Ile

255

Ser

FPro

Thr

Phe

Lys=

80

Thr

Lys=

Thr

Gln

Ila

160

Asp

Glu

Gly

Ser

Cys

240

Lys

Leu

Ser



Arg Gln
290

Meat

Gln Trp
305

His

Lys Met Glu

Leu Leu Ser

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

Fhe Ala

Asn

Cys

Phe

ES 2667 718 T3

235

310

Gln Ile

325

Trp
3490

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 71
atgtttggge

ttgggectttg
ctagttgaaa
gattcatgtt
aatgcaatgg
teoctatcatet
gagtgggaaa
gagatgaatg
gctactggag
gaacttcttt
ggtggaacta
gcaagtatgeo
attgatggag
gtaaaaggag
gaaatgcaaa
tttgaaaaat
gagtttattg
ccaaaagtac

<210> 72
<211> 346

ttataggtca
atcatattge
atgtagaggt
tegttectga
aattagctca
ttgaaaattt
ggtttacaac
ctoctaaaat
atataggcag
tggtagctag
tcaaaaatct
caaagacaat
gttatccaaa
gtatagtaag
atcceccagag
gtocatacaaa
gagoctgotte

tagcagtttg

Gly

ttcaactagt
ggatggtgat
tazaagtgct
aatgctttca
aaaaaaaggt
taatcteott
tggtaatact
aggtattgat
tgctgtttgt
gcaaaaggaa
agatgaageca
ggaaatcgat
gaatctagat
attcttcaat
agaaatgttt
ctttagctgg
tgtaaagecat

a

Phe Ala Glu Ala Ile

Ser Trp Gly Arg Asn

315

Glu Ala Ser Val Lys

330

tttgaagatg
ttagatgttt
ataggtatat
agatttaaaa
attaatatta
caacataagc
catactgeogt
cttaaaageg
cgatggttaa
cocctbggatt
ttgootgaag
gctaataatc
gaaaaattte
gatataggtt
geatgetttyg
ggaagaaata

ggottetotg

114

Leu
300

Gln

His

cadaaagaaa
ggtgcacageoc
caattgaagg
cggcaagaag
cogotttggg
agattagaaa
gggttatttg
caacagttgec
tcaataaaac
ctttgcaaaa
cagatattgt
ttaaacaacc
aaggaaataa
ggaatatgat
cagaagecaat
atatatctot

caattggoot

Leu Glu Phe

Glu

Ila Thr Val Thre

320

Gly Leu Gln Pro

338

ggcttcatta
tccacctcaa
ttcttatatt
aaaagtatta
ggggttcact
cacttcacta
caggcaatta
tgtagttaggt
aggtattggg
ggaattagat
tgtatgggta
atgtttaatg
tatacatgtt
ggaactagct
gattttagaa
cgagaaaatg

agataagecat

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

TZ20

T80

840

900

960

1020

1041



<212> PRT

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 72

Met

1

Lys

Val

Ser

Val

65

Asn

Gly

Lys

Asn

Pro

145

Thr

Glu

Lys
225

FPhe

Ala

Trp

Ala

50

Fro

Ala

Gly

Gln

Thr
130

Lys

Thr

Gly

Ser

Ala

210

Thr

Gly

Ser

Cys

35

Ile

zlu

Met

Fhe

Ile

115

His

Ile

GEly

Ile

Leu

195

Mat

Leu

Leu

20

Gly

Met

Glu

Thr

1040

Arg

Gly

Asp

Gly

180

Gln

Fro

Glu

Ile

Leu

Ile

Leu

Leu

8s

Ser

AsSn

Ala

Ile

Ile

165

Glu

Lys

Glu

Ila

Gly

Gly

Fro

Ser

Sear

70

Ala

Ile

Thr

Tzp

Asp

150

Gly

Leu

Glu

Ala

AsBp
230

Hi=

Phe

Fro

Ile

55

ATy

Gln

Ile

Ser

Val

135

Leu

Ser

Leu

Leu

Asp

215

Ala

ES 2667 718 T3

Ser

Asp

Gln

40

Glu

Phe

Lys

FPhe

Leu

120

Ile

Lys

Ala

Leu

Asp

200

Ile

Asn

Thr

His

25

Leu

Gly

Lys

Lys

Glu

105

Glu

Cys

Ser

Val

Val

185

Gly

Val

Asn

Ser Fhe
10

Ile Ala

Val Glu

Ser Tyr

Thr Ala
75

Gly Ile
a0

Asn Phe

Trp Glu

Arg Gln

Ala Thr
155

Cya Arg
170

Ala Arg

Gly Thr

Val Trp

Leu Lys

235

115

Glu

Asp

Asn

Ile

Asn

Asn

Arg

Leu

140

val

TIp

Gln

Ile

Val

220

Gln

Asp

Gly

Val

45

Asp

Ile

Leu

Phe

125

Glu

Ala

Leu

Lys

Lys

205

Ala

Fro

Ala

Asp

30

Zlu

Ser

Lys

Thr

Leu

110

Thr

Val

Ile

Glu

120

han

Ser

Cys

Ly=

Leu

Val

Cys

Val

Ala

95

Gln

Thr

Asn

Val

Asn

175

Pro

Leu

Leu

Lys

Phe

Leu

80

Leu

His

Gly

Ala

Gly

160

Lys

Leu

Asp

Prao

Met
240



Ile

Asn

Gly

His
305

Glu

Leu

Asp

Ile

Trp

Fhe

290

Thr

Fhe

Asp

<210>73

<211> 1053
<212> ADN

Gly

His

Asn

275

Ala

Azn

Ile

Lys

Gly

Val
260

Cys

Phe

Gly

His
3440

Tyr

245

Val

Met

Phe

Ser

Ala

325

Pro

<213> Gloeobacter violaceus

<400> 73

Pro

Lys

Glu

Ala

310

Ala

Lys

Lys

Gly

Leu

Glu

295

Gly

Ser

Val

ES 2667 718 T3

Asn

Gly

Ala

280

Ala

Val

Leu

Leu

Ile

265

Glu

Met

Asn

Lys

Ala
345

Asp Glu
250

Val Arg

Met Gln

Ile Leu

Azn Ile

315

His Gly
330

Val

116

Lys

Fhe

Asn

Glu

300

Ser

Phe

Pha Gln

Pha Asn
270

Pro Gln

285

Phe Glu

Leu Glu

Ser Ala

Gly
255

Asp

Lys

Lys

Ile
335

Asn

Ile

Glu

Cys

Met

320

Gly



atgtttggeoe
ctgggotacg
geggtogatg
gaatogtgct
atcctcaatg
ttctogtoga
accctogaca
caggtogage
gtocggggoca
atcocacgaac
ctocggocaccg
tgggtogoect
ctgetecateg

catatocteg

tttctaaatyg
ctggaattog
aagatggecceo

agtcagcgca

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

tgatoggaca
acgagtatgo
aaatcacgat
tteotgoogga
ccatggeooct
tocatcttoga
teoccagegett
agggtgeggt
coggogacat
tottgotggt
gteggatcct
cgatgaacca
acggcggcta
acggeggoat
tgoccaacco
aagggcttca
agatcggete

goggogaact

<213> Gloeobacter violaceus

<400> 74

ES 2667 718 T3

cttgaccaat
aagcocacgac
caccagogtc
gatgotogoo
ggtccagaag
gaattteoage
caccacogge
acgoctacggoe
cggtagogeoe
ggooogogac
gocggtogaa
gggcatggoo
ccccaagaac
ggtegageac
cgococogocag
cttcaatttt

goctgtctaaa

cgtacacgga

cttteceecatg
ctogaattet
acaggtcagyg
cagggooget
cgoggcateg
ctegataaat
aacacccaca
atocgatocogg
gtotgocgat
googaaagge
gaagcactte
atocgacocoog

atggcoggeoa

tegetegaca

ttottogoot

toctggggoc
aaacatgget

taa

117

cocagogggt
ggtgoatgge
tgatccacgg
tcaagaccgo
acattacggc
tgctoaacgt
cggcectacat
ccaaagogac
ggctcaccga
togacoggot
ccaaagocga
coggooctgog
cecctgoageg
tegactggea
gottogoocga
goaaccacat

ttegtocect

cgeoocgegac
coctocoocag
tcagtacgte
catgocgoaag
cctgggagge
cocgogacate
cctttgtcag
cgtggoggta
cogegoogge
goagcaggaa
categtegte
cacoccoctge
ccogggeato

gateatgteg
gtogatgotg
cacogtogag

gcttgaacce

&0

120

180

240

300

3e0

420

480

540

600

6&0

720

T80

g40

200

960

1020

1053



Val

Fhe

Ser

Leu

€5

Ile

Lys

Thr

Gly

145

Val

Asp

Fhe

Ala

Trp

Val

50

FPro

Leu

Leu

Leu

Gly

130

Ala

Gly

Arg

Gly

Cys

35

Thr

Glu

Asn

Gly

Leu

115

Asn

Val

Ala

Ala

Leu

Asp

20

Met

Gly

Meat

Ala

Gly

100

Asn

Gly
180

Ile

Gln

Leu

Met

g5

Phe

Val

His

Tyr

Gly

165

Ile

Gly

Gly

Fro

Val

Ala

70

Ser

Thr

Gly
150

His

His

Tyr

Fro

Ila

35

Gln

Leu

Ser

Ala

135

Ile

Ila

Glu

ES 2667 718 T3

Leu

Asp

Gln

40

His

Gly

Val

Ile

Ile

120

Tyr

Asp

Gly

Leau

Thr

Glu

25

aAla

Gly

Arg

Gln

Ile

105

Thre

Ile

Pro

Sar

Leu
185

Asn

10

Tyr

Val

Gln

FPhe

Lys

a0

Phe

Leau

Leu

Ala

Ala

170

Leu

Leu

Ala

Asp

Tyr

Lys

75

Glu

Asp

Cys

Lys

155

Val

Val

118

Ser

Sar

Glu

Val

60

Thr

Gly

Asn

Ile

Gln

140

Ala

Cys

Ala

His

His

Tle

45

Glu

Ala

Tle

FPhe

Gln

125

Gln

Thr

Ala

Asp

30

Thr

Ser

Met

Asp

Ser

110

Val

Val

Trp

Asp
130

Gln

15

Leau

Ile

Cys

Arg

Ile

95

Leu

Phe

Glu

Ala

Leu

175

Ala

Arg

Glu

Thr

Phe

Lys

80

Thr

AsSp

Thre

Gln

Val

160

Thre

Glu



Arg

Val

Met

225

Leu

Arg

Arg

Gly

305

Lys

Leu

Leu

Glu

210

Asn

Leu

Fro

Ile

Gln

230

Leu

Met

Leun

<210> 75

<211> 1020

<212> ADN

Asp

155

Glu

Gln

Ile

Gly

Asp

275

FPhe

His

Ala

Glu

Arg

Ala

Gly

Asp

Ile
260

Trp

Phe

Phe

Gln

Pro
340

Leu

Leu

Met

Gly

245

His

Gln

Ala

Asn

Ile

3z2s

sSer

<213> Nostoc punctiforme

<400> 75

Gln

Pro

Ala

230

Gly

Ile

Ile

Cys

Phe

310

Gly

Gln

Gln

Lys

215

Ile

Tyr

Leu

Phe

295

Ser

Ser

Arg

ES 2667 718 T3

Glu

200

Ala

Asp

Pro

Asp

Ser

280

Ala

Trp

Leu

Ser

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

265

Phe

Glu

Gly

Ser

Gly
345

Gly

Ile

Ala

Asn

250

Gly

Leu

Ser

Arg

Lys

330

Glu

Thr

Val

Gly

235

Met

Met

Asn

Met

Asn

315

Lys

Leu

119

Gly

Val

220

Ala

Val

Val

Leu

300

His

His

val

Arg

205

Trp

Arg

Gly

Glu

Pro

285

Leu

Ile

Gly

His

Ile

Val

Thr

Thr

His

270

han

Glu

Thr

Phe

Gly
350

Leu

Ala

Pro

Leu

255

Ser

Pro

Phe

Val

338

Pro

Ser

Cys

240

Gln

Leu

Glu

Glu
320

Pro



atgtttggte
ttgggatace
attgtcgata
gaatettget
atcctcaacg
ttttectega
aagctagagt
caggtggaag

