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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la produccion mejorada de acidos grasos y derivados de los mismos
Antecedentes de la invencién

El petréleo crudo es un recurso natural limitado, que se encuentra en la Tierra en forma liquida, gaseosa y solida.
Aunque el petrdleo crudo es un recurso valioso, se descubre y se extrae de la Tierra a un coste financiero y ambiental
considerable. Ademas, en su forma natural, el petréleo crudo extraido de la Tierra tiene pocos usos comerciales. El
petréleo crudo 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 petrdleo
crudo debe refinarse y purificarse a un coste considerable antes de que pueda usarse comercialmente.

El petréleo crudo es también una fuente primaria de materias primas para la produccion de productos petroquimicos.
Las dos clases principales de materias primas derivadas del petréleo son olefinas de cadena corta (por ejemplo, etileno
y propileno) y compuestos aromaticos (por ejemplo, isémeros de benceno y xileno). Estas materias primas derivan de
hidrocarburos de cadena mas larga del petréleo crudo mediante craqueo del mismo a un coste considerable usando
una diversidad de métodos, tales como craqueo catalitico, craqueo por vapor o reforma catalitica. Estas materias
primas pueden usarse para fabricar productos petroquimicos tales como mondémeros, disolventes, detergentes y
adhesivos, que de otra manera no pueden refinarse directamente a partir de petréleo crudo.

Los productos petroquimicos, a su vez, pueden usarse para fabricar productos quimicos especiales, tales como
plasticos, resinas, fibras, elastdmeros, productos farmacéuticos, lubricantes y geles. Los productos quimicos
especiales que pueden producirse a partir de materias primas petroquimicas incluyen acidos grasos, hidrocarburos
(por ejemplo, de larga cadena, de cadena ramificada, saturados, insaturados, etc.), aldehidos grasos, alcoholes
grasos, ésteres, cetonas, lubricantes, etc.

Debido a los desafios inherentes que plantea el petréleo, existe la necesidad de una fuente de petréleo renovable que
no sea necesario explorar, extraer, transportar a largas distancias o refinar sustancialmente como el petréleo crudo.
También existe la necesidad de una fuente de petréleo renovable que pueda producirse econdmicamente sin crear el
tipo de dafio ambiental que produce la industria petrolera y la quema de combustibles a base de petréleo. Por razones
similares, también existe la necesidad de una fuente renovable de productos quimicos que normalmente derivan del
petréleo.

Un método para producir petréleo renovable es mediante ingenieria de microorganismos para producir productos del
petréleo renovables. Desde hace mucho tiempo se sabe que algunos microorganismos poseen una capacidad natural
para producir productos del petréleo (por ejemplo, levadura para producir etanol). Mas recientemente, el desarrollo de
biotecnologias avanzadas ha hecho posible modificar mediante ingenieria metabdlica un organismo para producir
bioproductos y biocombustibles. Los bioproductos (por ejemplo, los productos quimicos) y los biocombustibles (por
ejemplo, el biodiésel) son alternativas renovables a los productos quimicos y los combustibles a base de petréleo,
respectivamente. Los bioproductos y los biocombustibles pueden derivar de fuentes renovables, tales como materia
vegetal, materia animal y materia de desecho orgénica, conocidos colectivamente como biomasa.

Los biocombustibles pueden sustituir cualquier combustible a base de petréleo (por ejemplo, gasolina, diésel,
combustible de aviacion, aceite de calefaccion, etc.) y ofrecen varias ventajas con respecto a los combustibles a base
de petréleo. Los biocombustibles no requieren una exploraciéon o extraccion cara y arriesgada. Los biocombustibles
pueden producirse localmente y por tanto no requieren transporte a largas distancias. Ademas, los biocombustibles
pueden fabricarse directamente y requieren poco o ningun refinado adicional. Ademas, la combustién de
biocombustibles provoca una menor carga sobre el medio ambiente puesto que la cantidad de emisiones nocivas (por
ejemplo, gases de efecto invernadero, contaminacion del aire, etc.) que se libera durante la combustion se reduce en
comparacion con la combustion de los combustibles a base de petréleo. Ademas, los biocombustibles mantienen un
ciclo de carbono equilibrado porque los biocombustibles se producen a partir de biomasa, un recurso natural renovable.
Aunque la combustion de biocombustibles libera carbono (por ejemplo, en forma de diéxido de carbono), este carbono
se reciclara durante la produccién de biomasa (por ejemplo, el cultivo de cultivos), equilibrando de este modo el ciclo
del carbono, que no se consigue con el uso de combustibles a base de petréleo.

Los productos quimicos derivados biolégicamente ofrecen ventajas sobre los productos petroquimicos similares a las
que los biocombustibles ofrecen sobre los combustibles a base de petréleo. En particular, los productos quimicos
derivados biolégicamente pueden convertirse a partir de biomasa en el producto quimico deseado directamente sin
necesidad de un refinado exhaustivo, a diferencia de los productos petroquimicos, que deben producirse mediante el
refinado de petrdleo crudo para recuperar materias primas que después se procesan adicionalmente en el producto
petroquimico deseado.

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

Como los alcanos de cadena corta, los alquenos de cadena corta se usan en combustibles para el 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 aceite potenciada, acidos grasos, tioles, epoxidos de anhidridos alquenilsuccinicos, alcanos clorados,
alquenos clorados, ceras, aditivos de combustible y reductores de flujo de arrastre.

Los ésteres tienen muchos usos comerciales. Por ejemplo, el biodiésel, un combustible alternativo, se compone de
ésteres (por ejemplo, éster metilico de acido graso, 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 aromatizantes.
Ademas, se usan ésteres como disolventes para lacas, pinturas y barnices. Ademas, algunas sustancias de origen
natural, tales como ceras, grasas y aceites se componen de ésteres. Los ésteres también se usan como agentes
suavizantes en resinas y plasticos, plastificantes, retardantes de llama y aditivos en la gasolina y el aceite. Ademas,
pueden usarse ésteres en la fabricacion de polimeros, peliculas, tejidos, colorantes y productos farmacéuticos.

Se usan aldehidos para producir muchos productos quimicos especiales. Por ejemplo, se usan aldehidos para producir
polimeros, resinas (por ejemplo, baquelita), colorantes, aromatizantes, plastificantes, perfumes, productos
farmacéuticos y otros productos quimicos, algunos de los cuales pueden usarse como disolventes, conservantes o
desinfectantes. Ademas, determinados compuestos naturales y sintéticos, tales como vitaminas y hormonas, son
aldehidos, y muchos azucares contienen grupos aldehido. Los aldehidos grasos pueden convertirse en alcoholes
grasos por reduccién quimica o enzimatica.

Los alcoholes grasos tienen muchos usos comerciales. Las ventas anuales mundiales de alcoholes grasos y sus
derivados superan los 1.000 millones de dolares. Los alcoholes grasos de cadena mas corta se usan en las industrias
cosmética y alimentaria como emulsionantes, emolientes y espesantes. Debido a su naturaleza anfifila, los alcoholes
grasos se comportan como tensioactivos no iénicos, que son utiles en productos de cuidado personal y para el hogar,
tales como, por ejemplo, detergentes. Ademas, se usan alcoholes grasos en ceras, gomas, resinas, unguientos y
lociones farmacéuticas, aditivos de aceite lubricante, antiestaticos textiles y agentes de acabado, plastificantes,
cosmeéticos, disolventes industriales y disolventes para grasas.

La Acil-CoA sintasa (ACS) esterifica los acidos grasos libres a acil-CoA mediante un mecanismo de dos etapas. El
acido graso libre se convierte en primer lugar en un intermedio de acil-AMP (un adenilato) a través de la pirofosforolisis
de ATP. El carbono de carbonilo activado del adenilato después se acopla con el grupo tiol de CoA, liberando AMP y
el producto final de acil-CoA (Shockey et al., Plant. Physiol., 129: 1710-1722 (2002)).

FadR es un factor regulador clave que participa en la degradacién de los acidos grasos y las vias de biosintesis de los
acidos grasos (Cronan et al., Mol. Microbiol., 29(4): 937-943 (1998)). La enzima ACS de E. coli FadD y la proteina de
transporte de acidos grasos Fadl son componentes esenciales de un sistema de captacion de acidos grasos. Fadl
media el transporte de los acidos grasos a la célula bacteriana, y FadD media la formacion de ésteres de acil-CoA.
Cuando no hay otra fuente de carbono disponible, los acidos grasos exdgenos son captados por bacterias y
convertidos en ésteres de acil-CoA, que puede unirse al factor de transcripcion FadR y desreprimir la expresion de los
genes fad que codifican las proteinas responsables del transporte (Fadl), la activacion (FadD) y la B-oxidacion de
acidos grasos (FadA, FadB, FadE y FadH). Cuando hay fuentes alternativas de carbono disponibles, las bacterias
sintetizan acidos grasos como acil-ACP, que se usan para la sintesis de fosfolipidos, pero no son sustratos para la -
oxidacion. Por tanto, acil-CoA y acil-ACP son fuentes independientes de acidos grasos que pueden dar lugar a
diferentes productos finales (Caviglia et al., J. Biol. Chem., 279(12): 1163-1169 (2004)). El documento US 2010/242345
describe microorganismos modificados mediante ingenieria genética que producen productos de la via biosintética de
los acidos grasos (derivados de acidos grasos) y métodos para su uso.

Sigue existiendo la necesidad de métodos y composiciones para potenciar la producciéon de productos quimicos
derivados biolégicamente, tales como acidos grasos y derivados de acidos grasos. La presente invencidn proporciona
dichos métodos y composiciones. La invencién proporciona adicionalmente productos derivados de los acidos grasos
y derivados de los mismos producidos mediante los métodos que se describen en el presente documento, tales como
combustibles, tensioactivos y detergentes.

Breve sumario de la invencion

La invencién proporciona métodos mejorados para producir un acido graso o un derivado de acido graso del mismo
en una célula hospedadora bacteriana. EI método consiste en (a) proporcionar una célula hospedadora bacteriana
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modificada por ingenieria genética que comprende un promotor heterélogo y/o un sitio de unién a ribosomas unido
operativamente a una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido FadR, provocando dicho promotor y/o
sitio de unién a ribosomas la sobreexpresion del polipéptido FadR en dicha célula, (b) cultivar la célula hospedadora
bacteriana modificada por ingenieria genética en un medio de cultivo en condiciones que permitan la produccion de
un acido graso o un derivado de acido graso del mismo y (c) aislar el acido graso o un derivado de acido graso del
mismo de la célula hospedadora bacteriana modificada por ingenieria genética, en donde el acido graso o derivado
de acido graso del mismo es un acido graso, una acil-ACP, una acil-CoA, un aldehido graso, un alcohol de cadena
corta, un alcohol de cadena larga, un alcohol graso, un hidrocarburo o un éster. Como resultado de este método, uno
o0 mas de entre el titulo, el rendimiento o la productividad del acido graso o derivado de acido graso producido por la
célula hospedadora bacteriana modificada por ingenieria genética aumentan con respecto al de la célula hospedadora
de tipo silvestre correspondiente.

También se desvelan acidos grasos y derivados de acidos grasos, tales como un acil-CoA, un aldehido graso, un
alcohol de cadena corta, un alcohol de cadena larga, un alcohol graso, un hidrocarburo o un éster, producidos mediante
los métodos de la invencion. Se desvelan adicionalmente composiciones de biocombustible y composiciones de
tensioactivo que comprenden un acido graso o un derivado de acido graso producidos mediante los métodos de la
invencion.

Breve descripcion de las distintas vistas de los dibujos

La FIG. 1 es un cuadro de genes de ejemplo adecuados para su uso en la practica de la invencion. Los numeros
de registro de polipéptidos y/o polinucleétidos son de la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) y los numeros CE de enzimas son del Comité de Nomenclatura de
la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB, por sus siglas en inglés).

La FIG. 2 es un grafico de la produccién de especies grasas en una cepa de E. coli de control (ALC310) o la cepa
de insercion de transposoén, D288.

La FIG. 3 es un diagrama que representa la ubicacion de la insercion de transposén en la cepa D288.

La FIG. 4 es un grafico de barras de titulos totales de especies grasas (FA, por sus siglas en inglés) de la biblioteca
de expresion de las cepas de E. coli que tienen una expresion alterada de FadR de tipo silvestre o FadR[S219N]
mutante en comparacion con los titulos de FA de la cepa de E. coli de control (ALC487).

La FIG. 5 es un grafico de barras de titulos totales de especies grasas (FA) en tres fermentaciones en matraz de
agitacion (SF, por sus siglas en inglés) separadas de la cepa D512 de E. coli que tiene una expresion alterada de
FadR de tipo silvestre en comparacién con los titulos de FA en la cepa ALC487 de control.

La FIG. 6 es un grafico de barras de rendimiento total de especies grasas en carbono en fermentaciones en matraz
de agitacion de la cepa ALC487 de control o de la cepa D512 de E. coli que tiene una expresion alterada de FadR
de tipo silvestre.

La FIG. 7 es un gréfico de produccién de 4cido graso y alcohol graso y de rendimiento total de especies grasas en
fermentaciones de biorreactores de 5 | de la cepa ALC487 de control alimentada a una tasa de glucosa de 10 g/l’h
o de la cepa D512 que tiene una expresion alterada de FadR de tipo silvestre alimentada a una tasa de glucosa
de 10 g/l/h 0 15 g/l/h. Las barras representan el titulo de alcohol graso o acido graso, y los circulos representan el
rendimiento total de especies grasas en carbono.

La FIG. 8 es un grafico de produccién de acido graso y alcohol graso y rendimiento total de especies grasas en
fermentaciones en matraz de agitacion de la cepa D512 o una cepa D512 en la que se suprimio el gen entD. Las
barras representan el titulo de acido graso o alcohol graso y los circulos representan el rendimiento de acido graso.
La FIG. 9 es un grafico de titulos y rendimientos totales de especies grasas (acidos grasos y FAME) en dos cepas
de E. coli de la biblioteca de sitios de unién de ribosomas (RBS) que tienen una expresién alterada de FadR[S219N]
mutante (es decir, P1A4 y P1G7) en comparacion con los titulos y rendimientos totales de especies grasas en la
cepa de E. coli parental (DAM1-pDS57) en fermentaciones en matraz de agitacion (SF) a 32 °C. Las barras
representan los titulos totales de especies grasas después de 56 horas de cultivo y los cuadrados representan el
rendimiento total de especies grasas después de 56 horas de cultivo.

La FIG. 10 es un grafico de lineas de titulos combinados de FAME y acidos grasos libres (FFA) en la cepa parental
DAM1 pDS57 o cepas de biblioteca de RBS P1A4 o P1G7 en fermentaciones en biorreactor en varios puntos
temporales tras la induccion de la produccion de FAME y FFA, en donde DAM1 P1A4 y DAM1 P1G7 expresan
FadR y DAM1 pDS57 no expresa FadR.

La FIG. 11 es un grafico de lineas de rendimientos combinados de FAME y FFA en la cepa parental DAM1 pDS57
o cepas de biblioteca de RBS P1A4 o P1G7 en fermentaciones en biorreactor en varios puntos temporales tras la
induccion de la produccion de FAME y FFA, en donde DAM1 P1A4 y DAM1 P1G7 expresan FadR y DAM1 pDS57
no expresa FadR.

Descripcion detallada de la invencién
La invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que la alteracién del nivel de expresion de FadR en
una célula hospedadora facilita una produccién potenciada de acidos grasos y derivados de acidos grasos por la célula

hospedadora.

La invencién proporciona métodos mejorados para producir un acido graso o un derivado de acido graso en una célula



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 808 287 T9

hospedadora bacteriana. El método consiste en (a) proporcionar una célula hospedadora bacteriana modificada por
ingenieria genética que comprende un promotor heterélogo y/o un sitio de union a ribosomas unido operativamente a
una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido FadR, provocando dicho promotor y/o sitio de unién a
ribosomas la sobreexpresion del polipéptido FadR en dicha célula, (b) cultivar la célula hospedadora bacteriana
modificada por ingenieria genética en un medio de cultivo en condiciones que permitan la producciéon de un acido
graso o un derivado del mismo y (c) aislar el acido graso o un derivado del mismo de la célula hospedadora bacteriana
modificada por ingenieria genética, en donde el acido graso o el derivado del mismo es un acido graso, una acil-ACP,
una acil-CoA, un aldehido graso, un alcohol de cadena corta, un alcohol de cadena larga, un alcohol graso, un
hidrocarburo o un éster. Como resultado de este método, uno o mas de entre el titulo, el rendimiento o la productividad
del acido graso o derivado de acido graso producido por la célula hospedadora bacteriana modificada por ingenieria
genética aumentan con respecto al de la célula hospedadora de tipo silvestre correspondiente.

Definiciones

Como se utilizan en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un”, "una" y
"el" o0 "la" incluyen los referentes en plural salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Por tanto, por ejemplo,
la referencia a "una célula hospedadora recombinante" incluye dos o mas de dichas células hospedadoras
recombinantes, la referencia a "un alcohol graso" incluye uno o mas alcoholes grasos o mezclas de alcoholes grasos,
la referencia a "una secuencia codificante de acido nucleico” incluye una o mas secuencias codificantes de acido
nucleico, la referencia a "una enzima" incluye una o mas enzimas, y similares.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece la invencion.
Aunque en la practica de la presente invencion pueden usarse otros métodos y materiales similares, o equivalentes,
a los que se describen en el presente documento, los materiales y métodos preferidos se describen en el presente
documento.

En la descripcion y la reivindicacion de la presente invencion, se usara la siguiente terminologia de acuerdo con las
definiciones que se exponen a continuacion.

Numeros de registro: Los niumeros de registro de secuencias a lo largo de la presente descripcidon se obtuvieron de
las bases de datos proporcionadas por el NCBI (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica) mantenido por los
Institutos Nacionales de Salud, EE.UU. (que se identifican en el presente documento como "Numeros de registro del
NCBI" o, como alternativa, como "Numeros de registro del GenBank"), y de la base de conocimiento UniProt
(UniProtKB) y las bases de datos Swiss-Prot proporcionadas por el Instituto Suizo de Bioinformatica (que se identifican
en el presente documento como "Numeros de registro del UniProtkKB").

Numeros de la clasificacién de enzimas (CE): Los nimeros CE son establecidos por el Comité de Nomenclatura de la
Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB), cuya descripcion se encuentra disponible en el sitio
web de la Nomenclatura de enzimas IUBMB en la World Wide Web. Los numeros CE clasifican las enzimas de acuerdo
con la reaccion catalizada.

La expresion "polipéptido FadR" se refiere a un polipéptido que tiene una actividad biolégica que corresponde a la de
FadR derivado de E. coli MG1655 (SEQ ID NO: 1).

Como se usa en el presente documento, la expresion "acido graso o derivado del mismo" significa un "acido graso" o
un "derivado de acido graso". El término "acido graso" significa un acido carboxilico que tiene la formula RCOOH. R
representa un grupo alifatico, preferentemente, 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 realizacién preferida, el acido graso se prepara a partir de una via biosintética de acidos
grasos. Un "derivado de acido graso" es un producto preparado en parte a partir de la via biosintética de acidos grasos
del organismo hospedador de produccion. "Derivados de acidos grasos" incluye productos preparados en parte a partir
de acil-ACP o derivados de acil-ACP. Los derivados de acidos grasos de ejemplo incluyen, por ejemplo, acil-CoA,
acidos grasos, aldehidos grasos, alcoholes de cadena corta y larga, hidrocarburos, alcoholes grasos, ésteres (por
ejemplo, ceras, ésteres de acidos grasos o ésteres grasos), olefinas terminales, olefinas internas y cetonas.

Una "composicion de derivado de acido graso”, como se denomina en el presente documento, es producida por una
célula hospedadora recombinante y normalmente comprende una mezcla de derivado de acido graso. En algunos
casos, la mezcla incluye mas de un tipo de producto (por ejemplo, acidos grasos y alcoholes grasos, acidos grasos y
ésteres de acidos grasos o alcanos y olefinas). En otros casos, las composiciones de derivado de acido graso pueden
comprender, por ejemplo, una mezcla de alcoholes grasos (u otro derivado de acido graso) con diversas longitudes
de cadena y caracteristicas de saturacion o ramificacién. En otros casos mas, la composicion de derivado de acido
graso comprende una mezcla tanto de mas de un tipo de producto como de productos con diversas longitudes de
cadena y caracteristicas de saturacion o ramificacion.

Como se usa en el presente documento "acil-CoA" se refiere a un aciltioéster formado entre el atomo de carbono
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carbonilico de la cadena de alquilo y el grupo sulfhidrilo de la fraccidn 4'-fosfopantetionilo de la coenzima A (CoA), que
tiene la formula R-C(O)S-CoA, donde R es cualquier grupo alquilo que tiene al menos 4 atomos de carbono.

Como se usa en el presente documento "acil-ACP" se refiere a un aciltioéster formado entre el carbono carbonilico de
una cadena de alquilo y el grupo sulfhidrilo de la fraccion fosfopanteteinilo de una proteina portadora de acilo (ACP).
La fraccion fosfopanteteinilo se une después de la traduccién a un resto de serina conservado en la ACP mediante la
accion de la proteina sintasa portadora de holo-acilo (ACPS), una fosfopanteteinil transferasa. En algunas
realizaciones, una acil-ACP es un intermedio en la sintesis de acilF-ACP completamente saturadas. En otras
realizaciones, una acil-ACP es un intermedio en la sintesis de acil-ACP insaturadas. En algunas realizaciones, la
cadena de carbono tendra aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25
0 26 carbonos. Cada una de estas acil-ACP son sustratos para las enzimas que los convierten en derivados de acidos
grasos.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "via biosintética de los &cidos grasos" significa una via
biosintética que produce acidos grasos. La via biosintética de los acidos grasos incluye acido graso sintasas que
pueden modificarse por ingenieria genética para producir acidos grasos y, en algunas realizaciones, pueden
expresarse con enzimas adicionales para producir acidos grasos que tengan las caracteristicas deseadas de la cadena
de carbono.

Como se usa en el presente documento, "aldehido graso" significa un aldehido que tiene la féormula RCHO
caracterizada por un grupo carbonilo (C=0). En algunas realizaciones, el aldehido graso es cualquier aldehido
preparado a partir de un acido graso o derivado de acido graso.

Como se usa en el presente documento, "alcohol graso" significa un alcohol que tiene la formula ROH. En algunas
realizaciones, el alcohol graso es cualquier alcohol preparado a partir de un acido graso o derivado de acido graso.

En determinadas realizaciones, el grupo R de un &cido graso, aldehido graso o alcohol graso tiene al menos 5, al
menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18 o al menos 19, carbonos de longitud. Como alternativa, o ademas,
el grupo R tiene 20 o menos, 19 0 menos, 18 o menos, 17 o menos, 16 o menos, 15 o menos, 14 0 menos, 13 o
menos, 12 o menos, 11 o menos, 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 0 6 0 menos atomos de carbono de
longitud. Por tanto, el grupo R puede tener un grupo R limitado por dos cualquiera de los criterios de valoracion
anteriores. Por ejemplo, el grupo R puede tener 6-16 atomos de carbono de longitud, 10-14 atomos de carbono de
longitud, o 12-18 atomos de carbono de longitud. En algunas realizaciones, el acido graso, aldehido graso o alcohol
graso es un acido graso, aldehido graso o alcohol graso Cs, C7, Cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C1e, C17, C1s, Cro,
C20, C21, C22, C23, C24, C25 0 C26. En determinadas realizaciones, el acido graso, aldehido graso o alcohol graso es un
acido graso, aldehido graso o alcohol graso Cs, Cs, C10, C12, C13, C14, C15, C16, C17 0 Crs.

El grupo R de un acido graso, aldehido graso o alcohol graso puede ser una cadena lineal o una cadena ramificada.
Las cadenas ramificadas pueden tener mas de un punto de ramificacion y pueden incluir ramificaciones ciclicas. En
algunas realizaciones, el acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado es un acido
graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado Ce, C7, Cs, Co, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C1s,
C17, Cus, C1g, C20, C21, C22, C23, C24, C25 0 C26. En realizaciones particulares, el acido graso ramificado, aldehido graso
ramificado o alcohol graso ramificado es un acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso
ramificado Cs, Cs, C10, C12, C13, C14, C15, C16, C17 0 C1s. En determinadas realizaciones, el grupo hidroxilo del acido
graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado esta en la posicion primaria (C1).

En determinadas realizaciones, el acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado es un
iso-acido graso, iso-aldehido graso o iso-alcohol graso, o un anteiso-acido graso, un anteiso-aldehido graso o anteiso-
alcohol graso. En realizaciones de ejemplo, el acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso
ramificado se selecciona entre acido graso ramificado, aldehido graso ramificado o alcohol graso ramificado iso-Cr:o,
is0-Cs:0, is0-Cg:0, is0-C10:0, iS0O-11:0, iS0-C12:0, iS0-C13:0, i50-C14:0, iS0-15:0, iS0-C16:0, i80-C17:0, is0-C18:0, is0-C19:0, anteiso-
C7.0, anteiso-Cs:0, anteiso-Ca:0, anteiso-C10:0, anteiso-C11:0, anteiso-C12:0, anteiso-C13:0, anteiso-C14:0, anteiso-C1s:o,
anteiso-C1e:0, anteiso-C17.0, anteiso-Cis:0 y anteiso-C1o.0.

El grupo R de un &cido graso ramificado o no ramificado, aldehido graso ramificado o no ramificado o alcohol graso
ramificado o no ramificado puede estar saturado o no saturado. Si esta insaturado, el grupo R puede tener uno o mas
de un punto de insaturacion. En algunas realizaciones, el acido graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol
graso insaturado es un acido graso monoinsaturado, aldehido graso monoinsaturado o alcohol graso monoinsaturado.
En determinadas realizaciones, el acido graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol graso insaturado es un
acido graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol graso insaturado C6:1, C7:1, C8:1, C9:1, C10:1, C11:1,
C12:1, C13:1, C14:1, C15:1, C16:1, C17:1, C18:1, C19:1, C20:1, C21:1, C22:1, C23:1, C24:1, C25:1 o C26:1. En
determinadas realizaciones preferidas, el acido graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol graso insaturado
es C10:1, C12:1, C14:1, C16:1 o C18:1. En otras realizaciones mas, el acido graso insaturado, aldehido graso
insaturado o alcohol graso insaturado esta insaturado en la posicion omega-7. En determinadas realizaciones, el acido
graso insaturado, aldehido graso insaturado o alcohol graso insaturado comprende un doble enlace cis.
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Como se usa en el presente documento, el término "alcano” significa hidrocarburos saturados o compuestos que
consisten solamente en carbono (C) e hidrégeno (H), en donde estos atomos estan unidos entre si por enlaces
sencillos (es decir, son compuestos saturados).

Los términos "olefina" y "alqueno” se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a hidrocarburos que
contienen al menos un doble enlace carbono-carbono (es decir, son compuestos insaturados).

Las expresiones "olefina terminal”, "a-olefina", "alqueno terminal" y "1-alqueno"” se usan indistintamente en el presente
documento con referencia a a-olefinas o alquenos con una férmula quimica CxH2x, se distinguen de otras olefinas con
una férmula molecular similar por la linealidad de la cadena hidrocarbonada y la posicion del doble enlace en la
posicion primaria o alfa.

Como se usa en el presente documento, la expresion "éster graso" puede usarse en referencia a un éster. En una
realizacion preferida, un éster graso es cualquier éster preparado a partir de un acido graso, por ejemplo, un éster de
acido graso. En algunas realizaciones, un éster graso contiene un lado A y un lado B. Como se usa en el presente
documento, un "lado A" de un éster se refiere a la cadena de carbono unida al oxigeno de carboxilato del éster. Como
se usa en el presente documento, un "lado B" de un éster se refiere a la cadena de carbono que comprende el
carboxilato parental del éster. En realizaciones en las que el éster graso deriva de la via biosintética de acidos grasos,
el lado A es aportado por un alcohol y el lado B es aportado por un acido graso.

Puede usarse cualquier alcohol para formar el lado A de los ésteres grasos. Por ejemplo, el alcohol puede derivar de
la via biosintética de acidos grasos. Como alternativa, el alcohol puede producirse a través de vias biosintéticas de
acidos no grasos. Ademas, el alcohol puede proporcionarse exdgenamente. Por ejemplo, el alcohol puede
suministrarse en el caldo de fermentacion en los casos en los que el éster graso es producido por un organismo. Como
alternativa, un acido carboxilico, tal como un acido graso o acido acético, puede suministrarse exdgenamente en los
casos en los que el éster graso es producido por un organismo que también puede producir alcohol.

Las cadenas de carbono que comprenden el lado A o el lado B pueden tener 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 o 18 carbonos de longitud. Cuando
el éster graso es un éster metilico de acido graso, el lado A del éster tiene 1 carbono de longitud. Cuando el éster
graso es un éster etilico de acido graso, el lado A del éster tiene 2 carbonos de longitud. El lado B del éster puede
tener al menos aproximadamente 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 o 26 carbonos de longitud. El lado A y/o el lado
B pueden ser de cadena lineal o ramificada. Las cadenas ramificadas pueden tener uno o mas puntos de ramificacion.
Ademas, las cadenas ramificadas pueden incluir ramas ciclicas. Ademas, el lado A y/o el lado B pueden estar
saturados o insaturados. Si esta insaturado, el lado A y/o el lado B pueden tener uno o mas puntos de insaturacion.

En algunas realizaciones, el éster de acido graso es un éster metilico de acido graso (FAME) o un éster etilico de
acido graso (FAEE). En determinadas realizaciones, el FAME es un beta-hidroxi (B-OH) FAME. En una realizacion, el
éster graso se produce biosintéticamente. En esta realizacion, primero el acido graso se "activa". Son ejemplos no
limitantes de acidos grasos "activados" acil-CoA, acil ACP y acil fosfato. Acil-CoA puede ser un producto directo de la
biosintesis o degradacién de acidos grasos. Ademas, puede sintetizarse acil-CoA a partir de un acido graso libre, una
CoA y un trifosfato de nucleétido de adenosina (ATP). Un ejemplo de una enzima que produce acil-CoA es la acil-CoA
sintasa.

Después de que un acido graso se activa, puede transferirse facilmente a un nucledfilo receptor. Son nucledfilos de
ejemplo alcoholes, tioles o fosfatos.

En una realizacion, el éster graso es una cera. La cera puede derivar de un alcohol de cadena larga y un acido graso
de cadena larga. En otra realizacién, el éster graso es un tioéster de acido graso, por ejemplo, acil Coenzima A (CoA)
grasa. En ofras realizaciones, el éster graso es un acil pantotenato graso, una proteina portadora de acilo (ACP) o un
éster de fosfato graso.

Como se usa en el presente documento "acil CoA" se refiere a un aciltioéster formado entre el &tomo de carbono
carbonilico de la cadena de alquilo y el grupo sulfhidrilo de la fraccién 4'-fosfopantetionilo de la coenzima A (CoA), que
tiene la formula R-C(O)S-CoA, donde R es cualquier grupo alquilo que tiene al menos 4 atomos de carbono. En algunos
casos, una acil CoA sera un intermedio en la sintesis de acil CoA totalmente saturadas, incluyendo, pero sin limitacion,
3-ceto-acil CoA, una 3-hidroxi acil CoA, una delta-2-trans-enoil-CoA o una alquil acil CoA. En algunas realizaciones,
la cadena de carbono tendra aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25 o 26 atomos de carbono. En otras realizaciones la acil CoA estara ramificada. En una realizacion, la acil CoA
ramificada es una isoacil CoA, en otra, es una anti-isoacil CoA. Cada una de estas "acil CoA" son sustratos para
enzimas que las convierten en derivados de acidos grasos tales como los que se describen en el presente documento.