tgtggagcaa

taattggaca
cagaatatge
gtattattgt
ttttgeoagga
ctatggocca
ttatttttga
ttgaacgctt
aagcatcocaa

ctggggatat

ES 2667718 T3

tctgactagt
cgatcaaggg
caccagtgtt
aatgotaget
tgcacagaag
aaactttaag
caccacagga

acaactggga

tggtagtgce

ttagaacacg
ctagactttt
actgggcaac
agtegeegea
cacggcatta
ttagageagt
aacacgcata
attaatectat

gttacacgct

ctcaagcocecgt
ggtgcagege
aaattgaagg
tocaaageoage
acatcacagc
ttagecaagt
ctgcctacat
caaacgogac

ggctagatgoc

agcoccaagaa
ccogoogoaa
acgatatgta
aacacggaaa
tttaggcgga
cogaaatate
tatttgtaag
tgttgoggta

gagaacagat

gtccaagaac
ctggggcggyg
tgggttgcta
ttgttgattg
cacgtgttaa
atagtcaata
ctggaatttg

aaaatggagc

tcctgctaat
ggaaaatcat
gtatgcccag
atggtggeta
atggtgggat
tggacgtgcc
agaagttata

agattggccg

cgcccgegat
gggtttgaca
aggcgtggaa
tcctaaaaac
tgtagagcat
agcccgtcag
cacgaacttt

ggtgtcagta

caagaacgtc
gaagcactac
attgacccca
ttagcaacaa
tccectggata
ttgtttgect
tcgtggggac

aaacatggat

tcaaagagtt
cccaagecga
ccactttgaa
aaattcaata
ttgactggaa
gttttgcecga
ggaatcagat

ttagaccgtt

gcaaggcgaa
tgttgtagtt
acaaccctgt
tcctggegta
aattatgaaa
atcaatgcta

taccgtagat

gttggtttag

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

<213> Nostoc punctiforme

<400> 76

120

&0

120

180

240

300

3&0

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



Met

Val

Phe

Ser

Leu

65

Ile

Ala

Gln

Thr

Ala
145

Phe

Ala

Trp

Val

50

Pro

Leu

Leu

Phe

Gly

130

Ser

Gly

Gln

Cys

35

Thr

Glu

Asn

Gly

Ser

115

Asn

Lys

Leu

Glu

20

Ser

Gly

Met

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Gln

Ile

Leu

Ala

Gln

Leu

Met

85

Phe

val

His

Leu

Gly

Gly

Pro

Gln

Ala

70

Ala

Ser

Thr

Gly
150

ES 2667718 T3

His

Tyr

Pro

Ile

55

Ser

His

Ser

Asn

Ala

135

Ile

Leu

Pro

Gln

40

Glu

Arg

Ala

Ile

Ile

120

Tyr

Asn

Thr

Glu

25

Ile

Gly

Gln

Ile

105

Lys

Ile

Leu

121

Ser

10

Tyr

Val

Arg

Ile

Lys

90

Phe

Leu

Ile

Ser

Leu

Ala

Asp

Tyr

Lys

75

His

Glu

Glu

Cys

Asn
155

Glu

Asp

Ser

Val

60

Ala

Gly

Asn

Phe

Lys

140

Ala

His

Gln

Ile

45

Glu

Ala

Ile

Phe

Glu

125

Gln

Thr

Ala

Gly

30

Ile

Ser

Thr

Asn

Lys

110

Val

Val

Gln

15

Leu

Val

Cys

Arg

Ile

95

Leu

Phe

Glu

Ala

Ala

Asp

Thr

Phe

Lys

80

Thr

Glu

Thr

Glu

Val
160



Cys

Ala

Leu

Met

225

Leu

Tyr

Asp

Lys
305

Lys

Leu

<210> 77

Gly

Arg

Leu

Thr

210

Pro

Leu

Pro

Ile

Gln

290

Leu

Met

Leu

<211>1020

<212> ADN

Ala

Thr

Lys

195

Glu

Arg

Ile

Gly

Asp

275

Leu

Tyr

Glu

Val

Thr

Asp

180

Glu

Ala

Gly

Asp

val
260

Trp

Phe

Thr

Gln

<213> Anabaena variabilis

<400> 77

Gly

165

Val

Leu

Leu

Val

Gly

245

His

Lys

Ala

Asn

Ile
325

Asp

Gln

Gln

Pro

Glu

230

Gly

Val

Ile

Cys

Phe

310

Gly

ES 2667718 T3

Ile

Glu

Gly

Gln

215

Ile

Tyr

Leu

Met

Phe

295

Ser

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Asp

Pro

Asn

Lys

280

Ala

Trp

Val

Ser

Leu

185

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

265

Ile

Glu

Gly

Ser

122

Ala Val
170

Leu Ile

Gly Arg

Val Vval

Thr Thr
235

Asn Leu
250

Gly TIle

Val Asn

Ser Met

Arg Asn

315

Val Lys
330

Thr

Ala

Gly

Val

220

Leu

Ala

val

Met

Leu

300

Gln

His

Arg

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Thr

Glu

Asp

285

Leu

Ile

Gly

Trp

Asp

130

Ile

Val

Gln

Lys

His

270

Val

Glu

Thr

Phe

Leu

175

Gln

Met

Ala

Pro

Ile

255

Ser

Pro

Phe

Val

Arg
335

Asp

Glu

Gly

Ser

Cys

240

Gln

Leu

Ala

Glu

Asp

320

Pro



ES 2667718 T3

atgtttggte taattggaca tctgacaagt ttagaacacg ctcaagecggt agctcaagaa 60

ctgggatacc cagaatacgc cgaccaaggg ctagattttt ggtgcagcge tccaccgcaa 120

atagttgacc acattaaagt tactagcatt actggtgaaa taattgaagg gaggtatgta 180

gaatcttget ttttaccaga aatgctagcc agccgtagga ttaaagccge aacccgcaaa 240
gtecectcaatg ctatggetca tgetcaaaaa catggeattg acatcacege tttgggtggt 300
ttctecteca ttatttttga aaacttcaaa ttggaacagt ttagccaagt tcgtaatgtc 360
acactagagt ttgaacgctt cactacaggc aacactcaca cagcttatat catttgtcgg 420
caggtagaac aagcatcaca acaactcggc attgaactct cccaagcaac agtagctata 480
tgtggggceta ctggtgacat tggtagtgca gttacteget ggetggatge caaaacagac 540
gtaaaagaat tactgttaat cgcccgtaat caagaacgtc tccaagagtt gcaaagcgag 600
ttgggacgcg gtaaaatcat gagcctagat gaagcattgc ctcaagectga tattgtagtt 660
tgggtageta gtatgcctaa aggegtggaa attaatcctce aagttttgaa acaaccctgt 720
ttattgattg atggtggtta tccgaaaaac ttgggtacaa aagttcagta tecctggtgtt 780
tatgtactga acggaggtat cgtegaacat teccctagata ttgactggaa aatcatgaaa 840
atagtcaata tggatgtacc tgcacgccaa ttatttgctt gttttgcgga atctatgectce 300
ttggaatttg agaagttgta cacgaacttt tecttggggge gcaatcagat taccgtagac 960
aaaatggagc agattggtca agcatcagtg aaacatgggt ttagaccact getggtttag 1020

<210>78

<211> 339

<212> PRT

<213> Anabaena variabilis

<400> 78

123



Met

Val

Phe

Ser

Leu

65

val

Ala

Gln

Phe

Ala

Trp

Ile

50

Pro

Leu

Leu

Phe

Gly

Gln

Cys

35

Thr

Glu

Asn

Gly

Ser
115

Leu

Glu

20

Ser

Gly

Met

Ala

Gly

100

Gln

Ile

Leu

Ala

Glu

Leu

Met

85

Phe

Val

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

70

Ala

Ser

Arg

ES 2667718 T3

His

Tyr

Pro

Ile

55

Ser

His

Ser

Asn

Leu

Pro

Gln

40

Glu

Arg

Ala

Ile

Val
120

Thr

Glu

25

Ile

Gly

Gln

Ile

105

Thr

124

Ser

10

Val

Arg

Ile

Lys

90

Phe

Leu

Leu

Ala

Asp

Tyr

Lys

75

His

Glu

Glu

Glu

Asp

His

Val

60

Ala

Gly

Asn

Phe

His

Gln

Ile

45

Glu

Ala

Ile

Phe

Glu
125

Ala

Gly

Lys

Ser

Thr

Asp

Lys

110

Arg

Gln

15

Leu

Val

Cys

Arg

Ile

95

Leu

Phe

Ala

Asp

Thr

Phe

Lys

80

Thr

Glu

Thr



Thr

Ala
145

Cys

Ala

Leu

Met
225

Leu

Tyr

Asp

Lys
305

Lys

Leu

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

Gly

130

Ser

Gly

Lys

Leu

Asp

210

Pro

Leu

Pro

Ile

Gln

290

Leu

Met

Leu

Asn

Gln

Ala

Thr

Gln

195

Glu

Lys

Tle

Gly

Asp

275

Leu

Tyr

Glu

val

Thr

Gln

Thr

Asp

180

Glu

Ala

Gly

Asp

val
260

Trp

Phe

Thr

Gln

His

Leu

Gly

165

Val

Leu

Leu

Val

Gly

245

Tyr

Lys

Ala

Asn

Ile
325

Thr

Gly

150

Asp

Lys

Gln

Pro

Glu

230

Gly

Val

Ile

Cys

Phe

310

Gly

ES 2667718 T3

Ala

135

Ile

Ile

Glu

Ser

Gln

215

Ile

Tyr

Leu

Met

Phe

295

Ser

Gln

Tyr

Glu

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Asn

Pro

Asn

Lys

280

Ala

Trp

Ala

Ile

Leu

Ser

Leu

185

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

265

Tle

Glu

Gly

Ser

125

Ile

Ser

Ala

170

Leu

Gly

Ile

Gln

Asn

250

Gly

Val

Ser

Arg

Val
330

Cys

Gln

155

Val

Ile

Arg

Val

val

235

Leu

Ile

Asn

Met

Asn

315

Lys

Arg

140

Ala

Thr

Ala

Gly

Val

220

Leu

Gly

val

Met

Leu

300

Gln

His

Gln

Thr

Arg

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Thr

Glu

Asp

285

Leu

Ile

Gly

val

Val

Trp

Asn

190

Ile

Val

Gln

Lys

His

270

Val

Glu

Thr

Phe

Glu

Ala

Leu

175

Gln

Met

Ala

Pro

Val

255

Ser

Pro

Phe

Val

Arg
335

Gln

Ile

160

Asp

Glu

Ser

Ser

Cys

240

Gln

Leu

Ala

Glu

Asp

320

Pro



<213> Synechococcus elongatus

<400> 79

atgttcggte
atgggctacg
atcgttgatg
gaatcgtgtt
gttctcaatg
tttacctcga
accttggagt
caggtggaag
gtcggegega
gtcggtgatt
ctcggceggg

tgggtcgeca
gtcctaateg
tatgtcctca
gctgcagaga
ttggaatttg
aagatggaag

atttga

ttatcggtca
acgaatacgc
aaatcacagt
tcttgeegga
ccatgtceoca
ttattttecga
ttgaacggtt
ccgctgectaa
ctggcgatat
tgatcctgac
gcaagattct
gtatgcctca
acgggggcta
atggcggggt
tggcgecggec
aaggctggca

cgatcggtga

<210> 80

<211> 340

<212> PRT

<213> Synechococcus elongatus

<400> 80

ES 2667718 T3

tctcaccagt
cgatcaagga
caccagtgce
aatgctggeg
tgcccaaaaa
gaatttecgat
caccaccggce
aacgctggge
cggtageget
ggcgegcaat
gceccttggaa
gggcgtagtyg
ccccaaaaac
agttgaacat
cgagcgccag
tactaacttc

ggcatcggtg

ttggagcagg
ttggagtttt
acaggcaagg
gcgegecgcet
cacggcateg
ttggcecagtt
aatactcaca
atcgacatta
gtectgeeget
caggagcgtt
gcegetcectge
atcgacccag
ttgggcagca
tgcttegaca
atgtttgcct
tcetggggec

cgccacggct

126

cccgecgacgt
ggagtagcgce
tgattcacgg
tcaaaacagc
acatctegge
tgecggcaagt
cggcectacgt
cccaagcgac
ggctcgacct
tggataacct
cggaagctga
caaccctgaa
aagtccaagg
tcgactggea
gctttgecga
gcaaccaaat

tccaaccctt

ttctecgecagg
tccteoctcaa
tcgetacatce
cacgcgcaaa
cttgggggge
gcgcgacact
aatctgtaga
agtagcggtt
caaactgggt
gcaggctgaa
ctttatcgtg
gcaaccctge
tgagggcatc
gatcatgtcc
ggcgatgctc
cacgatcgag

ggcattggca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1026



ES 2667718 T3

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

Val Ser Arg Arg Met Gly Tyr Asp Glu Tyr Ala Asp Gln Gly Leu Glu

Phe Trp Ser Ser Ala Pro Pro Gln Ile Val Asp Glu Ile Thr Val Thr
35 40 45

Ser Ala Thr Gly Lys Val Ile His Gly Arg Tyr Ile Glu Ser Cys Phe
50 55 60

Leu Pro Glu Met Leu Ala Ala Arg Arg Phe Lys Thr Ala Thr Arg Lys
65 70 75 80

127



Val

Ala

Ser

Thr

Ala

145

val

Leu

Leu

Met

225

vVal

Gly

Asp

Gly
305

Lys

Leu

Leu

Leu

Gly

130

Ala

Gly

Lys

Leu

Glu

210

Pro

Leu

Glu

Ile

Gln

290

Trp

Met

Asn

Gly

Arg

115

Asn

Lys

Ala

Leu

Asp

195

Ala

Gln

Ile

Gly

Asp

275

Met

His

Glu

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Thr

Thr

Gly

180

Asn

Ala

Gly

Asp

Ile

260

Trp

Phe

Thr

Ala

Met

85

Phe

Val

His

Leu

Gly

165

Val

Leu

Leu

Val

Gly

245

Tyr

Gln

Ala

Asn

Ile
325

Ser

Thr

Thr

Gly

150

Asp

Gly

Gln

Pro

Val

230

Gly

Val

Ile

Cys

Phe

310

Gly

ES 2667718 T3

His

Ser

Asp

Ala

135

Ile

Ile

Asp

Ala

Glu

215

Ile

Tyr

Leu

Met

Phe

295

Ser

Glu

Ala

Ile

Thr

120

Tyr

Asp

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Asp

Pro

Asn

Ser

280

Ala

Trp

Ala

Gln

Ile

105

Thr

Val

Ile

Ser

Ile

185

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

265

Ala

Glu

Gly

Ser

Lys

S0

Phe

Leu

Ile

Thr

Ala

170

Leu

Gly

Phe

Ala

Asn

250

Gly

Ala

Ala

Arg

Val
330

128

His

Glu

Glu

Cys

Gln

155

val

Thr

Arg

Ile

Thr

235

Leu

Val

Glu

Met

Asn

315

Arg

Gly

Asn

Phe

Arg

140

Ala

Cys

Ala

Gly

Val

220

Leu

Gly

Val

Met

Leu

300

Gln

His

Ile

Phe

Glu

125

Gln

Thr

Arg

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Ser

Glu

Ala

285

Leu

Ile

Gly

Asp

Asp

110

Arg

Vval

Val

Trp

Asn

190

Ile

Val

Gln

Lys

His

270

Arg

Glu

Thr

Phe

Ile

95

Leu

Phe

Glu

Ala

Leu

175

Gln

Leu

Ala

Pro

val

255

Cys

Pro

Phe

Ile

Gln
335

Ser

Ala

Thr

Ala

val

160

Asp

Glu

Pro

Ser

Cys

240

Gln

Phe

Glu

Glu

Glu

320

Pro



10

Leu Ala Leu Ala

<210> 81
<211> 1020
<212> ADN

340

<213> Nostoc sp.

<400> 81

atgtttggtao
ctgggatacc
atagttgacec
gaatcttgct
gtectoaatg
ttocteocteca
acactagagt
caggtagaac
tgtggggcta
gtgaaagaat
ctgggacgoeg
tgggtagcca
ttgetgattg
tatgtactga
atagtcaata
ttggaatttg
aaaatggagce
<210> 82

<211> 339
<212> PRT

taattggaca
cagaatacgo
acattaaagt
ttttaccgga
ctatggotea
ttatttttga
ttgaacgett
aagcatcaca
ctggtgatat
tgctgttaat
gtaaaatecat
gtatgootaa
atgggggtta
acggcggtat
tggatgtace
agaagttgta

agattggtea

<213> Nostoc sp.

<400> 82

ES 2667 718 T3

teoctgacaagt
cgaccaaggg
tactagtatt
gatgoctagoco
tgoteoaaaag
aaactttaaa
cactacagge
acaactcggco
tggtagtgca
cgccogtaat
gagecttgat
aggtgtggaa
tecgaaaaac
cgtocgaacat
tgcacgccaa
cacgaacttt

agecatcagtyg

ttagaacacg
ctagattttt
actggtgaaa
agtcgtogga
aatggecattyg
ttggagcagt
aacactcaca
attgaactct
gttactoget
caagaacgtc
gaagcactge
attaatcotco
ttgggtacaa
togetggata
ttatttgett
tcttggggge

aaacatgggt

129

ctcaagoggt
ggtgtagege
taattgaagg
ttaaagococgo
atatcacage
ttagocaagt
cagcatatat
CCCaagcaac
ggctggatge
tccaagagtt
cccaagctga
aagttttgaa
aagtteoagta
ttgactggaa
gttttgogga
gcaatcagat

ttagaccact

agctcocaagaa
tocacogcaa
gaggtatgta
aacccgcaaa
tttgggtggt
togtaatgtg
tatttgtegg
agtagctata
taaaacagac
gcaaagcgag
tategtagtt
gcaaccctgt
toctggtgtt
aatcatgaaa
atctatgete

taccgtagac

gctggtttag

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

T20

780

540

800

960

1020



ES 2667718 T3

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

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

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

130



Ser

Leu

65

val

Ala

Gln

Thr

Ala

145

Cys

Ala

Leu

Met

225

Leu

Tyr

Asp

Ile

50

Pro

Leu

Leu

Phe

Gly

130

Ser

Gly

Lys

Leu

Asp

210

Pro

Leu

Pro

Ile

Gln

Thr

Glu

Asn

Gly

Ser

115

Asn

Gln

Ala

Thr

Gln

195

Glu

Lys

Ile

Gly

Asp

275

Leu

Gly

Met

Ala

Gly

100

Gln

Thr

Gln

Thr

Asp

180

Glu

Ala

Gly

Asp

val
260

Trp

Phe

Glu

Leu

Met

Phe

Val

His

Leu

Gly

165

Val

Leu

Leu

Val

Gly

245

Tyr

Lys

Ala

Ile

Ala

70

Ala

Ser

Arg

Thr

Gly

150

Asp

Lys

Gln

Pro

Glu

230

Gly

val

Ile

Cys

Ile

55

Ser

His

Ser

Asn

Ala

135

Ile

Ile

Glu

Ser

Gln

215

Ile

Tyr

Leu

Met

Phe

ES 2667718 T3

Glu

Arg

Ala

Ile

Val

120

Tyr

Glu

Gly

Leu

Glu

200

Ala

Asn

Pro

Asn

Lys

280

Ala

Gln

Ile

105

Thr

Ile

Leu

Ser

Leu

185

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

265

Ile

Glu

Arg

Ile

Lys

90

Phe

Leu

Ile

Ser

Ala

170

Leu

Gly

Ile

Gln

Asn

250

Gly

val

Ser

131

Tyr

Lys

75

Asn

Glu

Glu

Cys

Gln

155

Val

Ile

Arg

Val

Val

235

Leu

Ile

Asn

Met

Vval

60

Ala

Gly

Asn

Phe

Arg

140

Ala

Thr

Ala

Gly

Val

220

Leu

Gly

val

Met

Leu

Glu

Ala

Ile

Phe

Glu

125

Gln

Thr

Arg

Arg

Lys

205

Trp

Lys

Thr

Glu

Asp

285

Leu

Ser

Thr

Asp

Lys

110

Arg

Val

val

Trp

Asn

190

Ile

Val

Gln

Lys

His

270

val

Glu

Cys

Arg

Ile

95

Leu

Phe

Glu

Ala

Leu

175

Gln

Met

Ala

Pro

Val

255

Ser

Pro

Phe

Phe

Lys

80

Thr

Glu

Thr

Gln

Ile

160

Asp

Glu

Ser

Ser

Cys

240

Gln

Leu

Ala

Glu



10

290

ES 2667 718 T3

295

300

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

305

310

315

320

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

325

Leu Leu Val

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

<213> Synechococcus elongatus

<400> 83

atgtttggte
atgggttatyg
atcgtocgatg
gagtectget
gttotgaatg
tttacgtega
accttggagt
caagtogaag
gtgggtgota
gttggogate
ttgggteogeg
tgggttgegt
gtgotgattyg
tatgtoctga
gocagcagaaa
ctggagttog
aagatggaag
atttaa