La expresion "nivel de expresion alterado" y "nivel de expresion modificado" se usan indistintamente, y significan que
un polinucledtido, polipéptido o hidrocarburo esta presente a una concentracion diferente en una célula hospedadora
modificada en comparacién con su concentracién en una célula de tipo silvestre correspondiente en las mismas
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condiciones.

"Polinucledtido” se refiere a un polimero de ADN o ARN, que puede ser monocatenario o bicatenario y que puede
contener nucleétidos no naturales o modificados. Las expresiones "polinucleétido”, "acido nucleico", y "molécula de
acido nucleico" se usan en el presente documento indistintamente para referirse a una forma polimérica de nucleétidos
de cualquier longitud, ya sea ribonucleétidos (ARN) o desoxirribonucleétidos (ADN). Estos términos se refieren a la
estructura primaria de la molécula y, por lo tanto, incluyen ADN bicatenario y monocatenario, y ARN bicatenario y
monocatenario. Los términos incluyen, como equivalentes, analogos de ARN o ADN hechos de analogos de
nucledtidos y polinucleétidos modificados tales como, pero sin limitacion, polinucleétidos metilados y/o protegidos
terminalmente. El polinucleétido puede estar en cualquier forma, incluyendo, pero sin limitacion, plasmido, virico,
cromosomico, EST, ADNc, ARNm y ARNr.

El término "nucledtido”, como se usa en el presente documento, se refiere a una unidad monomérica de un
polinucledtido que consiste en una base heterociclica, un azdcar y uno o mas grupos fosfato. Las bases naturales
(guanina, (G), adenina, (A), citosina, (C), timina, (T) y uracilo (U)) normalmente derivan de purina o pirimidina, aunque
debe entenderse que también se incluyen analogos de bases naturales y no naturales. El aztcar natural es la pentosa
(azucar de cinco atomos de carbono) desoxirribosa (que forma el ADN) o ribosa (que forma el ARN), aunque debe
entenderse que también se incluyen analogos de azucares naturales y no naturales. Los acidos nucleicos normalmente
estan unidos mediante enlaces fosfato para formar acidos nucleicos o polinucleétidos, aunque se conocen muchos
otros enlaces en la técnica (por ejemplo, fosforotioatos, boranofosfatos y similares).

Los polinucledtidos que se describen en el presente documento pueden comprender nucleétidos degenerados que se
definen de acuerdo con el cédigo IUPAC para la degeneracion de nucledtidos endonde Bes C,GoT;DesA, GoT;
HesA, CoT;KesGoT;MesAoC;NesA,C,GoT;ResA0G;SesCoG;VesA, CoG;WesAoT;yYesC
oT.

Los términos "polipéptido” y "proteina” se refieren a un polimero de restos de aminoacidos. La expresion "polipéptido
recombinante" se refiere a un polipéptido que se produce mediante técnicas de ADN recombinante, en donde
generalmente el ADN que codifica la proteina expresada o el ARN se inserta en un vector de expresion adecuado que
a su vez se usa para transformar una célula hospedadora para producir el polipéptido o ARN.

En algunas realizaciones, el polipéptido, polinucledtido o hidrocarburo que tiene un nivel de expresion alterado o
modificado esta "sobreexpresado” o tiene un "nivel de expresiéon aumentado”. Como se usa en el presente documento,
"sobreexpresar" y "aumentar el nivel de expresion" significan expresar o hacer que se exprese un polinucleétido,
polipéptido o hidrocarburo en una célula a una concentracién superior a la que se expresa normalmente en una célula
de tipo silvestre correspondiente en las mismas condiciones. Por ejemplo, un polipéptido puede "sobreexpresarse" en
una célula hospedadora modificada por ingenieria genética cuando el polipéptido esta presente en una concentracion
mayor en la célula hospedadora modificada por ingenieria genética en comparacién con su concentracion en una
célula hospedadora no modificada por ingenieria genética de la misma especie en las mismas condiciones.

En otras realizaciones, el polipéptido, polinucleétido o hidrocarburo que tiene un nivel de expresion alterado esta
"atenuado"” o tiene un "nivel de expresién disminuido”. Como se usa en el presente documento, "atenuar" y "disminuir
el nivel de expresion" significan expresar o hacer que se exprese un polinucleétido, polipéptido o hidrocarburo en una
célula a una concentracion inferior a la que se expresa normalmente en una célula de tipo silvestre correspondiente
en las mismas condiciones.

El grado de sobreexpresién o atenuacion puede ser de 1,5 veces o mas, por ejemplo, 2 veces o mas, 3 veces 0 mas,
5 veces o0 mas, 10 veces o mas, o 15 veces o mas. Como alternativa, o ademas, el grado de sobreexpresién o
atenuacion puede ser de 500 veces o0 menos, por ejemplo, 100 veces o menos, 50 veces 0 menos, 25 veces 0 menos,
0 20 veces 0 menos. Por tanto, el grado de sobreexpresion o atenuacion puede estar limitada por dos cualquiera de
los criterios de valoracion anteriores. Por ejemplo, el grado de sobreexpresién o atenuacion puede ser de 1,5-500
veces, 2-50 veces, 10-25 veces o 15-20 veces.

En algunas realizaciones, un polipéptido que se describe en el presente documento tiene "un nivel de actividad
aumentado”. Por "nivel de actividad aumentado" se entiende que un polipéptido tiene un nivel mayor de funcién
bioquimica o bioldgica (por ejemplo, union a ADN o actividad enzimatica) en una célula hospedadora modificada por
ingenieria genética en comparacion con su nivel de funcién bioquimica y/o biolégica en una célula hospedadora de
tipo silvestre correspondiente en las mismas condiciones. El grado de actividad potenciada puede ser de
aproximadamente el 10 % o mas, aproximadamente el 20 % o mas, aproximadamente el 50 % o mas,
aproximadamente el 75 % o mas, aproximadamente el 100 % o mas, aproximadamente el 200 % o mas,
aproximadamente el 500 % o mas, aproximadamente el 1000 % o mas, o cualquier intervalo incluido en los mismos.

Un polinucledtido o polipéptido puede atenuarse usando métodos conocidos en la técnica. En algunas realizaciones,
la expresion de un gen o polipéptido codificado por el gen se atenta mediante la mutacion de las secuencias
polinucledtidas reguladoras que controlan la expresion del gen. En otras realizaciones, la expresion de un gen o
polipéptido codificado por el gen se atenda mediante la sobreexpresion de una proteina represora o proporcionando
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un elemento regulador exdgeno que active una proteina represora. En aun otras realizaciones, se usan métodos de
silenciamiento de genes basados en ADN o ARN para atenuar la expresion de un gen o polinucleétido. En algunas
realizaciones, la expresion de un gen o polipéptido se atenua totalmente, por ejemplo, suprimiendo toda o una porcion
de la secuencia polinucleotidica de un gen.

Un polinucledtido o polipéptido puede sobreexpresarse usando métodos conocidos en la técnica. En algunos aspectos,
la sobreexpresion de un polipéptido se consigue mediante el uso de un elemento regulador exdégeno. La expresion
"elemento regulador exdgeno" se refiere generalmente a un elemento regulador que se origina fuera de la célula
hospedadora. Sin embargo, en determinados aspectos, la expresion "elemento regulador exdégeno" puede referirse a
un elemento regulador derivado de la célula hospedadora cuya funcién se replica o se usurpa con el fin de controlar
la expresion de un polipéptido endégeno. Por ejemplo, si la célula hospedadora es una célula de E. coli y el polipéptido
FadR es codificado por un gen enddgeno fadR, entonces la expresion del fadR enddégeno puede controlarse mediante
un promotor derivado de otro gen de E. coli.

En algunos aspectos, el elemento regulador exégeno es un compuesto quimico, tal como una molécula pequefia.
Como se usa en el presente documento, la expresion "molécula pequefia” se refiere a una sustancia o compuesto que
tiene un peso molecular inferior a aproximadamente 1.000 g/mol.

En algunos aspectos, el elemento regulador exdégeno que controla la expresion de un gen fadR enddgeno es una
secuencia de control de la expresion que se une operativamente al gen fadR enddgeno mediante integracién
recombinante en el genoma de la célula hospedadora. En determinados aspectos, la secuencia de control de la
expresion se integra en un cromosoma de la célula hospedadora mediante recombinacion homdloga, usando métodos
conocidos en la técnica (por ejemplo, Datsenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97(12): 6640-6645 (2000)).

Las secuencias de control de la expresidon son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, promotores,
potenciadores, sefales de poliadenilacion, terminadores de la transcripcion, sitios de entrada de ribosomas internos
(IRES), sitios de union de ribosomas (RBS) y similares, que proporcionan la expresion de la secuencia polinucleotidica
en una célula hospedadora. Las secuencias de control de la expresién interactian especificamente con proteinas
celulares que participan en la transcripcion (Maniatis et al., Science, 236: 1237-1245 (1987)). Se describen ejemplos
de secuencias de control de la expresion en, por ejemplo, Goeddel, "Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology, Vol. 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). En los métodos de la invencion la secuencia de
control de la expresion es un promotor heterélogo y/o un sitio de unién de ribosomas.

En los métodos de la invencién, una secuencia de control de la expresion esta unida operativamente a una secuencia
polinucleotidica. Por "unidas operativamente" se entiende que una secuencia polinucleotidica y una secuencia o
secuencias de control de la expresion estan conectadas de manera que permiten la expresién génica cuando las
moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas activadoras de la transcripcion) se unen a la secuencia o secuencias de
control de la expresion. Los promotores unidos operativamente se encuentran en direccién 5' de la secuencia
polinucleotidica seleccionada en términos de la direccion de transcripcion y traduccion. Los potenciadores unidos
operativamente se pueden ubicar en direccién 5, dentro o en direccion 3’ del polinucledétido seleccionado.

En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica se proporciona a la célula hospedadora por medio de un vector
recombinante, que comprende un promotor unido operativamente a la secuencia polinucleotidica. En determinadas
realizaciones, el promotor es un promotor regulado por el desarrollo, especifico de organulo, especifico de tejido,
inducible, constitutivo o especifico de la célula.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de &cido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico, es decir, una secuencia polinucleotidica, al que se ha unido. Un tipo de vector util es
un episoma (es decir, un acido nucleico capaz de realizar la replicacion extracromosémica). Los vectores utiles son
aquellos capaces de realizar la replicacién auténoma y/o expresion de acidos nucleicos a los que estan unidos. Los
vectores capaces de dirigir la expresién de los genes a los que estan unidos operativamente se denominan, en el
presente documento, "vectores de expresion". En general, los vectores de expresion utiles en las técnicas de ADN
recombinante se encuentran normalmente en forma de "plasmidos" que, en general, se refieren a bucles de ADN
bicatenarios circulares que, en su forma vectorial, no estan unidos al cromosoma. Los términos "plasmido" y "vector"
se usan indistintamente en el presente documento, ya que el plasmido es la forma mas comiunmente utilizada de
vector. Sin embargo, también se incluyen otras formas de vectores de expresion que tienen funciones equivalentes y
que se dan a conocer en la técnica a continuacion.

La expresién "secuencias reguladoras”, como se usa en el presente documento, normalmente se refiere a una
secuencia de bases en el ADN, unida operativamente a secuencias de ADN que codifican una proteina que finalmente
controla la expresién de la proteina. Los ejemplos de secuencias reguladoras incluyen, pero sin limitacidn, secuencias
promotoras de ARN, secuencias de union de factor de transcripcion, secuencias de terminacién de la transcripcion,
moduladores de la transcripcion (tales como elementos potenciadores), secuencias de nucledtidos que afectan a la
estabilidad del ARN y secuencias reguladoras de la traduccion (tales como sitios de union a ribosomas (por ejemplo,
secuencias de Shine-Dalgarno en procariotas o secuencias de Kozak en eucariotas), codones de inicio, codones de
terminacion).
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Como se usa en el presente documento, la expresion "la expresion de dicha secuencia de nucleétidos se modifica con
respecto a la secuencia de nucleétidos de tipo silvestre”, significa un aumento o una disminuciéon en el nivel de
expresion y/o la actividad de una secuencia de nucledtidos enddgena o la expresién y/o actividad de una secuencia
de nucledtidos que codifica un polipéptido heterélogo o no nativo.

Como se usa en el presente documento, el término "expresar" con respecto a un polinucleétido es hacer que funcione.
Un polinucledtido que codifica un polipéptido (0 una proteina), cuando se expresa, se transcribira o se traducira para
producir ese polipéptido (o esa proteina). Como se usa en el presente documento, el término "sobreexpresar" significa
expresar o hacer que se exprese un polinucleétido o polipéptido en una célula a una concentracion superior a la
expresada normalmente en una célula de tipo silvestre correspondiente en las mismas condiciones.

En algunos aspectos, el vector recombinante comprende al menos una secuencia seleccionada entre el grupo que
consiste en (a) una secuencia de control de la expresién acoplada operativamente a la secuencia polinucleotidica; (b)
un marcador de seleccion acoplado operativamente a la secuencia polinucleotidica; (c) una secuencia marcadora
acoplada operativamente a la secuencia polinucleotidica; (d) una fraccion de purificacion acoplada operativamente a
la secuencia polinucleotidica; (e) una secuencia de secrecion acoplada operativamente a la secuencia polinucleotidica;
y (f) una secuencia de direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia polinucleotidica.

Los vectores de expresion descritos en el presente documento incluyen una secuencia polinucleotidica que se describe
en el presente documento en una forma adecuada para la expresion de la secuencia polinucleotidica en una célula
hospedadora. Los expertos en la materia apreciaran que el disefio del vector de expresién puede depender de factores
tales como la eleccion de la célula hospedadora que se vaya a transformar, el nivel de expresion del polipéptido
deseado, etc. Los vectores de expresion descritos en el presente documento pueden introducirse en células
hospedadoras para producir polipéptidos, incluyendo polipéptidos de fusion, codificados por las secuencias
polinucleotidicas como se describe en el presente documento.

La expresion de genes que codifican polipéptidos en procariotas, por ejemplo, E. coli, se realiza con mayor frecuencia
con vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de polipéptidos de fusion o
no fusién. Los vectores de fusién agregan una cantidad de aminoacidos a un polipéptido codificado en los mismos,
por lo general al extremo amino o carboxilo del polipéptido recombinante. Dichos vectores de fusion normalmente
sirven para uno o mas de los tres fines siguientes: (1) aumentar la expresion del polipéptido recombinante; (2)
aumentar la solubilidad del polipéptido recombinante; y (3) ayudar en la purificacién del polipéptido recombinante
actuando como ligando en la purificacion por afinidad. A menudo, en los vectores de expresion de fusion, se introduce
un sitio de escisidn proteolitica en la unién de la fraccion de fusién y el polipéptido recombinante. Esto permite la
separacion del polipéptido recombinante de la fraccién de fusién después de la purificacion del polipéptido de fusion.
Los ejemplos de dichas enzimas, y sus secuencias de reconocimiento afines, incluyen el factor Xa, la trombina y la
enterocinasa. Los vectores de expresion de fusion de ejemplo incluyen pGEX (Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway,
NJ; Smith et al., Gene, 67: 31-40 (1988)), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRITS (Pharmacia Biotech,
Inc., Piscataway, N.J.), que fusionan glutation S-transferasa (GST), proteina de uniéon a maltosa E o proteina A,
respectivamente, a la proteina recombinante diana.

Se conocen bien en la técnica sistemas de expresion adecuados para células procariotas y eucariotas; véase, por
ejemplo, Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
(1989). Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli no de fusion inducibles incluyen pTrc (Amann et al., Gene,
69: 301-315 (1988)) y PET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA, pags. 60-89 (1990)). En determinadas realizaciones, una secuencia polinucleotidica de la
invencion esta unida operativamente a un promotor derivado del bacteriéfago T5. Los ejemplos de vectores para la
expresion en levadura incluyen pYepSec1 (Baldari et al., EMBO J., 6: 229-234 (1987)), pMFa (Kurjan et al., Cell, 30:
933-943 (1982)), pJRY88 (Schultz et al., Gene, 54: 113-123 (1987)), pYES2 (Invitrogen Corp., San Diego, CA) y picZ
(Invitrogen Corp., San Diego, CA). Los vectores de baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en células
de insecto cultivadas (por ejemplo, células Sf9) incluyen, por ejemplo, la serie pAc (Smith et al., Mol. Cell Biol., 3: 2156-
2165 (1983)) y la serie de pVL (Lucklow et al., Virology, 170: 31-39 (1989)). Los ejemplos de vectores de expresion de
mamifero incluyen pCDMS8 (Seed, Nature, 329: 840 (1987)) y pMT2PC (Kaufinan et al., EMBO J., 6: 187-195 (1987)).

Los vectores pueden introducirse en células procariotas o eucariotas mediante técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion. Como se usa en el presente documento, los términos "transformacion" y "transfeccion”
se refieren a diversas técnicas reconocidas por la técnica para introducir acido nucleico extrafio (por ejemplo, ADN)
en una célula hospedadora, incluyendo la coprecipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio, la transfeccién
mediada por DEAE-dextrano, la lipofecciéon o la electroporacion. Se pueden encontrar métodos adecuados para
transformar o transfectar células hospedadoras en, por ejemplo, Sambrook et al. (citado anteriormente).

Para la transformacion estable de células bacterianas, se sabe que, segun el vector de expresién y la técnica de
transformacion utilizada, solo una fraccion pequefia de células captara y replicara el vector de expresion. Para
identificar y seleccionar estos transformantes, se puede introducir un gen que codifique un marcador seleccionable
(por ejemplo, resistencia a un antibidtico) en las células hospedadoras junto con el gen de interés. Los marcadores
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seleccionables incluyen aquellos que confieren resistencia a farmacos tales como, pero sin limitacién, ampicilina,
kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Los acidos nucleicos que codifican un marcador seleccionable pueden
introducirse en una célula hospedadora en el mismo vector que el que codifica un polipéptido descrito en el presente
documento o pueden introducirse en un vector separado. Las células transformadas de manera estable con el acido
nucleico introducido pueden identificarse mediante crecimiento en presencia de un farmaco de seleccién apropiado.

De la misma manera, para la transfeccion estable en células de mamifero, se sabe que, segun el vector de expresion
y la técnica de transfeccion utilizada, solo una pequefia fraccion de las células puede integrar el ADN extrafio en su
genoma. Con el fin de identificar y seleccionar estos integrantes, se puede introducir un gen que codifique un marcador
seleccionable (por ejemplo, resistencia a un antibiético) en las células hospedadoras junto con el gen de interés. Los
marcadores seleccionables preferidos incluyen los que confieren resistencia a farmacos, tal como G418, higromicina
y metotrexato. Los acidos nucleicos que codifican un marcador seleccionable pueden introducirse en una célula
hospedadora en el mismo vector que el que codifica un polipéptido descrito en el presente documento o pueden
introducirse en un vector separado. Las células transfectadas de manera estable con el acido nucleico introducido
pueden identificarse mediante crecimiento en presencia de un farmaco de seleccién apropiado.

En algunas realizaciones, el polipéptido FadR tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones, el polipéptido FadR esta codificado por un gen fadR obtenido de microorganismos del género
Escherichia, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Cronobacter, Yersinia, Serratia, Erwinia, Pecto-
bacterium, Photorhabdus, Edwardsiella, Shewanella o Vibrio.

En otras realizaciones, el polipéptido FadR es un homélogo de FadR que tiene una secuencia de aminoacidos al
menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al
menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

La identidad de un polipéptido FadR que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 1 no esta particularmente limitada y un experto habitual en la técnica puede identificar facilmente los
homdlogos de FadR derivado de E. coli MG1655 usando los métodos que se describen en el presente documento asi
como métodos conocidos en la técnica.

Como se usan en el presente documento, los términos "homdlogo", y "homdlogos" se refieren a un polinucledtido o un
polipéptido que comprende una secuencia que es al menos un 50 % idéntica a la secuencia polinucleotidica o
polipeptidica correspondiente. Preferentemente, los polinucledtidos o polipéptidos homdlogos tienen secuencias de
polinucledtidos o secuencias de aminoacidos que tienen al menos aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %,
84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 2 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos
aproximadamente un 99 % de homologia con la secuencia de aminoacidos o la secuencia polinucleotidica
correspondientes. Como se usan en el presente documento, los términos "homologia" de secuencia e "identidad" de
secuencia se usan indistintamente.

En resumen, los calculos de "homologia" entre dos secuencias se pueden realizar de la siguiente manera. Se alinean
las secuencias con fines comparativos éptimos (por ejemplo, se pueden introducir huecos en una o ambas de una
primera y una segunda secuencia de aminoacidos o de 4cido nucleico para un alineamiento 6ptimo, y las secuencias
no homodlogas se pueden descartar para fines comparativos). Luego se comparan los restos de aminoacidos o
nucledtidos de las posiciones de aminoéacidos o posiciones de nucledtidos correspondientes de la primera y segunda
secuencias. Cuando una posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoacido o nucleétido
que la posicién correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion (como
se usa en el presente documento, "identidad" de aminoacido o acido nucleico es equivalente a "homologia" de
aminoacido o acido nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos y la longitud de cada
hueco, que es necesario introducir para una alineacién 6ptima de las dos secuencias.

Puede realizarse la comparacion de secuencias y la determinacion del porcentaje de homologia entre dos secuencias
usando un algoritmo matematico, tal como BLAST (Altschul et al. J. Mol. Biol., 215(3): 403-410 (1990)). El porcentaje
de homologia entre dos secuencias de aminoacidos también se puede determinar usando el algoritmo de Needleman
y Wunsch, que se ha incorporado al programa GAP en el paquete de software GCG, usando una matriz Blossum 62
0 una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,506
(Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol., 48: 444-453 (1970)). El porcentaje de homologia entre dos secuencias de
nucleétidos también se puede determinar 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, 50 6. Un
experto en la materia puede realizar calculos iniciales de homologia y ajustar los parametros del algoritmo en
consecuencia. Un conjunto preferido de parametros (y el que deberia usarse si un profesional no estuviera seguro
acerca de qué parametros deben aplicarse para determinar si una molécula esta dentro de una limitacién de homologia
de las reivindicaciones) es una matriz de puntuaciéon Blossum 62 con una penalizaciéon por hueco de 12, una
penalizacién por hueco extendido de 4 y una penalizacion por hueco de desplazamiento de fase de 5. Se conocen
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métodos adicionales de alineamiento de secuencias en las técnicas de biotecnologia (véase, por ejemplo, Rosenberg,
BMC Bioinformatics, 6: 278 (2005); Altschul et al., FEBS J., 272(20): 5101-5109 (2005)).

Como se usa en el presente documento, la expresién "hibrida en condiciones de rigurosidad bajas, rigurosidad media,
rigurosidad alta o rigurosidad muy alta" describe las condiciones para la hibridacion y el lavado. Puede encontrarse
orientacion para llevar a cabo las reacciones de hibridacién en "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley &
Sons, N. Y. (1989), 6.3.1 - 6.3.6. En esa referencia, se describen métodos acuosos y no acuosos, y puede usarse
cualquier método. Las condiciones de hibridacién especificas citadas en el presente documento son las siguientes: 1)
condiciones de hibridacién de baja rigurosidad en cloruro de sodio/citrato de sodio 6X (SSC) a aproximadamente
45 °C, seguido de dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1 % al menos a 50 °C (la temperatura de los lavados puede
aumentarse a 55 °C para las condiciones de baja rigurosidad); 2) condiciones de hibridacion de rigurosidad media en
SSC 6X a aproximadamente 45 °C, seguida de uno o mas lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1 % a 60 °C; 3) condiciones
de hibridacion de rigurosidad elevada en SSC 6X a aproximadamente 45 °C, seguido de uno o mas lavados en 0,2x
SSC, SDS al 0,1 % a 65 °C; y preferentemente 4) condiciones de hibridacién de muy alta rigurosidad son fosfato de
sodio 0,5M, SDS al 7 % a 65 °C, seguida de uno o mas lavados en SSC 0,2X, SDS al 1 % a 65 °C. Las condiciones
de rigurosidad muy alta (4) son las condiciones preferidas a menos que se especifique lo contrario.

En algunas realizaciones, el polipéptido es un fragmento de cualquiera de los polipéptidos que se describen en el
presente documento. El término "fragmento” se refiere a una parte mas corta de un polipéptido o de una proteina de
longitud completa que varia en tamafo desde cuatro restos de aminoacidos hasta la secuencia de aminoacidos
completa menos un resto de aminoacido. En determinadas realizaciones de la invencion, un fragmento se refiere a la
secuencia de aminoacidos completa de un dominio de un polipéptido o de una proteina (por ejemplo, un dominio de
union al sustrato o un dominio catalitico).

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

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

El término "heterdlogo”, como se usa en el presente documento, se refiere normalmente a una secuencia de
nucleotidos o a una proteina que no esta presente de forma natural en un organismo. Por ejemplo, una secuencia
polinucleotidica endégena a una planta puede introducirse en una célula hospedadora mediante métodos
recombinantes y el polinucleétido vegetal es entonces un polinucleétido heterdlogo en una célula hospedadora
recombinante.

En algunas realizaciones, el polipéptido es un mutante o una variante de cualquiera de los polipéptidos descritos en
el presente documento. Los términos "mutante” y "variante", como se usan en el presente documento, se refieren a
un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de un polipéptido de tipo silvestre en al menos un
aminoacido. Por ejemplo, el mutante puede comprender una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos
conservadoras: el reemplazo de un aminoacido alifatico, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, con otro
aminoacido alifatico; el reemplazo de una serina con una treonina; el reemplazo de una treonina con una serina; el
reemplazo de un resto acido, tal como el acido aspartico y el acido glutdmico, con otro resto acido; el reemplazo de
un resto portador de un grupo amida, tal como la asparagina y la glutamina, con otro resto portador de un grupo amida;
el intercambio de un resto basico, tal como lisina y arginina, con otro resto bésico; y el reemplazo de un resto aromatico,
tal como fenilalanina y tirosina, con otro resto aromatico. En algunas realizaciones, el polipéptido mutante tiene
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas sustituciones, adiciones,
inserciones o supresiones de aminoacidos.

Como se usa en el presente documento, el término "mutagénesis" se refiere a un proceso mediante el que la
informacién genética de un organismo se cambia de manera estable. La mutagénesis de una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina produce una proteina mutante. La mutagénesis también se refiere a cambios en
las secuencias de acido nucleico no codificantes que producen una actividad proteica modificada.

Como se usa en el presente documento, el término "gen" se refiere a secuencias de acido nucleico que codifican un
producto de ARN o un producto proteico, asi como secuencias de acido nucleico unidas operativamente que afectan
a la expresion del ARN o proteina (por ejemplo, dichas secuencias incluyen, pero sin limitacion, secuencias promotoras
o potenciadoras) o secuencias de acido nucleico unidas operativamente que codifican secuencias que afectan a la
expresion del ARN o proteina (por ejemplo, dichas secuencias incluyen, pero sin limitacién, sitios de union a ribosomas
o secuencias de control de la traduccién).

En determinadas realizaciones, el polipéptido FadR comprende una mutacién en un resto de aminoacido que
corresponde al aminoacido 219 de la SEQ ID NO: 1. En determinadas realizaciones, la mutacién da como resultado
una sustitucidon del resto de aminoacido correspondiente al aminoacido 219 de la SEQ ID NO: 1 con un resto de
asparagina. La mutacion FadR(S219N) se ha descrito anteriormente (Raman et al., J. Biol. Chem., 270: 1092-1097
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(1995)).

Los fragmentos preferidos o mutantes de un polipéptido conservan una parte o la totalidad de la funcién bioldgica (por
ejemplo, la actividad enzimatica) del polipéptido de tipo silvestre correspondiente. En algunas realizaciones, el
fragmento o mutante conserva al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos
un 98 % o mas de la funcion bioldgica del polipéptido de tipo silvestre correspondiente. En otras realizaciones, el
fragmento o mutante conserva aproximadamente el 100 % de la funcion bioldgica del polipéptido de tipo silvestre
correspondiente. Puede encontrarse orientacion para determinar qué restos de aminoacidos pueden sustituirse,
insertarse o suprimirse sin afectar a la actividad biolégica usando programas informaticos bien conocidos en la técnica,
por ejemplo, software LASERGENE™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI).

En otras realizaciones mas, un fragmento o mutante presenta una funcién biolégica aumentada en comparacién con
el polipéptido de tipo silvestre correspondiente. Por ejemplo, un fragmento o mutante puede mostrar al menos un 10 %,
al menos un 25 %, al menos un 50 %, al menos un 75 % o al menos un 90 % de mejora en la actividad enzimatica en
comparacion con el polipéptido de tipo silvestre correspondiente. En otras realizaciones, el fragmento o mutante
presenta una mejora de al menos el 100 % (por ejemplo, al menos el 200 % o al menos el 500 %) de la actividad
enzimatica en comparacion con el polipéptido de tipo silvestre correspondiente.

Se entiende que los polipéptidos descritos en el presente documento pueden tener sustituciones de aminoacidos
conservativas o no esenciales adicionales, que no tengan un efecto sustancial sobre la funcién del polipéptido. Si se
tolerara o no una determinada sustitucion (es decir, si no afectara negativamente a la funcion biolégica deseada),
como la unién del ADN o la actividad enzimatica) puede determinarse como se describe en Bowie et al. (Science, 247:
1306-1310 (1990)).

Una "sustitucién de aminoacidos conservativa" es una en la que se reemplaza el resto de aminoacido por un resto de
aminoacido que tenga una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de restos de aminoacidos 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, tiroides, cisteina), cadenas laterales
no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas
laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

Las variantes pueden ser naturales o creadas in vitro. En particular, dichas variantes se pueden crear usando técnicas
de ingenieria genética, tales como mutagénesis dirigida, mutagénesis quimica aleatoria, procedimientos de eliminacién
de exonucleasa lll o técnicas de clonacion convencionales. Como alternativa, dichas variantes, fragmentos, analogos
o derivados se pueden crear mediante sintesis quimica o procedimientos de modificacion.

Los métodos para crear variantes son bien conocidos en la técnica. Estos incluyen procedimientos en los que se
modifican las secuencias de acido nucleico obtenidas a partir de aislados naturales para generar acidos nucleicos que
codifican polipéptidos que tienen caracteristicas que potencian su valor en aplicaciones industriales o de laboratorio.
En dichos procedimientos, se genera y se caracteriza un gran nimero de secuencias variantes que tienen una o mas
diferencias de nucleétidos con respecto a la secuencia obtenida del aislado natural. Normalmente, estas diferencias
de nucleétidos dan como resultado cambios en los aminoacidos con respecto a los polipéptidos codificados por los
acidos nucleicos de los aislados naturales.