<210> 84

<211> 1041
<212> ADN

tgattggtca
atgaatacge
agatcaccgt
tectgectga
cgatgtoceca
ttatctteoga
ttgagogttt
cagcagocaa
coggtgatat
tgatcctgac
gtaagatoct
ctatgocogea
atggoggeta
atggcggtgt
tggogegtcee
aaggctggeca

cgattggtga

cctgaccagoe
tgatcaagge
gacctocgoa
gatgotggea
tgogoaaaaqg
gaacttcgat
taccacgggt
aaccotgggt
tggttocgog
ggocgegtaat
geogttggag
gggtgttgtt
tocgaaaaac
ggttgageat
ggagcgccocaa

tacgaattte

agcaagcegtg

330

ttggaacaag
ctggagtttt
acocggtaagg
getegeegtt
catggeoattg
ctggeoctett
aatacgcaca
attgatatea
gtttgoogtt
caggagogtc
goagogttge
atocgaccogg
ctgggoagoa
tgottogaca
atgtttgect
agctggggte

cgteatggtt

132

cgogtgacgt
ggagcagoge
tcatcocacgg
tcaaaacggc
acattagocgo
tgogecaggt
cogecttacgt
cocaggocac
ggctggatot
tggacaacet
oggaggoaga
cgaccttgaa
aggtocaagyg
ttgactggea
gttttgcaga
gtaatcagat

tteocagocact

335

cagoocgoogt
gocacogoag
cocgotacatt
cactocgtaag
cttgggeggt
gegtgacacyg
tatctgtoge
cgtogeegtyg
gaaactgggt
gcaagocgay
cttoatogte
acagcocgtge
cgagggtate
gatcatgage
agcecatgotyg
taccattgaa

ggogotggot

&0

120

130

240

300

360

420

480

540

€00

660

T20

780

840

800

960

1020

1026



<213> Prochlorococcus marinus

<400> 84
atgtttggtc
ctgggetttg
ctggttgaga
gacagctgtt
aatgcaatgyg
agcattatct
gagtgggaac
gagatgaatg
gcaactggeg
gaattgttge
ggtggtacga
gcatectatge
atcgatggeg
gtgaagggtyg
gaaatgcaga
ttcgagaaat
gagttcatcg

ccgaaggtcec

<210> 85
<211> 3522
<212> ADN

tgattggecca
atcatattgce
atgtcgaggt
tegtgeegga
agctggeaca
ttgagaactt
gctttaccac
cgccgaaaat
acattggttce
tggtecgeteg
tcaagaacct
cgaaaactat
gctaccecgaa
gtattgtecg
acccgcaacg
gccataccaa
gcgectgegag

tggcagttta

ES 2667718 T3

cagcacgagc
tgatggcgac
gaaatecggecg
gatgttgagc
aaagaagggc
caatctgttg
gggtaacacc
cggtattgac
ggcegtttgt
ccagaaggag
ggatgaagcg
ggaaatcgat
gaacttggat
tttcettecaat
tgagatgttc
tttecagetgg
cgttaagcac

a

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 85

tttgaggacg
ctggacgtcet
attggcattt
cgtttcaaaa
atcaacatca
cagcataaac
cacaccgegt
ctgaaaagcg
cgetggetga
cctetggaca
ctgccagaag
gccaacaate
gagaagtttc
gatatcggtt
gcttgttttg
ggtcgecaaca

ggcttcagceg

133

caaagcgtaa
ggtgcacggce
ccatcgaagg
ccgecacgteg
cggegetggg
agatccgtaa
gggtgatctg
cgacggtggc
ttaacaagac
gcctgcaaaa
cggacatecgt
tgaaacaacc
aaggcaataa
ggaacatgat
cggaggccat
acattagecct

cgattggttt

ggcgagcctg
acctccgcaa
ctcctacatc
caaagttctg
tggtttcace
taccagcctg
cogecagety
agttgttggc
cggtatcggt
agagctggac
cgtctgggte
gtgcctgatg
catccacgtt
ggaactggcet
gattctggag
ggagaaaatg

ggataaacat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

%60

1020

1041



atgaccagcg
cagtcgaccc
ccgttgccceg
cagaccctgt
gccaccgacg
tacgcccagg
cagccgatct
acgctggatc
coggtcageca

gccgaatace

atgttcacga
gccgcatcge
ccgtggtcga
tcaccggeta
agggcgggcyg
tgtggtcgeyg
accccoggcga
tecgtatgege
ggctegeooce

tcgacctege

ES 2667718 T3

cgccacagac
cgagctgtac
cgcggcgeac
cggtgacege
caccgtgacg
cgtgcaagcg
cgcegtegeg
ctacctggge
gatceotggec

agtcgaatcc

ggcgtcaceg
gccaccgate
aaaccecgggc
ccggegetgg
cgtctgctge
gtcgecegegg
acgatcggtt
ctegtgagtg
gaggtcgaac

gtgcgggacg

134

aaaccgcact
ccgagttege
tgcggectgge
gataccgege
cgcggttcga
ccctgegeca
tcgegagtcee
ttcegetgea
cgecggatoct

tcaactecggt

cgacgacgag
cgccgecgca
agagatcctg
cogtgaactyg
caccctcacc
caacttcgceg
cgattacctg
gcacaacgca
caccgtgage

gtcgcagetc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gtggtgtteg
gaacaactcg
gccgggetge
ctgtacacct
gcgeggetgt
ttecatgeege
ggaaccagtt
gtgcgcccga
ctegecaceg
gccggtgeeg
accgcaccge
gtegacgget
ccacecggtga
aagccctacce
aagcgcecccg
gtcatggeceg
aaactcgege
gegetggtge
gtggtceega
gccgactcge
gatttcatcg
aaactgetge
gatatcgegg
ccggtgateg
gcatccgacg
aacctgetga
accaacctcg
ccgagtttca
ctggacaagt
accgagecac

ttgcagtgge

accatcaccc
ccggeaaggy
cggccgaacce
cgggttcecac
ggaccatgtc
tcaaccacct
acttegtace
ccgaactecgg
tcgaccgect
aactgcgtga
tggcegegga
acgggcteac
tegactacaa
cgcgtggega
aggtcaccgce
agaccgcacc
agggcgagtt
gccagatett
cgecggagge
tgcagcgeac
tcgagaccga
ggcccaacct
ccacgcaggce
acaccctecac
cccacttecac
gogatttett
cccaactecge
ccacecgtgca
tecategacge
ggacggtgtt

tggaacgcct

ES 2667718 T3

cgaggtcgac
catcgeegte
gatctacacc
cggcegcacce
gttcatcacg
gggcgggcge
ggaatcegac
cctggttccg
ggtcacgcag
gcaggtgcte
gatgagggcg
cgagaccggce
gctgatecgac
actgctggtce
gagcgtcettce
cgaccacctg
cgtggcggte
cgtgtacgge
gcetegagecag
cgcacgegac
gccgttecage
caaagaccgc
caaccagttg
ccaggccgcet
cgacctgggce
cggtttegaa
ccagcacatc
cggcgcggac
cgaaacgcte
gctctecggge

ggcacctgtc

gaccaccgcg
accaccctgg
gccgaccatg
aagggtgcga
ggtgacccca
atccccattt
atgtccacge
cgcgtcgccg
ggcgccgacyg
ggcggacgcg
ttcectegaca
gceegtgacac
gttccegaac
aggtcgcaaa
gaccgggacg
gtgtacgtgg
gccaacctgg
aacagcgagc
tacgatccgg
gcecgaactge
gccogccaacyg
tacgggcagce
cgcgaactge
gccacgatce
ggggattccc
gttecegteg
gaggcgcagce
gccaccgaga
cgggccgcac
gccaacggct

ggcggcaccc

135

acgcactgge
acgcgatcge
atcagcgect
tgtacaccga
cgccggtecat
ccaccgeegt
tgttcgagga
acatgctcta
aactgaccgce
tgatcaccgg
tcaccectggg
gcgacggtgt
teggectactt
cgctgactcee
gctactacca
accgtcgeaa
aggcggtgtt
gcagtttect
ccgegcetcaa
aatcctacga
ggctgetgte
gcectggagea
ggcgcgegge
teggecacegg
tgtcggeget
gcaccatcgt
gcaccgeggg
tccgggegag
cgggtctgece

ggctgggeeg

tcatcacgat

ccgegegegt
cgacgagggc
cgcgatgatc
ggcgatggtg
caacgtcaac
gcagaacggt
tctegegetg
ccagcaccac
cgagaagcag
attcgtcage
cgcacacatc
gatcgtgegyg
cagcaccgac
cgggtactac
caccggcgac
caacgtcctce
ctceggegeg
tctggeegtyg
ggcegegetg
ggtgeceggece
gggtgtcgga
gatgtacgcc
cgccacacaa
gagcgaggtyg
gacactttcg
gaacccggec
tgaccgecagg
tgagctgacc
caaggtcacc
gttcctecacg

cgtgcgggge

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

2340

2400

2460



ES 2667718 T3

cgcgacgacg ccgeggeccg cgcacggetg acccaggcect acgacaccga tcccgagttg 2520
tccegeeget tegeegaget ggeccgaccge cacctgeggg tggtcecgecgg tgacatcegge 2580
gacccgaate tgggcctcac acccgagatce tggcaccgge togecgecga ggtcgacctg 2640
gtggtgecate cggecageget ggtcaaccac gtgetcecect acecggecaget gtteggecce 2700
aacgtcgtgg gcacggceccga ggtgatcaag ctggccctca ccgaacggat caagceccgtce 2760
acgtacctgt ccaccgtgtc ggtggccatg gggatccccg acttcgagga ggacggcgac 2820
atcecggaccg tgagecceggt gogeccgete gacggeggat acgecaacgg ctacggcaac 2880
agcaagtggg ccggcgaggt gctgetgegg gaggcccacg atctgtgegg getgeccgtg 2940
gecgacgttce getcecggacat gatcctggeg catccgeget accgeggtca ggtcaacgtg 3000
ccagacatgt tcacgcgact cctgttgage ctettgatca cecggegtege gecgeggteg 3060
ttctacatcg gagacggtga gcgcccgcgg gcgcactacc ccggcctgac ggtcgattte 3120
gtggeccgagyg cggtcacgac geteggegeg cagcagegeqg agggatacgt gtcectacgac 3180
gtgatgaacc cgcacgacga cgggatctcc ctggatgtgt tcgtggactg gctgatcegg 3240
gegggecate cgatcgaceyg ggtegacgac tacgacgact gggtgegteg gttegagacce 3300
gegttgaceg cgetteccega gaagegecge gcacagacceg tactgececget getgecacgeg 3360
ttcegegete cgcaggcacce gttgegegge gcacccgaac ccacggaggt gttccacgec 3420
geggtgegea cegegaaggt gggecceggga gacatccege acctegacga ggegetgatce 3480
gacaagtaca tacgcgatct gecgtgagtte ggtctgatet ga 3522