Por ejemplo, las variantes pueden prepararse usando mutagénesis aleatoria y dirigida (véase, por ejemplo, Arnold,
Curr. Opin. Biotech., 4: 450-455 (1993)). La mutagénesis aleatoria se puede lograr usando PCR propensa a errores
(véase, por ejemplo, Leung et al., Technique, 1: 11-15 (1989); y Caldwell et al., PCR Methods Applic., 2: 28-33 (1992)).
La mutagénesis dirigida se puede realizar usando mutagénesis dirigida a oligonucleétidos para generar mutaciones
especificas del sitio en cualquier ADN clonado de interés (véase, por ejemplo, Reidhaar-Olson et al., Science, 241:
53-57 (1988)). Otros métodos para generar variantes incluyen, por ejemplo, ensamblaje PCR (véase, por ejemplo, la
Patente de los EE.UU. 5.965.408), mutagénesis sexual por PCR (véase, por ejemplo, Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci.,
U.S.A., 91: 10747-10751 (1994) y la Patentes de los EE.UU. 5.965.408 y 5.939.250), mutagénesis de conjunto
recursiva (véase, por ejemplo, Arkin et al., Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 89: 7811-7815 (1992)) y mutagénesis de
conjunto exponencial (véase, por ejemplo, Delegrave et al., Biotech. Res, 11: 1548-1552 (1993).

También pueden crearse variantes por mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones, se generan mutaciones
aleatorias en una secuencia de acido nucleico propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como una cepa
de E. coli, que porta mutaciones en una o mas de las vias de reparacion del ADN. Dichas cepas "mutadoras” tienen
una tasa de mutacion aleatoria mas alta que la de una cepa de tipo silvestre. La propagaciéon de una secuencia de
ADN (por ejemplo, una secuencia polinucleotidica que codifica una PPTasa) en una de estas cepas finalmente
generara mutaciones aleatorias en el ADN. Se describen cepas mutadoras adecuadas para su uso en mutagénesis in
vivo, por ejemplo, en la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N.° WO 1991/016427.

Las variantes también se pueden generar usando mutagénesis en casete. En la mutagénesis en casete, una pequefia
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region de una molécula de ADN bicatenaria se reemplaza con un "casete" de oligonucleétido sintético que difiere de
la secuencia nativa. El oligonucleétido suele contener una secuencia nativa completa y/o parcialmente aleatoria.

Como se usa en el presente documento, una "célula hospedadora" es una célula utilizada para producir un producto
que se describe en el presente documento (por ejemplo, un aldehido graso o un alcohol graso). En cualquiera de los
aspectos de la divulgacion descritos en el presente documento, la célula hospedadora puede seleccionarse del grupo
que consiste en una célula de mamifero, célula vegetal, célula de insecto, célula fungica (por ejemplo, una célula
fungica filamentosa o una célula de levadura) y célula bacteriana. En la presente invencion, la célula hospedadora es
una célula bacteriana. Una célula hospedadora se denomina "célula hospedadora modificada por ingenieria genética"
0 "célula hospedadora recombinada" si la expresiéon de uno o mas polinucleétidos o polipéptidos en la célula
hospedadora se altera o modifica en comparacién con su expresién en una célula hospedadora de tipo silvestre
correspondiente en las mismas condiciones.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula bacteriana grampositiva. En otras realizaciones, la
célula hospedadora es una célula bacteriana gramnegativa.

En algunos aspectos, la célula hospedadora se selecciona entre el 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 otras realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una célula
de Bacillus stearothermophilus, una célula de Bacillus lichenformis, una célula de Bacillus alkalophilus, una célula de
Bacillus coagulans, una célula de Bacillus circulans, una célula de Bacillus pumilis, una célula de Bacillus thuringiensis,
una célula de Bacillus clausii, una célula de Bacillus megaterium, una célula de Bacillus subtilis o una célula de Bacillus
amyloliquefaciens.

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

En otras realizaciones mas, la célula hospedadora es una célula de Streptomyces lividans o una célula de
Streptomyces murinus.

En otras realizaciones mas, la célula hospedadora es una célula de Actinomycetes.

En algunos aspectos, la célula hospedadora es una célula de Saccharomyces cerevisiae. En algunos aspectos, la
célula hospedadora es una célula de Saccharomyces cerevisiae.

En otros aspectos mas, la célula hospedadora es una célula CHO, una célula COS, una célula VERO, una célula BHK,
una célula HelLa, una célula Cvl, una célula MDCK, una célula 293, una célula 3T3 o una célula PC12.

En otros aspectos, la célula hospedadora es una célula de una planta eucariota, alga, cianobacteria, bacteria verde
de azufre, bacteria verde no de azufre, bacteria purpura de azufre, bacteria purpura no de azufre, extremdfilo, levadura,
hongo, un organismo de modificado por ingenieria genética de la misma o un organismo sintético. En algunos
aspectos, la célula hospedadora depende de la luz o fija el carbono. En algunos aspectos, la célula hospedadora tiene
actividad autétrofa. En algunos aspectos, la célula hospedadora tiene actividad fotoautétrofa, tal como en presencia
de luz. En algunos aspectos, la célula hospedadora es heterétrofa o mixotréfica en ausencia de luz. En determinados
aspectos, la célula hospedadora es una célula de Avabidopsis thaliana, Panicum virgatum, Miscanthus giganteus, Zea
mays, Botryococcuse braunii, Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliela salina, Synechococcus Sp. PCC 7002,
Synechococcus Sp. PCC 7942, Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongates BP-1, Chlorobium
tepidum, Chlorojlexus auranticus, Chromatiumm vinosum, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus,
Rhodopseudomonas palusris, Clostridium ljungdahlii, Clostridiuthermocellum, Penicillium chrysogenum, Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonasjluorescens o0 Zymomonas mobilis.

En determinadas realizaciones preferidas, la célula hospedadora es una célula de E. coli. En algunas realizaciones, la
célula de E. coli es una célula de E. coli cepa B, una cepa C, una cepa K o cepa W.

En otras realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Pantoea citrea.
Como se usa en el presente documento, la expresion "condiciones permisivas para la produccion” significa cualesquier
condiciones que permitan a una célula hospedadora producir un producto deseado, tal como un acido graso o un

derivado de un acido graso. De la misma manera, la expresion "condiciones en las que se expresa la secuencia
polinucleotidica de un vector" significa cualesquier condiciones que permitan que una célula hospedadora sintetice un
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polipéptido. Las condiciones adecuadas incluyen, por ejemplo, las condiciones de fermentacién. Las condiciones de
fermentacion pueden comprender muchos parametros, tales como intervalos de temperatura, niveles de aireacion y
composicion de los medios. Cada una de estas condiciones, de forma individual y en combinacioén, permite que la
célula hospedadora crezca. Los medios de cultivo ilustrativos incluyen caldos o geles. Generalmente, el medio incluye
una fuente de carbono que puede ser metabolizada directamente por una célula hospedadora. Ademas, pueden
usarse enzimas en el medio para facilitar la movilizacién (por ejemplo, la despolimerizacion de almidén o celulosa a
azucares fermentables) y el metabolismo posterior de la fuente de carbono.

Como se usa en el presente documento, la frase "fuente de carbono" se refiere a un sustrato o compuesto adecuado
para usarse como fuente de carbono para el crecimiento de células procariéticas o eucariotas simples. Las fuentes de
carbono pueden ser de diferentes formas, incluyendo, pero sin limitacién, polimeros, hidratos de carbono, acidos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, aminoacidos, péptidos y gases (por ejemplo, CO y COz). Los ejemplos de fuentes de
carbono incluyen, pero sin limitacion, monosacaridos, tales como glucosa, fructosa, manosa, galactosa, xilosa y
arabinosa; oligosacaridos, tales como fructo-oligosacarido y galacto-oligosacarido; polisacaridos, tales como almidén,
celulosa, pectina y xilano; disacaridos, tales como sacarosa, maltosa y turanosa; material celuldsico y variantes tales
como metilcelulosa y carboximetilcelulosa de sodio; ésteres de acidos grasos saturados o insaturados, succinato,
lactato y acetato; alcoholes, tales como etanol, metanol y glicerol, 0 mezclas de los mismos. Ademas, la fuente de
carbono puede ser un producto de la fotosintesis, tal como glucosa. En determinadas realizaciones preferidas, la
fuente de carbono es biomasa. En ofras realizaciones preferidas, la fuente de carbono es glucosa. En otras
realizaciones preferidas, la fuente de carbono es sacarosa.

Como se usa en el presente documento, El término "biomasa" se refiere a cualquier material biolégico del que deriva
una fuente de carbono. En algunas realizaciones, una biomasa se procesa en una fuente de carbono, que es adecuada
para la bioconversion. En otras realizaciones, la biomasa no requiere procesamiento adicional en una fuente de
carbono. La fuente de carbono puede convertirse en un biocombustible. Una fuente ilustrativa de biomasa es materia
vegetal o vegetacion, tal como de maiz, cafia de azUcar o césped de pradera. Otra fuente ilustrativa de biomasa son
los productos de desecho metabdlicos, tales como materia animal (por ejemplo, estiércol de vaca). Otras fuentes
ilustrativas de biomasa incluyen algas y otras plantas marinas. La biomasa también incluye productos de desecho de
la industria, agricultura, la silvicultura y los hogares, incluyendo, pero sin limitacién, residuos de fermentacion, ensilado,
paja, madera no procesada, aguas residuales, basura, restos celulésicos urbanos y restos de comida. El término
"biomasa" también puede referirse a fuentes de carbono, tales como hidratos de carbono (por ejemplo, monosacaridos,
disacaridos o polisacaridos).

Como se usa en el presente documento, el término "clon" normalmente se refiere a una célula o a un grupo de células
descendientes de y esencialmente idénticas genéticamente a un Unico ancestro comun, por ejemplo, las bacterias de
una colonia bacteriana clonada surgieron de una sola célula bacteriana.

Como se usa en el presente documento, el término "cultivo" tipico se refiere a un medio liquido que comprende células
viables. En una realizacion, un cultivo comprende células que se reproducen en un medio de cultivo predeterminado
en condiciones controladas, por ejemplo, un cultivo de células hospedadoras recombinantes cultivadas en medios
liqguidos que comprenden una fuente de carbono y nitrégeno seleccionados.

Por "cultivo" o "cultivo" se entiende el cultivo de una poblacién de células hospedadoras recombinantes en condiciones
adecuadas en un medio liquido o sdlido. En realizaciones particulares, cultivar se refiere a la bioconversiéon
fermentativa de un sustrato hasta la obtencion de un producto final. Los medios de cultivo son bien conocidos, y los
componentes individuales de dichos medios de cultivo estan disponibles en fuentes comerciales, por ejemplo, con las
marcas comerciales Difco™ y BBL™. En un ejemplo no limitante, el medio de nutrientes acuoso es un "medio rico"
que comprende fuentes complejas de nitrégeno, sales y carbono, tales como el medio YP, que comprende 10 g/l de
peptona y 10 g/l de extracto de levadura de dicho medio.

Para determinar si las condiciones son suficientes para permitir la produccién de un producto o la expresiéon de un
polipéptido, una célula hospedadora puede cultivarse, por ejemplo, durante aproximadamente 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72
o mas horas. Durante y/o después del cultivo, pueden obtenerse y analizarse muestras para determinar si las
condiciones permiten la produccion o la expresion. Por ejemplo, las células hospedadoras en la muestra o el medio
en el que se cultivaron las células hospedadoras pueden someterse a ensayo para detectar la presencia de un
producto deseado. Cuando se somete a ensayo la presencia de un acido graso o un derivado de un acido graso,
pueden usarse ensayos, tales como, pero sin limitaciéon, EM, cromatografia de capa fina (CCF), cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC), cromatografia liquida (CL), CG acoplada a un detector de ionizacién de llama (DIL), CG-
EM y CL-EM. Cuando se somete a ensayo para determinar la expresioén de un polipéptido, pueden usarse técnicas
tales como, pero sin limitacién, transferencia Western y transferencia puntual.

En los métodos de la invencién, la produccién y el aislamiento de acidos grasos y derivados de acidos grasos pueden
potenciarse optimizando las condiciones de fermentacién. En algunas realizaciones, las condiciones de fermentacion
se optimizan para aumentar el porcentaje de la fuente de carbono que se convierte en productos hidrocarbonados.
Durante los ciclos de vida celular normales, el carbono se usa en funciones celulares, tales como la produccion de
lipidos, sacaridos, proteinas, acidos organicos y acidos nucleicos. La reduccion de la cantidad de carbono necesaria
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para las actividades relacionadas con el crecimiento puede aumentar la eficacia de la conversion de la fuente de
carbono en producto. Esto puede conseguirse mediante, por ejemplo, en primer lugar cultivar las células hospedadoras
hasta una densidad deseada (por ejemplo, una densidad alcanzada en el pico de la fase logaritmica de crecimiento).
En dicho punto, los genes de punto de control de la replicacion pueden aprovecharse para detener el crecimiento de
las células. Especificamente, pueden usarse mecanismos de deteccion de quérum (revisado en Camilli et al., Science
311: 1113 (2006); Venturi, FEMS Microbiol. Rev., 30: 274-291 (2006); y Reading et al., FEMS Microbiol. Lett., 254: 1-
11 (2006)) para activar los genes de punto de control, tales como p53, p21 u otros genes de punto de control.

Los genes que pueden activarse para detener la replicacion celular y el crecimiento de E. coli incluyen los genes de
umuDC. La sobreexpresion de los genes de umuDC detiene la progresion de la fase estacionaria al crecimiento
exponencial (Murli et al., J. Bacteriol., 182: 1127-1135 (2000)). La UmuC es una ADN polimerasa que puede realizar
la sintesis por translesion sobre las lesiones no codificantes que habitualmente son resultado de la mutagénesis
ultravioleta (UV) y quimica. Los productos génicos de umuDC estan implicados en el proceso de sintesis por
translesién y también sirven como punto de control del dafio de secuencia de ADN. Los productos génicos de umuDC
incluyen UmuC, UmuD, umuD', UmuD'2C, UmuD'2 y UmuD2. Simultdneamente, los genes productores de productos
pueden activarse, de manera que se minimiza la necesidad de usar vias de replicacion y mantenimiento mientras se
prepara un aldehido graso o alcohol graso. También pueden modificarse por ingenieria genética células hospedadoras
para que expresen umuC y umuD de E. coli en pBAD24 bajo el sistema del promotor de prpBCDE a través de sintesis
de novo de este gen con los genes de produccion de productos finales apropiados.

La célula hospedadora puede modificarse por ingenieria genética adicionalmente para expresar un celulosoma
recombinante, que puede permitir que la célula hospedadora use material celulésico como fuente de carbono. Los
celulosomas de ejemplo adecuados para su uso en los métodos de la invencion incluyen, por ejemplo, los celulosomas
descritos en la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional WO 2008/100251. La célula hospedadora también
puede modificarse por ingenieria genética para asimilar el carbono de manera eficiente y usar materiales celuldsicos
como fuentes de carbono de acuerdo con los métodos descritos en las Patentes de los EE.UU. 5.000.000; 5.028.539;
5.424.202; 5.482.846; y 5.602.030. Ademas, la célula hospedadora se puede disefar genéticamente para expresar
una invertasa a fin de poderse usar la sacarosa como fuente de carbono.

En algunas realizaciones de los métodos de fermentacion de la invencion, la camara de fermentaciéon encierra una
fermentacion que experimenta una reduccién continua, creando de este modo un entorno reductor estable. El equilibrio
de electrones puede mantenerse mediante la liberacion de didxido de carbono (en forma gaseosa). Los esfuerzos para
aumentar el equilibrio de NAD/H y NADP/H también pueden facilitar la estabilizaciéon del equilibrio de electrones. La
disponibilidad del NADPH intracelular también puede potenciarse mediante ingenieria genética de la célula
hospedadora para expresar una transhidrogenasa NADH:NADPH. La expresién de una o mas transhidrogenasas
NADH:NADPH convierte el NADH producido en la glicdlisis en NADPH, que puede potenciar la produccién de
aldehidos grasos y alcoholes grasos.

Para la produccion a pequeia escala, las células hospedadoras disefiadas se pueden cultivar en lotes de, por ejemplo,
aproximadamente 100 ml, 500 ml, 11, 21, 51 o 101; fermentarse; e inducirse para expresar una secuencia
polinucleotidica deseada, tal como una secuencia polinucleotidica que codifica una PPTasa. Para la produccién a gran
escala, las células hospedadoras modificadas por ingenieria genética pueden crecer en lotes de aproximadamente
101, 1001, 10001, 10.0001, 100.0001, 1.000.000 | o mas grandes; fermentarse; e inducirse para expresar una
secuencia polinucleotidica deseada.

Los acidos grasos y derivados de los mismos producidos mediante los métodos de la invencién generalmente se aislan
de la célula hospedadora. El término "aislado", como se usa en el presente documento con respecto a los productos,
tales como acidos grasos y derivados de los mismos, se refiere a los productos que se separan de los componentes
celulares, medios de cultivo celular, o precursores quimicos o sintéticos. Los acidos grasos y derivados de los mismos
producidos mediante los métodos descritos en el presente documento pueden ser relativamente inmiscibles en el
caldo de fermentacién, asi como en el citoplasma. Por tanto, los acidos grasos y sus derivados pueden acumularse
en una fase organica, ya sea intracelular o extracelularmente. La recogida de los productos en la fase organica puede
reducir el impacto del acido graso o derivado de acido graso en la funcién celular y puede permitir a la célula
hospedadora producir mas producto.

En algunas realizaciones, los acidos grasos y derivados de acidos grasos producidos mediante los métodos de la
invencion se purifican. Como se usa en el presente documento, el término "purificar", "purificado/a" o "purificacion"
significan la eliminaciéon o el aislamiento de una molécula de su entorno mediante, por ejemplo, aislamiento o
separacion. Las moléculas "esencialmente purificadas" estan al menos aproximadamente un 60 % libres (por ejemplo,
al menos aproximadamente un 70 % libres, al menos aproximadamente un 75 % libres, al menos aproximadamente
un 85 % libres, al menos aproximadamente un 90 % libres, al menos aproximadamente un 95 % libres, al menos
aproximadamente un 97 % libres, al menos aproximadamente un 99 % libres) de otros componentes con los que estan
asociados. 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
del porcentaje de un aldehido graso o un alcohol graso en una muestra. Por ejemplo, cuando se produce un aldehido
graso o un alcohol graso en una célula hospedadora, el aldehido graso o el alcohol graso puede purificarse mediante
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la eliminacion de las proteinas de la célula hospedadora. Después de la purificacién, el porcentaje de un acido graso
o derivado del mismo en la muestra se aumenta.

Como se usa en el presente documento, Los términos "purificar”, "purificado/a" y "purificacion" son términos relativos
que no requieren una pureza absoluta. Por tanto, por ejemplo, cuando se produce un &cido graso o un derivado del
mismo en las células hospedadoras, un acido graso o derivado del mismo purificado es un acido graso o un derivado
del mismo que se separa sustancialmente de otros componentes celulares (por ejemplo, acidos nucleicos,
polipéptidos, lipidos, carbohidratos u otros hidrocarburos).

Adicionalmente, una preparacion de acidos grasos purificados o una preparacion de derivados de acidos grasos
purificados es una preparacion de acidos grasos o una preparacion de derivados de acidos grasos en las que el acido
graso o el derivado del mismo esté sustancialmente libre de contaminantes, como los que podria haber después de la
fermentacion. En algunas realizaciones, se purifica un acido graso o derivado del mismo cuando al menos el 50 % en
peso de una muestra esta compuesto por el acido graso o derivado de acido graso. En otras realizaciones, un acido
graso o un derivado del mismo se purifica cuando al menos aproximadamente el 60 %, por ejemplo, al menos
aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos
aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 92 % o mas en peso de una muestra estd compuesto por el
acido graso o derivado del mismo. Como alternativa, o ademas, un acido graso o derivado del mismo se purifica
cuando menos de aproximadamente el 100 %, por ejemplo, menos de aproximadamente el 99 %, menos de
aproximadamente el 98 %, menos de aproximadamente el 95 %, menos de aproximadamente el 90 % o menos de
aproximadamente el 80 % en peso de una muestra estd compuesto por el acido graso o derivado del mismo. Por tanto,
un acido graso o derivado del mismo purificado puede tener un nivel de pureza limitado por cualquiera de los dos
criterios de valoracion anteriores. Por ejemplo, un acido graso o derivado del mismo puede purificarse cuando al menos
aproximadamente el 80 %-95 %, al menos aproximadamente el 85 %-99 % o al menos aproximadamente el 90 %-
98 % de una muestra esta compuesto por el acido graso o derivado de acido graso.

El acido graso o derivado del mismo puede estar presente en el ambiente extracelular, o puede aislarse del ambiente
extracelular de la célula hospedadora. En determinadas realizaciones, un &cido graso o derivado del mismo es
secretado por la célula hospedadora. En otras realizaciones, un acido graso o derivado del mismo es transportado al
medio extracelular. En otras realizaciones mas, el acido graso o derivado del mismo es transportado pasivamente al
medio extracelular. Un acido graso o derivado del mismo puede aislarse de una célula hospedadora usando métodos
conocidos en la técnica, tales como los desvelados en las Publicaciones de Solicitud de Patente Internacional WO
2010/042664 y WO 2010/062480.

Los métodos que se describen en el presente documento pueden dar como resultado la produccion de compuestos
homogéneos en donde al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 % o al menos aproximadamente el 95 %, de los acidos
grasos o derivados de acidos grasos producidos tendran longitudes de cadena de carbono que varian en menos de 6
carbonos, menos de 5 carbonos, menos de 4 carbonos, menos de 3 carbonos o menos de aproximadamente 2
carbonos. Como alternativa, o ademas, los métodos que se describen en el presente documento pueden dar como
resultado la produccion de compuestos homogéneos en donde menos de aproximadamente el 98 %, menos de
aproximadamente el 95 %, menos de aproximadamente el 90 %, menos de aproximadamente el 80 % o menos de
aproximadamente el 70 % de los acidos grasos o derivados de acidos grasos producidos tendran longitudes de cadena
de carbono que varian en menos de 6 carbonos, menos de 5 carbonos, menos de 4 carbonos, menos de 3 carbonos
0 menos de aproximadamente 2 carbonos. Por tanto, los acidos grasos o derivados de acidos grasos pueden tener
un grado de homogeneidad limitado por cualquiera de los dos criterios de valoracién anteriores. Por ejemplo, el acido
graso o derivado de acido graso puede tener un grado de homogeneidad en donde aproximadamente el 70 %-95 %,
aproximadamente el 80 %-98 % o aproximadamente el 90 %-95 % de los acidos grasos o derivados de acidos grasos
producidos tendran longitudes de cadena de carbono que varian en menos de 6 carbonos, menos de 5 carbonos,
menos de 4 carbonos, menos de 3 carbonos o menos de aproximadamente 2 carbonos. Estos compuestos también
pueden producirse con un grado de saturacion relativamente uniforme.

Como resultado de los métodos de la presente invencion, uno o mas de entre el titulo, el rendimiento o la productividad
del acido graso o derivado del mismo producido por la célula hospedadora modificada por ingenieria genética que
tiene un nivel de expresién alterado de un polipéptido FadR aumenta con respecto al de la célula hospedadora de tipo
silvestre correspondiente.

El término "titulo” se refiere a la cantidad de acido graso o derivado de acido graso producida por unidad de volumen
de cultivo de célula hospedadora. En cualquier aspecto de las composiciones y de los métodos descritos en el presente
documento, un acido graso o un derivado de acido graso tal como una olefina terminal, un aldehido graso, un alcohol
graso, un alcano, un éster graso, una cetona o una olefina interna se produce en un titulo de aproximadamente 25 mgl/l,
aproximadamente 50 mg/l, aproximadamente 75 mg/l, aproximadamente 100 mg/l, aproximadamente 125 mgl/l,
aproximadamente 150 mg/l, aproximadamente 175 mg/l, aproximadamente 200 mg/l, aproximadamente 225 mgl/l,
aproximadamente 250 mg/l, aproximadamente 275 mg/l, aproximadamente 300 mg/l, aproximadamente 325 mgl/l,
aproximadamente 350 mg/l, aproximadamente 375 mg/l, aproximadamente 400 mg/l, aproximadamente 425 mgl/l,
aproximadamente 450 mg/l, aproximadamente 475 mg/l, aproximadamente 500 mg/l, aproximadamente 525 mgl/l,
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aproximadamente 550 mg/l, aproximadamente 575 mg/l, aproximadamente 600 mg/l, aproximadamente 625 mgl/l,
aproximadamente 650 mg/l, aproximadamente 675 mg/l, aproximadamente 700 mg/l, aproximadamente 725 mgl/l,
aproximadamente 750 mg/l, aproximadamente 775 mg/l, aproximadamente 800 mg/l, aproximadamente 825 mgl/l,
aproximadamente 850 mg/l, aproximadamente 875 mg/l, aproximadamente 900 mg/l, aproximadamente 925 mgl/l,
aproximadamente 950 mg/l, aproximadamente 975 mg/l, aproximadamente 1000 g/l, aproximadamente 1050 mgl/l,
aproximadamente 1075 mg/l, aproximadamente 1100 mg/l, aproximadamente 1125 mg/l, aproximadamente
1150 mg/l, aproximadamente 1175 mg/l, aproximadamente 1200 mg/l, aproximadamente 1225 mg/I,
aproximadamente 1250 mg/l, aproximadamente 1275 mg/l, aproximadamente 1300 mg/l, aproximadamente
1325 mg/l, aproximadamente 1350 mg/l, aproximadamente 1375 mg/l, aproximadamente 1400 mg/I,
aproximadamente 1425 mg/l, aproximadamente 1450 mg/l, aproximadamente 1475 mg/l, aproximadamente
1500 mg/l, aproximadamente 1525 mg/l, aproximadamente 1550 mg/l, aproximadamente 1575 mg/l,
aproximadamente 1600 mg/l, aproximadamente 1625 mg/l, aproximadamente 1650 mg/l, aproximadamente
1675 mg/l, aproximadamente 1700 mg/l, aproximadamente 1725 mg/l, aproximadamente 1750 mg/l,
aproximadamente 1775 mg/l, aproximadamente 1800 mg/l, aproximadamente 1825 mg/l, aproximadamente
1850 mg/l, aproximadamente 1875 mg/l, aproximadamente 1900 mg/l, aproximadamente 1925 mg/I,
aproximadamente 1950 mg/l, aproximadamente 1975 mg/l, aproximadamente 2000 mg/l o un intervalo limitado por
cualquiera de los dos valores anteriores. En otras realizaciones, un acido graso o derivado de acido graso se produce
en un titulo de mas de 2000 mg/l, mas de 5000 mg/Il, mas de 10.000 mg/l o mas, tal como 50 g/l, 70 g/l, 100 g/I, 120 g/l,
150 g/l 0 200 g/I.

Como se usa en el presente documento, el "rendimiento de derivado de acido graso producido por una célula
hospedadora" se refiere a la eficiencia con la que una fuente de carbono de entrada se convierte en producto (es decir,
alcohol graso o aldehido graso) en una célula hospedadora. Las células hospedadora modificada por ingenieria
genética para producir derivados de acidos grasos de acuerdo con los métodos de la invencion tienen un rendimiento
de al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos un 6 %, al menos un 7 %, al menos un 8 %, al
menos un 9 %, al menos un 10 %, al menos un 11 %, al menos un 12 %, al menos un 13 %, al menos un 14 %, al
menos un 15 %, al menos un 16 %, al menos un 17 %, al menos un 18 %, al menos un 19 %, al menos un 20 %, al
menos un 21 %, al menos un 22 %, al menos un 23 %, al menos un 24 %, al menos un 25 %, al menos un 26 %, al
menos un 27 %, al menos un 28 %, al menos un 29 % o al menos un 30 % o un intervalo limitado por cualquiera de
los dos valores anteriores. En otras realizaciones, se produce un derivado o derivados de acidos grasos con un
rendimiento superior al 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas. Como alternativa, o ademas, el rendimiento
es de aproximadamente el 30 % o inferior, de aproximadamente el 27 % o inferior, de aproximadamente el 25 % o
inferior, o de aproximadamente el 22 % o inferior. Por tanto, el rendimiento puede estar limitado por dos cualquiera de
los criterios de valoracion anteriores. Por ejemplo, el rendimiento de un derivado o derivados de acido graso producidos
por la célula hospedadora recombinante de acuerdo con los métodos de la invencién puede ser del 5 % al 15 %, del
10 % al 25 %, del 10 % al 22 %, del 15 % al 27 %, del 18 % al 22 %, del 20 % al 28 % o del 20 % al 30 %. El rendimiento
puede referirse a un derivado de acido graso particular o a una combinacion de derivados de acidos grasos producidos
por un cultivo de células hospedadora recombinantes dado.

En un enfoque, la expresion "productividad del acido graso o derivado del mismo producido por una célula
hospedadora" se refiere a la cantidad de acido graso o derivado de acido graso producido por unidad de volumen de
cultivo de célula hospedadora por unidad de densidad de cultivo de célula hospedadora. En cualquier aspecto de las
composiciones y de los métodos descritos en el presente documento, la productividad de un acido graso o un derivado
de acido graso tal como una olefina, un aldehido graso, un alcohol graso, un alcano, un éster graso o una cetona
producidos por una célula hospedadora modificada por ingenieria genética es de al menos aproximadamente
3 mg/l/DOs00, al menos aproximadamente 6 mg/l/DOsoo, al menos aproximadamente 9 mg/l/DOeco, al menos
aproximadamente 12 mg/l/DOsoo 0 al menos aproximadamente 15 mg/l/DOesco. Como alternativa, o ademas, la
productividad es de aproximadamente 50 mg/I/DOso0 0 menos, aproximadamente 40 mg/l/DOso O menos,
aproximadamente 30 mg/l/DOesoo 0 menos o aproximadamente 20 mg/l/DOesoo 0 menos. Por tanto, la productividad
puede estar limitada por dos cualquiera de los criterios de valoracion anteriores. Por ejemplo, la productividad puede
ser de aproximadamente 3 a aproximadamente 30 mg/l/DOsoo, de aproximadamente 6 a aproximadamente
20 mg/I/DOsoo 0 de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 mg/l/DOseoo.

En otro enfoque, el término "productividad" se refiere a la cantidad de un derivado o derivados de acidos grasos
producidos por unidad de volumen de cultivo de células hospedadoras por unidad de tiempo. En cualquier aspecto de
las composiciones y de los métodos descritos en el presente documento, la productividad de un derivado o derivados
de acidos grasos producidos por una célula hospedadora recombinante es de al menos 100 mg/l/hora, al menos
200 mg/l/hora0, al menos 300 mg/l/hora, al menos 400 mg/I/hora, al menos 500 mg/l/hora, al menos 600 mg/l/hora, al
menos 700 mg/l/hora, al menos 800 mg/l/lhora, al menos 900 mg/l/hora, al menos 1000 mg/l/hora, al menos
1100 mg/l/hora, al menos 1200 mg/l/hora, al menos 1300 mg/l’/hora, al menos 1400 mg/l’/hora, al menos
1500 mg/l/hora, al menos 1600 mg/l/hora, al menos 1700 mg/l’/hora, al menos 1800 mg/l’/hora, al menos
1900 mg/l/hora, al menos 2000 mg/l/hora, al menos 2100 mg/l/hora, al menos 2200 mg/l/lhora, al menos
2300 mg/l/hora, al menos 2400 mg/l/hora o al menos 2500 mg/l/hora. Como alternativa, o ademas, la productividad es
de 2500 mg/l/lhora o menos, 2000 mg/l/DO600 o menos, 1500 mg/l/DO600 o menos, 120 mg/l/hora o menos,
1000 mg/l/hora o menos, 800 mg/l/hora o menos, o 600 mg/l/hora o menos. Por tanto, la productividad puede estar
limitada por dos cualquiera de los criterios de valoracién anteriores. Por ejemplo, la productividad puede ser de 3 a
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30 mg/l/hora, de 6 a 20 mg/l/hora o de 15 a 30 mg/l/hora. Por ejemplo, la productividad de un derivado o derivados de
acidos grasos producidos por una célula hospedadora recombinante de acuerdo con los métodos puede ser de
500 mg/I/hora a 2500 mg/l/hora, o de 700 mg/l/hora a 2000 mg/l/hora. La productividad puede referirse a un derivado
de acido graso particular o a una combinacion de derivados de acidos grasos producidos por un cultivo de células
hospedadora recombinantes dado.