<210> 86

<211> 1173

<212> PRT

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 86

136



Met

Leu

Asp

Ala

Thr
65

Thr

Asp

Pro

His

50

Gly

Ser

Asp

Glu

35

Lys

Tyr

Asp

Glu

20

Phe

Pro

Gly

Val

Gln

Ala

Gly

Asp

His

Ser

Ala

Leu

Arg
70

Asp

Thr

Ala

Arg

55

Pro

ES 2667718 T3

Ala

Arg

Ala

40

Leu

Ala

Thr

Arg

25

Pro

Ala

Leu

Asp

10

Ile

Leu

Glu

Gly

137

Gly

Ala

Pro

Ile

Tyr
75

val

Glu

Ala

Leu

60

Arg

Thr

Leu

Val

45

Gln

Ala

Glu

Tyr

30

Val

Thr

Arg

Thr

15

Ala

Asp

Leu

Glu

Ala

Thr

Ala

Phe

Leu



ES 2667718 T3

Ala Thr Asp Glu Gly Gly Arg Thr Val Thr Arg Leu Leu Pro Arg Phe
85 90 95

Asp Thr Leu Thr Tyr Ala Gln Val Trp Ser Arg Val Gln Ala Val Ala
100 105 110

Ala Ala Leu Arg His Asn Phe Ala Gln Pro Ile Tyr Pro Gly Asp Ala
115 120 125

Val Ala Thr Ile Gly Phe Ala Ser Pro Asp Tyr Leu Thr Leu Asp Leu
130 135 140

Val Cys Ala Tyr Leu Gly Leu Val Ser Val Pro Leu Gln His Asn Ala
145 150 155 160

Pro Val Ser Arg Leu Ala Pro Ile Leu Ala Glu Val Glu Pro Arg Ile
165 170 175

Leu Thr Val Ser Ala Glu Tyr Leu Asp Leu Ala Val Glu Ser Val Arg
180 185 190

Asp Val Asn Ser Val Ser Gln Leu Val Val Phe Asp His His Pro Glu
195 200 205

Val Asp Asp His Arg Asp Ala Leu Ala Arg Ala Arg Glu Gln Leu Ala
210 215 220

Gly Lys Gly Ile Ala Val Thr Thr Leu Asp Ala Ile Ala Asp Glu Gly
225 230 235 240

Ala Gly Leu Pro Ala Glu Pro Ile Tyr Thr Ala Asp His Asp Gln Arg
245 250 255

Leu Ala Met Ile Leu Tyr Thr Ser Gly Ser Thr Gly Ala Pro Lys Gly
260 265 270

Ala Met Tyr Thr Glu Ala Met Val Ala Arg Leu Trp Thr Met Ser Phe
275 280 285

Ile Thr Gly Asp Pro Thr Pro Val Ile Asn Val Asn Phe Met Pro Leu
290 295 300

Asn His Leu Gly Gly Arg Ile Pro Ile Ser Thr Ala Val Gln Asn Gly
305 310 315 320

Gly Thr Ser Tyr Phe Val Pro Glu Ser Asp Met Ser Thr Leu Phe Glu
325 330 335

138



Asp

Ala

Thr

Leu

385

Thr

Gly

Thr

Ile

Arg

465

Lys

His

Val

Ala

Gln

545

val

Lys

Leu

Asp

Gln

370

Arg

Ala

Ala

Arg

Asp

450

Gly

Arg

Thr

Aszp

val

530

Ile

val

Ala

Ala

Met

355

Gly

Glu

Pro

His

Asp

435

Vval

Glu

Pro

Gly

Arg

515

Ala

Phe

Pro

Ala

Leu

340

Leu

Ala

Gln

Leu

Ile

420

Gly

Pro

Leu

Glu

Asp

500

Arg

Asn

val

Thr

Leu
580

vVal

Tyr

Asp

val

Ala

405

val

val

Glu

Leu

vVal

485

vVal

Asn

Leu

Tyr

Pro

565

Ala

Arg

Gln

Glu

Leu

390

Ala

Asp

Ile

Leu

Val

470

Thr

Met

Asn

Glu

Gly

550

Glu

Asp

Pro

His

Leu

375

Gly

Glu

Gly

Vval

Gly

455

Arg

Ala

Ala

Val

Ala

535

Asn

Ala

Ser

ES 2667718 T3

Thr

His

360

Thr

Gly

Met

Tyr

Arg

440

Tyr

Ser

Ser

Glu

Leu

520

Val

Ser

Leu

Leu

Glu

345

Leu

Ala

Arg

Arg

Gly

425

Pro

Phe

Gln

val

Thr

505

Lys

Phe

Glu

Glu

Gln
585

Leu

Ala

Glu

vVal

Ala

410

Leu

Pro

Ser

Thr

Phe

490

Ala

Leu

Ser

Arg

Gln

570

Arg

139

Gly

Thr

Lys

Ile

395

Phe

Thr

val

Thr

Leu

475

Asp

Pro

Ala

Gly

Ser

555

Tyr

Thr

Leu

val

Gln

380

Thr

Leu

Glu

Ile

Asp

460

Thr

Arg

Asp

Gln

Ala

540

Phe

Asp

Ala

val

Asp

365

Ala

Gly

Asp

Thr

Asp

445

Lys

Pro

Asp

His

Gly

525

Ala

Leu

Pro

Arg

Pro

350

Arg

Gly

Phe

Ile

Gly

430

Tyr

Pro

Gly

Gly

Leu

510

Glu

Leu

Leu

Ala

Asp
550

Arg

Leu

Ala

Val

Thr

415

Ala

Lys

Tyr

Tyr

Tyr

495

Val

Phe

val

Ala

Ala

575

Ala

vVal

val

Glu

Ser

400

Leu

val

Leu

Pro

Tyr

480

Tyr

Tyr

val

Arg

val

560

Leu

Glu



ES 2667718 T3

Leu Gln Ser Tyr Glu Val Pro Ala Asp Phe Ile Val Glu Thr Glu Pro
595 600 605

Phe Ser Ala Ala Asn Gly Leu Leu Ser Gly Val Gly Lys Leu Leu Arg
610 615 620

Pro Asn Leu Lys Asp Arg Tyr Gly Gln Arg Leu Glu Gln Met Tyr Ala
625 630 635 640

Asp Ile Ala Ala Thr Gln Ala Asn Gln Leu Arg Glu Leu Arg Arg Ala
645 650 655

Ala Ala Thr Gln Pro Val Ile Asp Thr Leu Thr Gln Ala Ala Ala Thr
660 665 670

Ile Leu Gly Thr Gly Ser Glu Val Ala Ser Asp Ala His Phe Thr Asp
675 680 685

Leu Gly Gly Asp Ser Leu Ser Ala Leu Thr Leu Ser Asn Leu Leu Ser
690 695 700

Asp Phe Phe Gly Phe Glu Val Pro Val Gly Thr Ile Val Asn Pro Ala
705 710 715 720

Thr Asn Leu Ala Gln Leu Ala Gln His Ile Glu Ala Gln Arg Thr Ala
725 730 735

Gly Asp Arg Arg Pro Ser Phe Thr Thr Val His Gly Ala Asp Ala Thr
740 745 750

Glu Ile Arg Ala Ser Glu Leu Thr Leu Asp Lys Phe Ile Asp Ala Glu
755 760 765

Thr Leu Arg Ala Ala Pro Gly Leu Pro Lys Val Thr Thr Glu Pro Arg
770 775 780

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
805 810 815

Ile Val Arg Gly Arg Asp Asp Ala Ala Ala Arg Ala Arg Leu Thr Gln
820 825 830

Ala Tyr Asp Thr Asp Pro Glu Leu Ser Arg Arg Phe Ala Glu Leu Ala

140
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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
865 870 875 880

Val Val His Pro Ala Ala Leu Val Asn His Val Leu Pro Tyr Arg Gln
885 890 895

Leu Phe Gly Pro Asn Val Val Gly Thr Ala Glu Val Ile Lys Leu Ala
900 905 910

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

Ala Met Gly Ile Pro Asp Phe Glu Glu Asp Gly Asp Ile Arg Thr Val
830 935 940

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

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

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

Arg Tyr Arg Gly Gln Val Asn Val Pro Asp Met Phe Thr Arg Leu Leu
995 1000 1005

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

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

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

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

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

Glu

val

Arg

Thr

Leu

<210> 87
<211> 921

Ile
1085

Thr
1100

Leu
1115

Gly
1130

Ala
1145

Ile
1160

<212> ADN

Asp

Ala

Pro

Ala

Lys

Asp

Arg

Leu

Leu

Pro

Val

Lys

<213> Nostoc punctiforme

<400> 87

Val

Thr

Leu

Glu

Gly

Tyr

Asp

Ala

His

Pro

Pro

Ile

ES 2667718 T3

Asp
1090

Leu
1105

Ala
1120

Thr
1135

Gly
1150

Arg
1165

Tyr

Pro

Phe

Glu

Asp

Asp

Asp

Glu

Arg

Val

Ile

Leu

142

Asp

Lys

Ala

Phe

Pro

Arg

Trp

Arg

Pro

His

His

Glu

Val
1095

Arg
1110

Gln
1125

Ala
1140

Leu
1155

Phe
1170

Arg

Ala

Ala

Ala

Asp

Gly

Gln

Pro

val

Glu

Leu

Phe

Thr

Leu

Arg

Ala

Ile



atgactcaag
aatgctecat
ggtattgtte
caaagtattg
ctatattcca
tgegteegee
tctacgecace
aaggaaatgt
ggtattgcge
aacccagaat
aaccttttat
ctaactgctg
gaccgcgtag
acttacattt
gctgetaagg

tggcacgtag

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

cgaaagccaa
ttattggcaa
aacaccttaa
gcattattce
tcgectcaac
agttggagta
tgtgtttect
tgttacccaa
cgatgcgggce
accaatttaa
ataaggaaga
ccatcagecg
cagaacatgc
gceggtttgeg
aaggcgtaac

aaacttacta

<213> Nostoc punctiforme

<400> 88

ES 2667718 T3

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

a

ggtgacgttce
aatgaaccat
tctggtgggg
gacaagaacg
gatgatgtag
gaaactggcg
gaagaggtaa
gctaatgtta
cgtcagttta
tggctaatat
attcaacaaa
aatccccaag
tggcagttga
gaaggtattg

taccagaagc

143

ctgttaacac
tagtcaaaga
atttgaagta
gcaagcctga
atgataagac
aaacagtcta
aaattacagg
tcatgatgge
aagatgcgga
ttggcgtacc
aatatcctga
gcggtagaat
ttaaaaatga
atgcagecctt

aactcaagaa

ttaccgteec
aggtggtatt
tatagaaggt
aaaactcaga
agtatcactg
cggtgtttge
gcctgtgggt
tactggaaca
aagagcggct
tacaactcca
gaacttcege
gtatattcaa
aaaaacccac
aactgectget

agccggtcege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

921



Met

Ser

Thr

Leu

65

val

Leu

Thr

Gly

Pro

145

Ser

Leu

Ser

Lys

Asp

Tyr

Arg

Asp

Val

50

Gly

Asn

Ala

Pro

Asn

130

Val

Asn

Lys

Ile

Leu

210

Asp

Asn

Ile

Gln

35

Pro

Gly

Gly

Lys

Val

115

Thr

Asn

Glu

Phe

Gly

195

Arg

Lys

Gln

Phe

20

Thr

Tyr

Thr

Lys

Ser

100

Asn

Thr

Pro

Asp

180

Ile

Leu

Thr

Gly

Val

Asn

Asn

Ile

Ala

85

Gly

Ala

Thr

Tyr

Leu

165

Leu

Ile

Tyr

Val

Ala

Tyr

Tyr

Arg

Val

70

Ser

Glu

His

Gln

Arg

150

Val

Ser

Pro

Ser

Ser

val

Glu

Pro

Met

55

Ser

Phe

Thr

Ser

Ala

135

Pro

Lys

Gly

Pro

Ile

215

Leu
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Glu

Val

Ile

40

Asn

Ile

Gly

Ala

Ala

120

Lys

Asn

Glu

Gly

Gly

200

Ala

Cys

Gly

Val

25

Arg

Gln

Gln

Asn

Asn

105

Glu

Ala

Ala

Gly

Asp

185

Leu

Ser

val

Ala

10

Gly

Lys

Glu

Pro

Ala

90

Ser

Glu

Lys

Pro

Gly

170

Leu

Asp

Thr

Arg

144

Ala

Leu

Ser

Met

Ile

15

Thr

Glu

Gln

Lys

Phe

155

Ile

Lys

Lys

Arg

Gln

Asn

Arg

Gly

Arg

60

Thr

Ser

Gly

Asn

Asp

140

Ile

Gly

Tyr

Asn

His

220

Leu

Ile

Gln

Ser

45

Arg

Ala

Val

Asn

Lys

125

His

Gly

Ile

Ile

Gly

205

Gly

Glu

Glu

Gly

30

Val

Ile

Leu

Val

Gly

110

Asp

Gly

Lys

Val

Glu

190

Lys

Asp

Tyr

Leu

15

Glu

Phe

Thr

Glu

Ser

95

Lys

Lys

Asp

Val

Gln

175

Gly

Pro

Asp

Lys

Gly

Glu

Ile

Arg

Pro

80

Glu

Ala

Lys

Vval

Ile

160

His

Gln

Glu

Val

His



225

Pro

Phe

Glu

Thr

Lys

305

Ser

Glu

Thr

Tyr

Ile

385

Glu

val

His

<210> 89
<211> 300

Glu

Leu

Met

Gly

250

Asp

Trp

Glu

Ala

Ile

370

Lys

Glu

Thr

Val

Thr

Lys

Leu

275

Thr

Ala

Leu

Leu

Ala

355

Gln

Asn

Gly

Trp

Glu
435

Gly

Pro

260

Leu

Gly

Glu

Ile

Glu

340

Ile

Asp

Glu

Ile

Ser

420

Thr

Glu

245

Gly

Pro

Ile

Arg

Phe

325

Glu

Ser

Arg

Lys

Asp

405

Asp

Tyr

230

Thr

Glu

Asn

Ala

Ala

310

Gly

Ile

Arg

Val

Thr

390

Ala

Tyr

ES 2667718 T3

val

Glu

Asp

Pro

285

Ala

vVal

Gln

Glu

Ala

375

His

Ala

Gln

Tyr

val

Pro

280

Met

Asn

Pro

Gln

Gln

360

Glu

Thr

Leu

Lys

Gly

Lys

265

Asp

Arg

Pro

Thr

Lys

345

Lys

His

Tyr

Thr

Gln
425

145

val

250

Ile

Ala

Ala

Glu

Thr

330

Asn

Ala

Ile

Ala

410

Leu

235

Cys

Thr

Asn

Tyr

Tyr

315

Pro

Pro

Pro

Asp

Cys

395

Ala

Lys

Ser

Gly

Val

Leu

300

Gln

Asn

Glu

Gln

Glu

380

Gly

Ala

Lys

Thr

Pro

Ile

285

Trp

Phe

Leu

Asn

Gly

365

Leu

Leu

Ala

Ala

His

Val

270

Met

Arg

Lys

Leu

Phe

350

Gly

Trp

Arg

Lys

Gly
430

Leu

255

Gly

Met

Gln

Gly

Tyr

335

Arg

Arg

Gln

Gly

Glu

415

Arg

240

Cys

Lys

Ala

Phe

Phe

320

Lys

Leu

Met

Leu

Met

400

Gly

Trp



10

15

<212> ADN

<213> Nostoc punctiforme

<400> 89

atgcoaactt
gttgaggacg
tettgoogog
caaggocgateo
gttgottace
<210> 90

<211>99
<212> PRT

ataaagtgac
atacctatat
ctggtgottg
aatcattett

caacttctaa

<213> Nostoc punctiforme

<400> 90

Met Pro Thr

1

Thr Thr Leu

Glu Ala Gly

35

Thr Cys Ala

50

Ser Phe Leu

65

Val Ala Tyr

Glu Leu Tyr
<210> 91
<211> 369

<212> ADN

Tyr

Asp

20

Tle

Gly

Asp

Pro

Lys

Val

Asp

Lys

Asp

Thr
85

<213> Nostoc punctiforme

<400> 91

ES 2667718 T3

actaattaac

toctagacgoa
ctoctacttgt
agatgacgat

tgtecacgatc

Val Thr

Glu Asp

Leu Pro

40

Val
55

Leu

Asp Gln

70

Ser Asn

gaggctgaag
gotgaagaag
greaggtaaac
caaatagaag

gaaactcaca

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ile

Val

Ile

Thr

25

Ser

Gly

Glu

Thr

Asn

10

Tyr

Cys

Thr

Ala

Ile
90

146

ggctgaacac
ctggtattga
tegtatcagg
ctggatatgt

aagaagaaga

Glu Ala

Ile Leu

Arg Ala

45

Val Asp

60

Gly
75

Tyr

Glu Thr

aacoocttgat
cctgoocctac
taccgtogat
actgacctgt

actctattaa

Glu

Asp

Gly

Gln

Val

His

Leu Asn

15

Gly

Ala Ala Glu

30

Ala Cys Ser

Gly Asp Gln

Leu Thr Cys

80

Glu
95

Lys Glu

&0

120

180

240

300



10

atgtcccgta
aaagtgccag
ttttcctgte
tatcaaccag
tgtgtgagtt
gaactccagt

gaggaataa

catacacaat
aagaccgtta
gcaacggagc
aggcgatcgg
atccccegtte

ttgggcgeta

ES 2667718 T3

taaagttcge
tatcctgecac
ttgcaccget
attgtcacca
tgacttggaa

ttttgctaag

gatcgecgcca
actgccgaaa
tgtgctgtga
gatttacgte
gtagagacac

gggaaagtta

<210> 92

<211>122

<212> PRT

<213> Nostoc punctiforme

<400> 92

Met

1

Thr

Glu

Thr

Ala

65

Cys

Asp

Val

Ser

His

Lys

Ala

50

Ile

Val

Glu

Lys

<210>93

<211> 321

<212> ADN

Arg

Thr

Gln

35

Cys

Gly

Ser

Val

Ala
115

Thr

Leu

20

Gly

Ala

Leu

Tyr

Tyr

100

Gly

Tyr

Lys

val

Val

Ser

Pro

85

Glu

Leu

Thr

Vval

Glu

Arg

Pro

70

Arg

Leu

Pro

Ile

Pro

Leu

Val

55

Asp

Ser

Gln

Leu

Lys

Glu

Pro

40

Leu

Leu

Asp

Phe

Asp
120

val

Asp

25

Phe

Ser

Arg

Leu

Gly

105

Glu

147

Arg

10

Arg

Ser

Gly

Gln

Glu

90

Arg

ctggcaaaac
aacaaggtgt

gggtattgtce

agcaaggtta
aagacgaaga

aagcgggttt

Asp

Tyr Ile

Cys

Glu Ile

60

Gln
75

Gly
Val

Glu

Tyr Phe

Glu

acacacccta
ggaactaccg
aggagaaatt
tgcecctgttyg
tgaagtctac

accgttagat

Ala

Leu

Asn

45

Tyr

Tyr

Thr

Ala

Thr

His

30

Gly

Gln

Ala

Gln

Lys
110

Gly

15

Thr

Ala

Pro

Leu

Asp

Gly

60
120
180
240
300
360

369

Lys

Ala

Cys

Glu

Leu

80

Glu

Lys
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<213> Nostoc punctiforme

<400> 93
atgcccaaaa cttacaccgt agaaatcgat catcaaggca aaattcatac cttgecaagtt 60
cctgaaaatg aaacgatcett atcagttgec gatgetgetg gtttggaact geccgagttet 120
tgtaatgcag gtgtttgecac aacttgegece ggtcaaataa gccagggaac tgtggatcaa 180
actgatggea tgggegttag tecagattta caaaagcaag gttacgtatt getttgtgtt 240
gcgaaacccc tttctgattt gaaacttgaa acagaaaagg aagacatagt ttatcagtta 300
caatttggca aagacaaata a 321

<210> 94

<211> 106

<212> PRT

<213> Nostoc punctiforme

<400> 94
Met Pro Lys Thr Tyr Thr Val Glu Ile Asp His Gln Gly Lys Ile His
1 5 10 15

Thr Leu Gln Val Pro Glu Asn Glu Thr Ile Leu Ser Val Ala Asp Ala
20 25 30

Ala Gly Leu Glu Leu Pro Ser Ser Cys Asn Ala Gly Val Cys Thr Thr
35 40 45

Cys Ala Gly Gln Ile Ser Gln Gly Thr Val Asp Gln Thr Asp Gly Met
50 55 60

Gly Val Ser Pro Asp Leu Gln Lys Gln Gly Tyr Val Leu Leu Cys Val
65 70 75 80

Ala Lys Pro Leu Ser Asp Leu Lys Leu Glu Thr Glu Lys Glu Asp Ile
85 90 95

Val Tyr Gln Leu Gln Phe Gly Lys Asp Lys
100 105

<210> 95

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

148



10

15

20

25

30

35
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<400> 95

cgcggatcce ttgattctac tgeggegagt

<210> 96

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 96

cacgcaccta ggttcacact cccatggtat aacaggggceg ttggactcct gtg

<210> 97

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 97

gttataccat gggagtgtga acctaggtgc gtggcecgaca ggatagggcg tgt
<210> 98

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 98

cgeggatceca acgeatecete actagteggg

<210> 99

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 99

catgccatgg aaagecacgt tgtgtetcaa aatctcetg

<210> 100
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<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 100

ctagtctaga gecgetgaggt ctgectegtg aa

150
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REIVINDICACIONES
Método para producir un alcano o alqueno en una célula huésped, comprendiendo el método:

(a) introducir y expresar un polinucleétido de biosintesis de aldehidos que codifica para un polipéptido
de biosintesis de aldehidos que tiene actividad acil-ACP reductasa en dicha célula huésped;

(b) introducir y expresar un polinucleétido de biosintesis de alcanos y alquenos que codifica para un
polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos que tiene actividad descarbonilasa en dicha célula
huésped, en el que dicho polinucledétido de biosintesis de alcanos o alquenos comprende:

(i) una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de al menos el 70% con SEQ ID NO: 1,
3,5,7,9, 11,13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35, en el que la secuencia de acido nucleico
codifica para un polipéptido que tiene actividad descarbonilasa, o

(i) una secuencia de acido nucleico que hibrida con un complemento de una secuencia de &cido
nucleico de SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 6 35, o con un
fragmento del mismo, en el que la secuencia de acido nucleico codifica para un polipéptido que tiene
actividad descarbonilasa; y

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

Método segun la reivindicaciéon 1, en el que dicho polipéptido de biosintesis de aldehidos que tiene
actividad acil-ACP reductasa procede de una cianobacteria.

Método segun la reivindicaciéon 1 6 2, en el que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos tiene
actividad descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la célula huésped se selecciona del
grupo que consiste en una célula de levadura, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una
célula de algas y una célula bacteriana, preferiblemente la célula bacteriana es una célula de E. coli.

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

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho polipéptido de biosintesis de
aldehidos comprende:

(i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82, en el que el
polipéptido tiene dicha actividad acil-ACP reductasa,

(i) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 70% con SEQ ID NO: 66, 68,
70,72,74,76, 78, 80 u 82, en el que el polipéptido tiene dicha actividad acil-ACP reductasa, o

(iii) la secuencia de aminoacidos segun (ii) con una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas, en
el que el polipéptido tiene dicha actividad acil-ACP reductasa.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicho polipéptido de biosintesis de
alcanos o alquenos comprende:

(i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34 6 36, o una variante de la misma, en el que el polipéptido tiene dicha actividad descarbonilasa,

(i) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 70% con SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36, en el que el polipéptido tiene dicha actividad
descarbonilasa, o

(iii) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34 6 36 con una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas, en el que el polipéptido tiene
dicha actividad descarbonilasa.

Cultivo celular que comprende una célula huésped, en el que

(@) un polinucledtido de biosintesis de aldehidos que codifica para un polipéptido de biosintesis de
aldehidos que tiene actividad acil-ACP reductasa; y

(b) un polinucleétido de biosintesis de alcanos y alquenos que codifica para un polipéptido de biosintesis
de alcanos y alquenos que tiene actividad descarbonilasa
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se introducen y se expresan en dicha célula huésped y se produce un alcano o alqueno en el cultivo celular
cuando dicha célula huésped se cultiva en un medio de cultivo que contiene una fuente de carbono en
condiciones eficaces para expresar dicho polipéptido de biosintesis de aldehidos y dicho polipéptido de
biosintesis de alcanos o alquenos,

en el que dicho polipéptido de biosintesis de aldehidos comprende

(i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82, en el que el
polipéptido tiene actividad acil-ACP reductasa,

(ii) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 70% con SEQ ID NO: 66,
68, 70,72, 74,76, 78, 80 u 82, en el que el polipéptido tiene actividad acil-ACP reductasa, o

(iii) la secuencia de aminoacidos segun se define en (ii) con una o mas sustituciones de aminoacidos
conservativas, en el que el polipéptido tiene actividad acil-ACP reductasa;

y en el que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos comprende

(i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34 6 36, o una variante de la misma, en el que el polipéptido tiene actividad descarbonilasa,

(i) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 70% con SEQ ID NO: 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36, en el que el polipéptido tiene actividad
descarbonilasa, o

(iii) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34 6 36 con una o0 mas sustituciones de aminoacidos conservativas, en el que el polipéptido
tiene actividad descarbonilasa.