En los métodos de la invencion, la produccion y el aislamiento de un acido graso deseado o derivado del mismo (por
ejemplo, acil-CoA, acidos grasos, olefinas terminales, aldehidos grasos, alcoholes grasos, alcanos, alquenos, ésteres
de cera, cetonas y olefinas internas) puede potenciarse alterando la expresién de uno o mas genes implicados en la
regulacion de la producciéon, degradacion y/o secrecion de acido graso, éster graso, alcano, alqueno, olefina, alcohol
graso, en la célula hospedadora modificada por ingenieria genética.

Se sabe que FadR modula la expresion y/o actividad de numerosos genes, incluyendo fabA, fabB, icIR, fadA, fadB,
fadD, fadE, fadl, fadd, fadl, fadM, uspA, aceA, aceB y aceK. En algunas realizaciones de los métodos que se describen
en el presente documento, la célula hospedadora modificada por ingenieria genética comprende adicionalmente un
nivel alterado de expresion de uno o mas genes seleccionados entre el grupo que consiste en fabA, fabB, icIR, fadA,
fadB, fadD, fadE, fadl, fadJ, fadl, fadM, uspA, aceA, aceB y aceK en comparacién con el nivel de expresion del gen o
los genes seleccionados en una célula hospedadora de tipo silvestre correspondiente. Los numeros de registro de
ejemplo para polipéptidos codificados por los genes diana de FadR incluyen fabA (NP_415474), fabB (BAA16180),
(NP_418442), fadA (YP_026272.1), fadB(NP_418288.1), fadD (AP_002424), fadE(NP_414756.2), fadl
(NP_416844.1), fadJ (NP_416843.1), fadl (AAC75404), fadM (NP_414977.1), uspA (AAC76520), aceA (AAC76985.1),
aceB (AAC76984.1) y aceK (AAC76986.1).

En la FIG. 1 se enumeran enzimas y polipéptidos de ejemplo para su uso en la practica de la invenciéon. Un experto
habitual en la materia comprendera que dependiendo del fin (por ejemplo, el acido graso deseado o el producto
derivado de acido graso), los genes especificos (0 combinaciones de genes) enumerados en la FIG. 1 pueden
sobreexpresarse, modificarse, atenuarse o suprimirse en una célula hospedadora que tiene un nivel de expresién
alterado de un polipéptido FadR.

En algunas realizaciones, el método comprende modificar la expresion de un gen que codifica una o mas de entre una
tioesterasa (por ejemplo, TesA), una descarboxilasa, una acido carboxilico reductasa (CAR; por ejemplo, CarB), una
alcohol deshidrogenasa (aldehido reductasa); una aldehido descarbonilasa, una acil-CoA reductasa que forma alcohol
graso (FAR), una acil ACP reductasa (AAR), una éster sintasa, una acil-CoA reductasa (ACR1), OleA, OleCD y
OleBCD.

En determinadas realizaciones de la invencion, la célula hospedadora modificada por ingenieria genética que tiene un
nivel de expresion alterado de un polipéptido FadR puede modificarse por ingenieria genética para que comprenda
adicionalmente una secuencia polinucleotidica que codifique un polipéptido: (1) que tenga actividad tioesterasa (CE
3.1.2.14), en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza acidos grasos; (2) que tenga
actividad descarboxilasa, en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza olefinas
terminales; (3) que tenga actividad acido carboxilico reductasa, en donde la célula hospedadora modificada por
ingenieria genética sintetiza aldehidos grasos; (4) que tenga actividad acido carboxilico reductasa y alcohol
deshidrogenasa (CE 1.1.1.1), en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza alcoholes
grasos; (5) que tenga actividad acido carboxilico reductasa y aldehido descarbonilasa (CE 4.1.99.5), en donde la célula
hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza alcanos; (6) que tenga actividad acil-CoA reductasa (CE
1.2.1.50), en donde el microorganismo sintetiza aldehidos grasos; (7) que tenga actividad acil-CoA reductasa (CE
1.2.1.50) y actividad alcohol deshidrogenasa (CE 1.1.1.1), en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria
genética sintetiza alcoholes grasos; (8) que tenga actividad acil-CoA reductasa (CE 1.2.1.50) y actividad aldehido
descarbonilasa (CE 4.1.99.5), en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza alcanos;
(9) que tenga actividad acil CoA reductasa que forma alcohol en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria
genética sintetiza aldehidos grasos y alcoholes grasos; (10) que tenga actividad acido carboxilico reductasa, en donde
la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza aldehidos grasos; (11) que tenga actividad acil ACP
reductasa, en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza aldehidos grasos; (12) que
tenga actividad acil ACP reductasa y actividad alcohol deshidrogenasa (CE 1.1.1.1), en donde la célula hospedadora
modificada por ingenieria genética sintetiza alcoholes grasos; (13) que tenga actividad acil ACP reductasa y actividad
aldehido descarbonilasa (CE 4.1.99.5), en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza
alcanos; (14) que tenga actividad éster sintasa (CE 3.1.1.67), en donde la célula hospedadora modificada por
ingenieria genética sintetiza ésteres grasos; (15) que tenga actividad éster sintasa (CE 3.1.1.67) y (a) actividad acido
carboxilico reductasa, (b) actividad acil-CoA reductasa, (c) actividad acil ACP reductasa o (d) actividad alcohol
deshidrogenasa (CE 1.1.1.1), en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza ésteres de
cera; (16) que tenga actividad OleA, en donde la célula hospedadora modificada por ingenieria genética sintetiza 2-
alquil-3-ceto-acil CoA y cetonas; o (17) que tenga actividad OleCD u OleBCD, en donde la célula hospedadora
modificada por ingenieria genética sintetiza olefinas internas.

En algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente modificar la expresion de un gen que codifica una
acido graso sintasa en la célula hospedadora. Como se usa en el presente documento, "acido graso sintasa" significa
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cualquier enzima implicada en la biosintesis de acidos grasos. En determinadas realizaciones, la modificacion de la
expresion de un gen que codifica una acido graso sintasa incluye la expresion de un gen que codifica una acido graso
sintasa en la célula hospedadora y/o el aumento de la expresion o la actividad de una acido graso sintasa endégena
en la célula hospedadora. En realizaciones alternativas, la modificacién de la expresion de un gen que codifica una
acido graso sintasa incluye la atenuacion de un gen que codifica una acido graso sintasa en la célula hospedadora y/o
la disminucion de la expresion o la actividad de una acido graso sintasa enddgena en la célula hospedadora. En
algunas realizaciones, la acido graso sintasa es una tioesterasa (CE 3.1.1.5 o CE 3.1.2.14). En realizaciones
particulares, la tioesterasa esta codificada por tesA, tesA sin secuencia lider, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1.

En otras realizaciones, la célula hospedadora se modifica genéticamente para expresar un nivel atenuado de una
enzima de degradacion de acidos grasos con respecto a una célula hospedadora de tipo silvestre. Como se usa en el
presente documento, la expresion "enzima de degradacion de acidos grasos" significa una enzima implicada en la
descomposicién o la conversion de un acido graso o derivado de &cido graso en otro producto, tal como, pero sin
limitacion, una acil-CoA sintasa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora se modifica genéticamente para
expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa con respecto a una célula hospedadora de tipo silvestre. En
realizaciones particulares, la célula hospedadora expresa un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por
fadD, fadK, BH3103, yhfl, PJI-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, RPC_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que
codifica la proteina YP_002028218. En determinadas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente
comprende una inactivacion de uno o mas genes que codifican una enzima de degradacion de acidos grasos, tales
como los genes de acil-CoA sintasa mencionados anteriormente.

La via biosintética de acidos grasos en las células hospedadoras usa los precursores acetil-CoA y malonil-CoA. Las
etapas en esta via son catalizados por enzimas de las familias de genes de biosintesis de acidos grasos (fab) y acetil-
CoA carboxilasa (acc) (véase, por ejemplo, Heath et al., Prog. Lipid Res. 40(6): 467-97 (2001)). La acetil-CoA es
carboxilada por la acetil-CoA carboxilasa (CE 6.4.1.2), que es una enzima de multiples subunidades codificada por
cuatro genes separados (accA, accB, accC y accD) en la mayoria de los procariotas, para formar malonil-CoA. En
algunas bacterias, tales como Corynebacterium glutamicus, la acetil-CoA carboxilasa consiste en dos subunidades,
AccDA [YP_225123.1] y AccBC [YP_224991], codificadas por accDA y accBC, respectivamente. Dependiendo del
acido graso deseado o del producto derivado de &cido graso, los genes fab y/o acc especificos (o combinaciones de
los mismos) pueden sobreexpresarse, modificarse, atenuarse o suprimirse en una célula hospedadora modificada por
ingenieria genética.

En algunas realizaciones, un complejo acetil-CoA carboxilasa se sobreexpresa en la célula hospedadora modificada
por ingenieria genética. En determinadas realizaciones, los genes de subunidades de la acetil-CoA carboxilasa se
obtienen de una o més de entre Corynebacterium glutamicum, Escherichia coli, Lactococcus lactis, Kineococcus
radiotolerans, Desulfovibrio desulfuricans, Erwinia amylovora, Rhodospirilum rubrum, Vibrio furnissii,
Stenotrophomonas maltophilia, Synechocystis sp. PCC6803 y Synechococcus elongatus.

La biotina proteina ligasa (CE 6.3.4.15) es una enzima que cataliza la union covalente de biotina a la subunidad de
proteina portadora de carboxilo de biotina (BCCP) de acetil-CoA carboxilasa. En algunas realizaciones de la presente
invencion, una biotina proteina ligasa se expresa o sobreexpresa en la célula hospedadora modificada por ingenieria
genética. En determinadas realizaciones, la biotina proteina ligasa es birA de Corynebacterium glutamicum
(YP_225000) o bpll de Saccharomyces cerevisiae (NP_010140).

La produccion de ésteres de acidos grasos tales como FAME o FAEE en una célula hospedadora puede facilitarse
mediante la expresion o sobreexpresion de un éster sintasa (CE 2.3.1.75 o CE 3.1.1.67) en una célula hospedadora
modificada por ingenieria genética. En algunas realizaciones, la éster sintasa es ES9 de Marinobacter
hidrocarbonoclasticus (SEQ ID NO: 2), ES8 de Marinobacterhidrocar-bonoclasticus (SEQ ID NO: 3), AtfA1 de
Alcanivorax borkumensis SK2 (SEQ ID NO: 4), AtfA2 de Alcanivorax borkumensis SK2 (SEQ ID NO: 5), diacilglicerol
O-aciltransferasa de Marinobacter aquaeolei VT8 (SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7), una cera sintasa o una cera éster
sintasa bifuncional/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa (cera-dgaT).

En determinadas realizaciones, un gen que codifica un polipéptido biosintético de aldehido graso se expresa o
sobreexpresa en la célula hospedadora. Se desvelan polipéptidos biosintéticos de aldehidos grasos de ejemplo
adecuados para su uso en los métodos de la invencion, por ejemplo, en la Publicacion de Solicitud de Patente
Internacional WO 2010/042664. En realizaciones preferidas, el polipéptido biosintético de aldehido graso tiene
actividad de acido carboxilico reductasa (CE 6.2.1.3 o CE 1.2.1.42), por ejemplo, actividad acido graso reductasa.

En los métodos de la invencion, el polipéptido que tiene actividad acido carboxilico reductasa no esta particularmente
limitado. Se desvelan polipéptidos de ejemplo que tienen actividad acido carboxilico reductasa que son adecuados
para su uso en los métodos de la presente invencion, por ejemplo, en las Publicaciones de Solicitud de Patente
Internacional WO 2010/062480 y WO 2010/042664. En algunas realizaciones, el polipéptido que tiene actividad acido
carboxilico reductasa es CarB de M. smegmatis (YP_889972) (SEQ ID NO: 8). En otras realizaciones, el polipéptido
que tiene actividad acido carboxilico reductasa es CarA [ABK75684] de M. smegmatis, FadD9 [AAK46980] de M.
tuberculosis, CAR [AAR91681] de Nocardia sp. NRRL 5646, CAR [YP-001070587] de Mycobacterium sp. JLS o CAR
[YP-118225] de Streptomyces griseus. Las expresiones "acido carboxilico reductasa", "CAR", y "polipéptido
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biosintético de aldehido graso" se usan indistintamente en el presente documento.

En determinadas realizaciones, una tioesterasa y una acido carboxilico reductasa se expresan o sobreexpresan en la
célula hospedadora modificada por ingenieria genética.

En algunas realizaciones, un gen que codifica un polipéptido biosintético de alcohol graso se expresa o sobreexpresa
en la célula hospedadora. Se desvelan polipéptidos biosintéticos de alcohol graso de ejemplo adecuados para su uso
en los métodos de la invencidn, por ejemplo, en la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional WO 2010/062480.
En determinadas realizaciones, el polipéptido biosintético de alcohol graso tiene actividad aldehido reductasa o alcohol
deshidrogenasa (CE 1.1.1.1). Los ejemplos de polipéptidos biosintéticos de alcohol graso incluyen, pero sin limitacion
AlIrA de Acenitobacter sp. M-1 (SEQ ID NO: 9) u homologos de AlrA y alcohol deshidrogenasas de E. coli endégenas
tales como YjgB, (AAC77226) (SEQ ID NO: 10), DkgA (NP_417485), DkgB (NP_414743), YdjL (AAC74846), YdjJ
(NP_416288), AdhP (NP_415995), YhdH (NP_417719), YahK (NP_414859), YphC (AAC75598), YgqhD (446856) y
YbbO [AAC73595.1].

Como se usa en el presente documento, la expresion "alcohol deshidrogenasa" es un péptido capaz de catalizar la
conversion de un aldehido graso en alcohol (por ejemplo, alcohol graso). Un experto habitual en la materia apreciara
que determinadas alcohol deshidrogenasas son capaces de catalizar otras reacciones también. Por ejemplo,
determinadas alcohol deshidrogenasas aceptaran otros sustratos ademas de los aldehidos grasos, y estas alcohol
deshidrogenasas inespecificas también se incluyen en la expresiéon "alcohol deshidrogenasa". Se desvelan alcohol
deshidrogenasas de ejemplo adecuadas para su uso en los métodos de la invencién, por ejemplo, en la Publicacién
de Solicitud de Patente Internacional WO 2010/062480.

En algunas realizaciones, una tioesterasa, una acido carboxilico reductasa y una alcohol deshidrogenasa se expresan
0 sobreexpresan en la célula hospedadora modificada por ingenieria genética. En determinadas realizaciones, la
tioesterasa es tesA (SEQ ID NO: 11), la acido carboxilico reductasa es carB (SEQ ID NO: 8) y la alcohol
deshidrogenasa es YjgB (SEQ ID NO: 10) o AlrAadp1 (SEQ ID NO: 9).

Las fosfopanteteina transferasas (PPTasas) (CE 2.7.8.7) catalizan la transferencia de 4'-fosfopanteteina de CoA a un
sustrato. CAR de Nocardia y varios de sus homologos contienen un supuesto sitio de fijacion para la 4'-fosfo-panteteina
(PPT) (He et al., Appl. Environ. Microbiol., 70(3): 1874-1881 (2004)). En algunas realizaciones de la invencion, una
PPTasa se expresa o sobreexpresa en una célula hospedadora modificada por ingenieria genética. En determinadas
realizaciones, la PPTasa es EntD de E. coli MG1655 (SEQ ID NO: 12).