Cultivo celular segun la reivindicacion 8, en el que dicho polipéptido de biosintesis de aldehidos tiene
actividad acil-ACP reductasa y procede de una cianobacteria.

Cultivo celular segun la reivindicacion 8 6 9, en el que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o
alquenos tiene activad descarbonilasa y procede de una cianobacteria.

Cultivo celular segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en el que la célula huésped se selecciona
del grupo que consiste en una célula de levadura, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos,
una célula de algas y una célula bacteriana.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o cultivo celular segun una cualquiera de las
reivindicaciones 8-11, en el que el alcano o alqueno es un alcano o alqueno C13-Co1.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o cultivo celular segun una cualquiera de las
reivindicaciones 8-11, en el que el alcano o alqueno se selecciona del grupo que consiste en tridecano,
metiltridecano, nonadecano, metilnonadecano, heptadecano, metilheptadecano, pentadecano,
metilpentadecano, pentadeceno, heptadeceno, metilpentadeceno y metilheptadeceno.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o cultivo celular segun una cualquiera de las
reivindicaciones 8-11, que comprende un alcano o alqueno que tiene un 5'°C de aproximadamente -15,4 o
mayor.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o cultivo celular segun una cualquiera de las
reivindicaciones 8-11 que comprende un alcano o alqueno que tiene una fu'’C de al menos
aproximadamente 1,003.

Célula huésped modificada genéticamente, en la que,

(@) un polinucledtido de biosintesis de aldehidos que codifica para un polipéptido de biosintesis de
aldehidos que tiene actividad acil-ACP reductasa; y

(b) un polinucleétido de biosintesis de alcanos y alquenos que codifica para un polipéptido de biosintesis
de alcanos y alquenos que tiene actividad descarbonilasa

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

en el que dicho polipéptido de biosintesis de aldehidos comprende
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(i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80 u 82, en el que el
polipéptido tiene actividad acil-ACP reductasa,

(i) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 70% con SEQ ID NO: 66, 68,
70,72, 74,76, 78, 80 u 82, en el que el polipéptido tiene actividad acil-ACP reductasa, o

(iii) la secuencia de aminoacidos segun (ii) con una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas, en
el que el polipéptido tiene actividad acil-ACP reductasa;

y en el que dicho polipéptido de biosintesis de alcanos o alquenos comprende

(i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34 6 36, o una variante de la misma, en el que el polipéptido tiene actividad descarbonilasa,

(i) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 70% con SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 6 36, en el que el polipéptido tiene actividad
descarbonilasa, o

(iii) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34 6 36 con una o mas sustituciones de aminoéacidos conservativas, en el que el polipéptido tiene
actividad descarbonilasa.
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FIG. 38

ES 2667718 T3

NUmeros de registro el 10 de Abril de 2009

NUmero de registro

% de identidad

% de similitud

Longitud de alineacion

gi| 135970898 |gb | EBLOS614.1|
gi| 134964254 | gb | EBES9803.1]
gi| 142528845 | gb | ECY73505.1|
gi| 135713677 |gb | EBJ38387.1|
gi|141225813 | gb| ECQ49060.1|
gi1144115151 |gb|EDI97334.1|
gi| 142133005 |gb | ECV83152.1|
gi| 137965371 |gb|EBX01252.1]
gi| 134786157 |gb|EBD42319.1]
gi[ 136216894 |gb | EBM66672.1 |
gi143271262 |gb |EDE04654.1|
gi|135973786|gb|EBLO7573.1]
gi1140222739|gb|ECK35865.1]
gi[139710482|gb|ECG93903.1]
gi| 140109767 |gb| ECI60294.1|
gi[137939755 | gb | EBW86789.1]
gi|140086977 |gb|ECJ44922.1|
gi|143729007 |gb | EDG48416.1|
gi|143217179|gb|EDD66368.1|
gi138728422 |gb| ECB60007.1|
gi| 143540790 |gb| EDF53461.1|
gi|143580323 |gb|EDF73830.1|
gi1137317024 |gb|EBT41871.1|
gi|143567212 |gb|EDF67415.1|
gi1140726723 |gb| ECN09681.1 |
gi|136249402 [gb| EBM88688.1|
gi1141156650|gb|ECQ02018.1|
gi]143550472 |gb| EDF58473.1|
gi| 139581046 |gb| ECG04925.1 |
gi1141904835 |gb| ECU06854.1
gi| 143596624 |gb| EDF78559.1|
gi1142808717 |gh| EDA73967.1|
gi|137639134|gb|EBV19468.1|
gi| 140970945 |gh| ECO75236.1 |
gi|137724335|gb|EBV66164.1]
gi| 143095952 |gb|EDC78454.1 |
g11135919851 |gb | EBK71172.1|
gi|143083445 |gb | EDC69308.1 |
gi| 137949431 |gb| EBW92260.1|
gi| 136336883 |gb| EBN48108.1 |
gi| 136008042 |gb | EBL28916.1|
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219
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214
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gi| 134796061 |gb | EBD49256.1]
81143142117 |gb| EDD12240.1]
gi]141842906 |gb | ECT63492.1|
gi1137436109|gb|EBU09046.1|
gi|142796298 | gb | EDA64685.1|
gi|138143480|gb | EBX98705.1|
gi|136004890gb|EBL27104.1]
gi|142206956 |gb | ECW39307.1]
gi135813588|gb | EBK00762.1]
gi|137008728|gb| EBR69250.1|
gi|141443295 |gb | ECR86509.1|
gi|135999440|gb | EBL23890.1|
gi136001501 |gb | EBL25083.1|
gi|137008499|gb|EBR69124.1|
gi|135813080|gb | EBK00444.1|
gi|139947991 |gb | ECI56786.1]
gi|136255251 |gb| EBM92608.1]
gi1141717528 |gb| ECS91623.1]
gi1141153056 |gb| ECP99448.1]
gi|140654921 |gb| ECM59517.1]
gi| 140993407 |gb|EC091072.1]
gi|143171676|gb| EDD33295.1|
gi]143659341|gb| EDG12240.1|
gi|138539256 |gb| ECA29247.1|
gi|141964470 |gb| ECU48335.1 |
gi1139227663 |gb| ECE28885.1|
gi| 135926500 |gb| EBK75672.1]
gi| 140708786 |gb| ECM97174.1]
gi| 139523141 |gb| ECF65392.1]
gi|137874181|gb| EBWA49523.1|
gi1143221750|gb| EDD69688.1|
gi| 140086962 |gb| EC}44914.1]
gi|142781070|gb| EDA53384.1|
gi1139775004 |gb| ECH37282.1]
gi|136260534 |gb| EBM96169.1|
gi|137441185 |gb|EBU11854.1|
gi1136330550|gb| EBN43814.1|
gi1139650149 |gb| ECG51660.1|
gi| 143638003 [gb| EDF99869.1]
gi|137949739 |gb| EBW92432.1|
gi|143382653 |gb| EDE68551.1]
gi| 138989189 |gb| ECC70595.1|
gi| 138408887 |gb| EBZ46853.1|
gi|137230040 |gb|EBS93199.1|
gi| 141605381 |gb| ECS53894.1|
gi| 137858747 |gb| EBW40699.1 |
gi]140209383 |gb |ECK27191.1
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gi| 142753984 |gb|EDA33411.1] 60.7 75.3 150
gi[137242084|gb|EBS99775.1| 64.9 82.4 148
gi1136229422|gb |EBM75188.1] 64.6 82.3 147
gi| 140311369 gb |ECK89744.1| 73.3 85.6 146
gi] 140866197 |gb |ECO03647.1| 65.1 82.2 146
gi| 139229558 |gb | ECE29833.1] 61.4 76.6 145
gi|141659030|gb |ECS68172.1] 61.4 76.6 145
gi] 139580852 |gb | ECG04786.1] 65.3 81.9 144
gi|138338712|gb|EBZ05758.1] 65.3 81.9 144
gi|136204827|gb | EBM58548.1 61.3 76.8 142
gi|139095530|gb | ECD38154.1] 64.0 81.3 139
gi[136351648 |gb |EBN58190.1| 60.1 76.1 138
gi| 138155154 |gb | EBY06350.1] 67.9 80.3 137
gi| 137644530|gb |EBV22059.1| 63.1 80.8 130
gi|143775710|gb|EDG72409.1| 61.5 79.2 130
gi]143500330|gb|EDF32920.1| 63.1 77.9 122
gi|139709584|gb|ECG93249.1| 71.1 85.1 121
gi|142537519|gb | ECY79816.1] 62.8 81.0 121
gi1137944410|gb | EBW89433.1 | 64.2 78.3 120
gi137387955|gb | EBT81682.1| 63.9 78.2 119
gi|139955976|gb | ECI62054.1| 71.2 84.8 118
gi1137251843 |gb | EBT05348.1| 62.1 77.6 116
gi|138442523|gb |EBZ70326.1| 62.1 76.7 116
gi141590592 | gb | ECS49420.1 | 60.7 78.6 112
gi|143187997 |gb|EDD45026.1] 60.7 77.7 112
gi143655969|gb | EDG10472.1| 61.5 78.0 109
gi1139459255 |gb | ECF24788.1] 62.9 79.1 105
gi1141976584|gb |ECU56751.1| 62.9 79.1 105
gi|139233104|gb|ECE31190.1] 69.6 83.3 102
gi|139233107 |gb|ECE31193.1| 70.3 82.2 101
gi|138582711 |gb| ECA59616.1| 61.4 77.2 101
gi| 138442855 |gb| EBZ70514.1| 61.4 75.3 101
gi|137662676 |gb|EBV31757.1| 60.4 76.2 101
gi|139846062 |gb| ECH87248.1| 62.6 74.8 99
gi| 136935327 |gb| EBR27657.1] 60.6 74.5 94
gi|137466252 |gb| EBU25703.1 | 67.0 80.2 91
gi| 137820604 |gb| EBW18665.1| 63.7 80.2 91
gi|138539295 |gb | ECA29276.1| 62.6 79.1 91
gi]136239262 |gb|EBM81844.1| 64.7 81.2 85
81136294902 |gb| EBN19768.1] 64.7 81.2 85
gi|137413136 |gb| EBT96003.1| 61.2 76.5 85
gi| 137641041 |gb] EBV20354.1| 60.0 72.9 85
gi|142508710 | gb| ECY58869.1] 64.3 82.1 84
gi| 140096399 |gb| ECJ51008.1| 62.2 81.7 82
gi|137938664 |gb| EBWS6178.1] 64.0 81.3 75
gi|137275448 |gb|EBT18729.1] 58.1 70.3 74
gi|141955842 |gb|ECU42610.1 | 63.0 80.8 73

194




g11139221707 |gb| ECE24659.1]
gi|142508709|gb|ECY58868.1]
gi|137523719|gb|EBUS5323.1]
gi[140781524 |gb|ECN46583.1|
gi|137627577|gb|EBV13553.1|
gi[141951833|gb |ECU39722.1|
gi1137232510|gb | EBS94613.1]

ES 2667718 T3

66.2
52.9
65.2
65.6
60.0
59.7
59.7

83.1
68.6
82.6
82.8
73.3
73.7
73.7

71
70
69
64
60
57
57

Punto de corte usado: >50% de identidad y >25% de la longitud de synpcc7942_1593
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FIG. 39

Numeros de registro el 10 de abril de 2009

. ) % de % de Longitud de
Ntmero de registro identidad | - similitud | alineacién
gi|143288250|gb|EDE13503.1] 71.3 80.5 87
gi|142342310|gh|ECX39602.1| 713 80.5 87
gi| 137949588 | gbh | EBW92346.1] 70.7 85.9 92
gi| 139984340|gb|ECI81897.1] 70.6 78.8 85
gi|140249046|gb | ECKS4318.1| 69.7 82.0 267
gi|142111437|gb{ECV67406.1| 69.2 813 182
gi|142994709|gb|EDC04737.1| 68.8 81.2 138
gi]| 143066602 | gb |EDC56955.1 | 67.7 81.5 248
gi|138840827|gh{ECC11022.1| 67.1 78.8 146
gi]137829071|gb |EBW23606.1| 66.7 77.1 96
gi|142133008|gb|ECV83155.1] 66.5 79.5 337
gi| 143095956 gb |[EDC78458.1| 66.4 79.1 339
gi|144115152|gh|EDI97335.1| 66.4 794 339
gi[140732156|gb |[ECN13587.1| 66.1 795 254
gi}136241230|gb|EBM&3170.1| 66.0 78.6 103
gi[140001769|gb |ECI93451.1] 65.9 769 91
gi| 139305662 |gb | ECE48752.1] 65.9 80.0 205
gi{137634503|gh|EBV17219.1| 65.8 80.7 114
gi}138584841|gh|ECAG1142.1] 65.5 819 116
gi]135919849]gb|EBK71170.1] B5.4 76.6 107
gi]141153057]gb|ECP99449.1] 65.4 79.6 280
gi|141976585]gh|ECU56752.1] 65.3 776 98
gi|142206955]|gh | ECW39306.1| 65.3 78.5 340
gi]141804802|gb|ECT36785.1] 65.3 76.8 95
gi|138931154 |gh|ECC47219.1| 65.1 76.7 86
gi|138408888|gb |EBZ46854.1 | 65.1 78.0 255
gi|134743188|gb|EBD14908.1| 64.8 78.8 307
gi|138168794 gh|EBY16028.1] 64.8 77.6 304
gi[135749749{gb|EBJG0T721.1| 64.8 79.1 105
gi]138338711|gb|EBZ05757.1| 64.6 80.0 175
gi|142827948|gb|EDA88477.1| 64.5 77.7 121
gi|138361576|gh|EBZ15968.1| 64.4 78.7 267
gi|140517919|gb|ECMO08416.1 | 64.4 77.4 115
gi|135813081 |gh|EBKO0445.1| 64.3 79.7 143
gi|137627576|gb|EBV13552.1| 64.3 80.1 171
gi|141161845|gb|ECQ0O5757.1] 64.2 77.1 109
gi{140992134|gh|ECO90156.1] 64.2 76.8 95
gi}137796334 |gh| EBW04596.1 | 64.2 78.9 279
gi|137619413|gb | EBV08950.1 | 64.1 77.6 223
gi|140517917|gb|ECMO08414.1| 64.1 79.6 181
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gi]137232509|gb | EBS94612.1]
gi1135811491|gb|EBI99446.1]
gi|141167040]gb | ECQ09480.1 |
gi1143441820|gb|EDES7777.1]
gi1140311368|gb | ECK89743.1|
gi1140970943|gb|ECO75234.1 |
gi1136817739|gb| EBQ60666.1
gi|141717529|gb| ECS91624.1|
gi|137632337|gb| EBV16047.1]
gi|137662677|gb| EBV31758.1]
gi1140091056|gb|ECJ47190.1|
gi143217178|gb|EDD66367.1|
gi1139984339|gb|ECI81896.1|
gi|139382506|gb|ECE73591.1]
gi1140096397 |gb |ECJ51006.1]
gi|134606350|gb|EBC34611.1]
gi| 140705175 |gb| ECM95033.1|
81139846064 |gb| ECH87250.1
g1137953535 | gb| EBW94572.1]
gi|143738737|gb|EDG53066.1 |
811141951832 |gb|ECU39721.1]
g11143271261|gb|EDE04653.1|
gi139846065 |gb| ECH87251.1|
gi|137251844 |gb|EBT05349.1|
gi| 136249401 |gb|EBM88687.1|
gi1134628580 |gb | EBC48074.1]
gi1136312048 |gb|EBN31461.1|
gi1143221751|gb| EDD69689.1 |
gi1141955844 |gb| ECU42612.1|
gi|143395654 |gb| EDE73119.1]
gi|142781071|gb|EDA53385.1
gi|136303394|gb| EBN25555.1 |
gi1143557688 |gb | EDF62238.1|
gi|136008043 |gb|EBL28917.1]
811143596625 |gb | EDF78560.1
gi|137641042 |gb| EBV20355.1]
gi|136231267 |gb|EBM76426.1]
gi1143175604 |gb|EDD36054.1 |
gi| 142508708 |gb|ECY58867.1]
gi1135926501 |gb | EBK75673.1]
gi]141955884 |gb|ECU42641.1|
8142821119 |gb| EDA83282.1]
gi1134609411 |gb|EBC36492.1]
gi| 142885864 |gb|EDB27722.1]
gi136204828 | gb| EBM58549.1|
gi|143580324 |gb|EDF73831.1]
gi|143766375 |gb|EDG67769.1|

64.1
64.0
64.0
64.0
64.0
64.0
63.8
63.7
63.7
63.6
63.6
63.5
63.5
63.4
63.4
63.4
63.4
63.1
63.1
63.1
63.1
63.1
63.0
63.0
63.0
63.0
62.9
62.9
62.9
62.8
62.8
62.7
62.6
62.6
62.6
62.6
62.5
62.5
62.5
62.5
62.4
62.4
62.4
62.3
62.3
62.2
62.2
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79.0
77.7
78.8
78.2
79.3
76.6
785
78.8
77.7
79.7
782
78.8
76.3
78.9
79.7
77.9
77.0
76.0
78.0
76.6
76.6
76.6
78.8
78.8
78.8
77.0
76.2
78.9
75.7
77.5
79.3
77.7
77.9
77.6
77.0
79.1
76.7
76.7
76.7
76.6
77.8
78.7
75.8
75.4
77.0
76.7
77.0

181
314
250
261
261
111
340
146
256
143
280
137
156
194
153
131
191
179
241
111
111
111
146
146
146
100
143
194
140
218
164
319
131
294
318
163
339
339
339
320
189
202
194
207
318
339
339




ES 2667718 T3

gi| 143500332 |gb |EDF32922.1]
gi]139233105|gb |ECE31191.1]
gi| 143738779|gb|EDG53089.1]
gi| 134964255 | gb |EBE59804.1 |
gi| 140863545 | gb |ECO01751.1]
gi| 137944409 |gh |EBWS9432.1 |
gi|143411619|gb |EDES1261.1]
gi| 142753988 | gb | EDA33415.1]
gi| 139580853 |gh | ECG04787.1]
gi] 141227933 |gb |ECQ50606.1|
gi| 143659340 gb |EDG12239.1]
gi| 136935328 | gb |EBR27658.1|
gi| 137275449|gh |EBT18730.1]
gi| 138585243 | gb |ECAG1437.1]
gi| 139195947 gb | ECE06889.1|
gi| 139424973 |gb |ECF02640.1]
gi| 141380828 | gb |ECR42772.1|
gi] 136351647 gb |EBN58189.1|
gi| 136304410 gb | EBN26254.1 |
gi| 139948037 | gb | ECI56814.1]
g} 135970899 | gb | EBLO5615.1]
gi1138627165|gb |ECA90647.1]
gi| 137395720 gb |EBT86160.1]
gi| 1400869601 gb | ECI44912.1]
gi|141024916|gb |ECP11582.1]
gi|139095531|gb|ECD38155.1]
gi| 141659029 gb |ECS68171.1]
gi| 139969430|gb |ECI71470.1 |
gi| 136986729|gb |EBR56775.1|
gi| 143634197 |gb|EDF97600.1]
gi|135973785|gb|EBLO7572.1]
gi[ 143200944 |gb | EDD54508.1]
gi| 137787263 |gb|EBV99371.1]
gi|139204136|gb|ECE12313.1]
gi| 136001500 |gb | EBL25082.1]
gi| 141874476 |gb|ECT85572.1|
gi| 137905325 |gb | EBW67375.1|
811140089341 |gb | ECJ46519.1|
£i| 140855194 |gb |ECN95754.1
gi1134965622|gb |EBE60718.1]
gi1141527125|gb|ECS15588.1]
gi]136218988 |gb | EBM68086.1 |
g11142364499 |gh|ECX54765.1|
gi]141603393 |gb| ECS53340.1|
g11136216893 |gb | EBM66671.1|
g1143743653 |gh|EDG56305.1|
gi1140222741|gb | ECK35867.1|
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62.2
62.1
62.1
62.1
62.1
62.0
62.0
62.0
61.9
61.9
61.8
61.8
61.8
61.8
61.7
61.7
61.7
61.7
61.6
61.6
61.6
61.5
61.5
61.5
61.4
61.4
61.4
61.4
61.4
61.3
61.3
61.3
61.2
61.2
61.2
61.2
61.1
61.1
61.1
61.1
61.1
61.0
60.9
60.8
60.8
60.8
60.7

76.4
76.5
76.8
77.1
77.0
78.5
76.7
77.0
75.7
751
783
77.7
775
76.5
76.2
76.3
75.8
77.0
75.7
76.8
76.8
75.5
74.8
77.1
76.7
76.7
77.2
76.7
757
76.7
76.3
74.6
76.3
76.7
76.3
76.4
74.9
754
75.9
758
76.0
734
76.1
74.8
76.3
73.7
73.0

339
132
314
153
269
158
339
339
202
173
157
157
204
136
269
274
227
339
185
224
211
143
143
249
223
210
127
215
202
313
279
173
232
219
219
237
175
203
203
339
208
154
330
143
245
148
163
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£i|142389887 |gb | ECX71634.1] 60.6 74.8 198
gi1139315697 |gb| ECE51398.1} 60.6 76.4 241
gi1136255250|gb| EBM92607.1| 60.5 76.0 291
gi|137387954|gb|EBT81681.1] 60.5 76.6 124
gi1139229559 | gh | ECE29834.1| 60.4 75.3 202
gi|140866196|gb| ECO03646.1 | 60.1 74.6 303
gi|139229561 |gb| ECE29836.1| 60.0 74.0 100
gi|140957440|gb | ECO66006.1 | 59.9 75.9 274
gi|143567213 |gb|EDF67416.1] 59.8 74.8 286
gi|139955973 | gb|ECI62051.1] 59.8 72.2 97
gi|140726724|gb| ECN0O9682.1 | 59.7 73.4 154
gi1139775003 |gb| ECH37281.1| 59.6 73.7 99
gi137949740|gb | EBW92433 1| 58.7 71.7 92
gi|139650150|gb|ECG51661.1| 57.7 73.2 97
gi1142528844 |gb |ECY73504.1 | 56.7 70.0 90

Punto de corte usado: >50% de identidad y >25% de la longitud de synpcc7942 1594
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