En algunas realizaciones, una tioesterasa, una acido carboxilico reductasa, una PPTasa y una alcohol deshidrogenasa
se expresan o sobreexpresan en la célula hospedadora modificada por ingenieria genética. En determinadas
realizaciones, la tioesterasa es tesA (SEQ ID NO: 11), la acido carboxilico reductasa es carB (SEQ ID NO: 8), la
PPTasa es entD (SEQ ID NO: 12) y la alcohol deshidrogenasa es yjgB (SEQ ID NO: 10) o alrAadp1 (SEQ ID NO: 9).

La divulgacion también proporciona un acido graso o un derivado graso producidos mediante cualquiera de los
métodos que se describen en el presente documento. Un acido graso o derivado del mismo producido mediante
cualquiera de los métodos que se describen en el presente documento puede usarse directamente como combustible,
aditivos de combustible, materiales de partida para la producciéon de otros compuestos quimicos (por ejemplo,
polimeros, tensioactivos, plasticos, tejidos, disolventes, adhesivos, etc.) o aditivos para el cuidado personal. Estos
compuestos también pueden usarse como materia prima para reacciones posteriores, por ejemplo, hidrogenacion,
craqueo catalitico (por ejemplo, a través de hidrogenacion, pirolisis 0 ambos), para preparar otros productos.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona una composicion de biocombustible que comprende el acido graso o
derivado del mismo producido mediante los métodos que se describen en el presente documento. Como se usa en el
presente documento, el término "biocombustible" se refiere a cualquier combustible derivado de biomasa. Los
biocombustibles pueden sustituir los combustibles a base de petréleo. Por ejemplo, los biocombustibles incluyen
combustibles para el transporte (por ejemplo, gasolina, diésel, combustible para reactores, etc.), combustibles de
calefaccion y combustibles de generacion de electricidad. Los biocombustibles son una fuente de energia renovable.
Como se usa en el presente documento, el término "biodiésel" significa un biocombustible que puede ser un sustituto
del diésel, que deriva del petrdleo. El biodiésel puede usarse en motores diésel de combustion interna, ya sea en
forma pura, que se denomina biodiésel "puro”, o como una mezcla en cualquier concentracion con diésel a base de
petréleo. El biodiésel puede incluir ésteres o hidrocarburos, tales como alcoholes. En determinados aspectos, el
biocombustible se selecciona entre el grupo que consiste en un biodiésel, un alcohol graso, un éster graso, un
triacilglicérido, una gasolina o un combustible para reactores.

Para potenciar el rendimiento de un combustible o motor, se utilizan aditivos de combustible. Por ejemplo, pueden
utilizarse aditivos de combustible para alterar el punto de congelacién/gelificacion, el punto de turbidez, la lubricidad,
la viscosidad, la estabilidad oxidativa, la calidad de ignicion, el nivel de octanaje y/o el punto de inflamacion de un
combustible. En Estados Unidos, todos los aditivos de combustibles deben estar registrados en la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA). Los nombres de los aditivos de combustibles y las empresas que venden los aditivos de
combustibles estan a disposicion del publico poniéndose en contacto con la EPA o visitando el sitio web de la EPA.
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Un experto habitual en la materia apreciara que un biocombustible producido de acuerdo con los métodos que se
describen en el presente documento puede mezclarse con uno o mas aditivos de combustible para transmitir una
calidad deseada.

La divulgacion también proporciona una composicion de tensioactivo o una composicion de detergente que comprende
un alcohol graso producido mediante cualquiera de los métodos que se describen en el presente documento. Un
experto habitual en la materia apreciara que, dependiendo del fin previsto de la composicién de tensioactivo o
detergente, pueden producirse y usarse diferentes alcoholes grasos. Por ejemplo, cuando los alcoholes grasos que
se describen en el presente documento se usan como materia prima para la produccion de tensioactivos o detergentes,
un experto habitual en la materia apreciara que las caracteristicas de la materia prima de alcohol graso afectaran a
las caracteristicas de la composicion de tensioactivo o detergente producida. Por tanto, las caracteristicas de la
composicion de tensioactivo o detergente pueden seleccionarse produciendo alcoholes grasos particulares para su
uso como materia prima.

Una composicion de tensioactivo y/o detergente a base de alcohol graso que se describe en el presente documento
puede mezclarse con otros tensioactivos y/o detergentes bien conocidos en la técnica. En algunos aspectos, la mezcla
puede incluir al menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente
el 20 %, al menos aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el
50 %, al menos aproximadamente el 60 % o un intervalo limitado por cualquiera de los dos valores anteriores, en peso
del alcohol graso. En otros ejemplos, puede prepararse una composicién de tensioactivo o detergente que incluya al
menos aproximadamente el 5 %, al menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 20 %, al menos
aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos
aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 % o un intervalo
limitado por cualquiera de los dos valores anteriores, en peso de un alcohol graso que incluye una cadena de carbono
que tiene 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 carbonos de longitud. Dichas composiciones de
tensioactivo o detergente también pueden incluir al menos un aditivo, tal como una microemulsién o un tensioactivo o
detergente de fuentes no microbianas tales como aceites vegetales o petrdleo, que puede estar presente en una
cantidad de al menos aproximadamente el 5 %, al menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el
15 %, al menos aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 40 %,
al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al
menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 95 % o un intervalo limitado por cualquiera de los dos valores anteriores, en peso del alcohol
graso.

Los bioproductos (por ejemplo, acidos grasos, acil-CoA, hidrocarburos, aldehidos grasos, alcoholes grasos, ésteres
grasos, composiciones de tensioactivo y composiciones de biocombustible) producidos de acuerdo con los métodos
de la invencion pueden distinguirse de los compuestos organicos derivados del carbono petroquimico basandose en
la huella isotopica del carbono doble o la datacion por C. Adicionalmente, la fuente especifica de carbono de origen
biologico (por ejemplo, glucosa frente a glicerol) puede determinarse mediante la huella isotdpica del carbono doble
(véase, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. 7.169.588).

La capacidad de distinguir los bioproductos de los compuestos organicos a base de petréleo es beneficiosa para
rastrear estos materiales en el comercio. Por ejemplo, los compuestos orgénicos o productos quimicos que
comprenden los perfiles de isétopos de carbono tanto biolégicos como derivados del petrdleo, pueden distinguirse de
los compuestos organicos y de los productos quimicos hechos solo de materiales a base de petréleo. Por tanto, los
materiales preparados de acuerdo con los métodos inventivos pueden seguirse en el comercio basandose en su perfil
unico de is6topos de carbono.

Los bioproductos pueden distinguirse de los compuestos organicos a base de petréleo mediante la comparacion de la
relacion de isotopos de carbono estables (°C/'2C) en cada combustible. La relacion '3¢/'2C en un bioproducto dado
es una consecuencia de la relacion '3C/'2C en el didxido de carbono atmosférico en el momento en que se fija el
dioxido de carbono. También refleja la via metabdlica exacta. También se producen variaciones regionales. El petréleo,
las plantas Cs (las de hoja ancha), las plantas Cs4 (las gramineas) y los carbonatos marinos muestran diferencias
significativas en 13C/'2C y los valores de 8'3C correspondientes. Ademas, la materia lipidica de plantas Cs3 y C4 se
analiza de manera diferente a la de los materiales derivados de los componentes de hidratos de carbono de las mismas
plantas como consecuencia de la via metabdlica.

La escala de medicion de '3C se definio originalmente por un ajuste a cero con piedra caliza belemnita Pee Dee (PDB,

Pee Dee Belemnite), en donde los valores se dan en partes por mil desviaciones con respecto a este material. Los

valores de "8'3C" se expresan en partes por mil (por mil), abreviado, %o y se calculan como se indica a continuacion:
813C (%0) =[(13C/120)muestra = (13C/120)patrc'>n] / (130/12C)patrén X 1000

En algunos aspectos, un bioproducto producido de acuerdo con los métodos de la invencion tiene un &'3C de

aproximadamente -30 o mas, aproximadamente -28 o mas, aproximadamente -27 o mas, aproximadamente -20 o
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mas, aproximadamente -18 o mas, aproximadamente -15 o mas, aproximadamente -13 0 mas o aproximadamente -
10 o mas. Como alternativa, o ademas, un bioproducto tiene un &'C de aproximadamente -4 o menos,
aproximadamente -5 o menos, aproximadamente -8 o menos, aproximadamente -10 0 menos, aproximadamente -13
0 menos, aproximadamente -15 o menos, aproximadamente -18 o menos o aproximadamente -20 o menos. Por tanto,
el bioproducto puede tener un §'3C limitado por dos cualesquiera de los criterios de valoracion anteriores. Por ejemplo,
el bioproducto puede tener un 8'3C de aproximadamente -30 a aproximadamente -15, de aproximadamente -27 a
aproximadamente -19, de aproximadamente -25 a aproximadamente -21, de aproximadamente -15 a
aproximadamente -5, de aproximadamente -13 a aproximadamente -7, o de aproximadamente -13 a aproximadamente
-10. En algunas realizaciones, el bioproducto puede tener un 8'3C de aproximadamente -10, -11, -12 0 -12,3. En otros
aspectos, el bioproducto tiene un §'3C de aproximadamente -15,4 o mas. En otros aspectos mas, el bioproducto tiene
un 8"C de aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10,9, o un &"C de aproximadamente -13,92 a
aproximadamente -13,84.

Los bioproductos también pueden distinguirse de los compuestos organicos a base de petréleo comparando la
cantidad de "“C en cada compuesto. Porque '“C tiene una vida media nuclear de 5730 afios, los combustibles a base
de petréleo que contienen carbono "mas antiguo" pueden distinguirse de los bioproductos que contienen carbono "mas
nuevo" (véase, por ejemplo, Currie, "Source Apportionment of Atmospheric Particles", Characterization of
Environmental Particles, J. Buffle y H. P. van Leeuwen, Eds., Vol. | de la Serie de Quimica Analitica Ambiental de la
IUPAC, Editorial Lewis, Inc., pags. 3-74 (1992)).

El '“C puede medirse mediante espectrometria de masas con acelerador (EMA), con resultados proporcionados en
unidades de "fraccion de carbono moderno” (fu). La fu se define por los Materiales de Referencia Patron (MRP) 4990B
y 4990C del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST, National Institute of Standards and Technology).
Como se usa en el presente documento, la "fraccion de carbono moderno" o fu tiene el mismo significado definido por
los materiales de referencia estandar (SRM) 4990B y 4990C del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST,
National Institute of Standards and Technology), conocidos como patrones de acidos oxalicos HOxl y HOxlI,
respectivamente. La definicion fundamental se refiere a 0,95 veces la relacién de isotopos de “C/'2C de HOxI
(denominada AD 1950). Esto es mas o menos equivalente a la madera de antes de la revolucién industrial corregida
para la desintegracion. Para la biosfera viva actual (materia vegetal), fu es aproximadamente 1,1.

En algunos aspectos, un bioproducto producido de acuerdo con los métodos de la invencion tiene una fu'“C de al
menos aproximadamente 1, por ejemplo, al menos aproximadamente 1,003, al menos aproximadamente 1,01, al
menos aproximadamente 1,04, al menos aproximadamente 1,111, al menos aproximadamente 1,18 o al menos
aproximadamente 1,124. Como alternativa, o ademas, el bioproducto tiene una fu'*C de aproximadamente 1,130 o
menos, por ejemplo, aproximadamente 1,124 o menos, aproximadamente 1,18 o menos, aproximadamente 1,111 o
menos o aproximadamente 1,04 o menos. Por tanto, el bioproducto puede tener una fu'*C limitada por dos
cualesquiera de los criterios de valoracién anteriores. Por ejemplo, el bioproducto puede tener una fu'*C de
aproximadamente 1,003 a 1,124, una fu'*C de aproximadamente 1,04 a aproximadamente 1,18 o una fu'*C de
aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124.

Otra medida de "C se conoce como el porcentaje de carbono moderno, es decir, pMC. Para un arqueologo o gedlogo
que usa dataciones con '*C, AD 1950 es igual a "cero afios". Esto también representa un pMC de 100. La "bomba de
carbono" en la atmdsfera alcanzé casi el doble del nivel normal en 1963 en el pico de ensayos de armas termo-
nucleares. Su distribucién dentro de la atmésfera se ha aproximado desde su aparicién, mostrando valores superiores
a pMC de 100 para plantas y animales que viven desde AD 1950. Ha disminuido gradualmente con el tiempo y el valor
actual estd cerca de un pMC de 107,5. Esto significa que un material de biomasa nuevo, tal como de maiz,
proporcionaria un distintivo de *C de pMC cercano a 107,5. Los compuestos a base de petréleo tendran un valor de
pMC de cero. La combinacion de carbono fésil con carbono actual dara lugar a una dilucion del contenido actual de
pMC. Suponiendo que un pMC de 107,5 representa el contenido de '“C de los materiales de biomasa actuales y un
pMC de 0 representa el contenido de '“C de los productos derivados del petréleo, el valor medido de pMC para ese
material reflejara las proporciones de los dos tipos de componentes. Por ejemplo, un material derivado al 100 % de la
soja actual tendria un distintivo de radiocarbono de un valor de pMC cercano a 107,5. Si ese material se diluyera al
50 % con productos a base de petroéleo, la mezcla resultante tendria un distintivo de radiocarbono de un pMC de
aproximadamente 54.

Se deriva un contenido de carbono con base bioldgica asignando el "100 %" igual a 107,5 pMC y el "0 %" igual a
0 pMC. Por ejemplo, una muestra que mide un pMC de 99 proporcionara un contenido de carbono con base bioldgica
equivalente del 93 %. Este valor se conoce como el resultado medio de carbono con base bioldgica, y supone que
todos los componentes de dentro del material analizado se originaron a partir del material bioldgico actual o del material
a base de petroleo.

En algunos aspectos, un bioproducto producido de acuerdo con los métodos de la invencion tiene un pMC de al menos
aproximadamente 50, al menos aproximadamente 60, al menos aproximadamente 70, al menos aproximadamente 75,
al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 85, al menos aproximadamente 90, al menos
aproximadamente 95, al menos aproximadamente 96, al menos aproximadamente 97 o al menos aproximadamente
98. Como alternativa, o0 ademas, el bioproducto tiene un pMC de aproximadamente 100 o menos, aproximadamente
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99 o menos, aproximadamente 98 o menos, aproximadamente 96 o menos, aproximadamente 95 o menos,
aproximadamente 90 o menos, aproximadamente 85 o menos o aproximadamente 80 o menos. Por tanto, el
bioproducto puede tener un pMC limitado por dos cualesquiera de los criterios de valoracidn anteriores. Por ejemplo,
un bioproducto puede tener un pMC de aproximadamente 50 a aproximadamente 100; de aproximadamente 60 a
aproximadamente 100; de aproximadamente 70 a aproximadamente 100; de aproximadamente 80 a aproximadamente
100; de aproximadamente 85 a aproximadamente 100; de aproximadamente 87 a aproximadamente 98; o de
aproximadamente 90 a aproximadamente 95. En otros aspectos, un bioproducto que se describe en el presente
documento tiene un pMC de aproximadamente 90, aproximadamente 91, aproximadamente 92, aproximadamente 93,
aproximadamente 94 o aproximadamente 94,2.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencion.
EJEMPLO 1

Este ejemplo demuestra un método para identificar células hospedadoras modificadas por ingenieria genética que
muestran una produccion potenciada de acidos grasos y derivados de los mismos.

ALC310 es una cepa de E. coli caracterizada anteriormente que tiene el genotipo MG1655 (AfadE::FRT AfhuA::FRT
fabB[A329V] AentD::Prts-entD) que porta el plasmido ALC310 (pCL1920_P+rc_carBopt_13G04_alrA_sthA) (SEQ ID
NO: 13) y produce acidos grasos y derivados de los mismos. Para identificar las cepas que presentan un titulo o un
rendimiento mejorados de los acidos grasos o derivados de los mismos, se realiz6 la mutagénesis por transposén de
ALC310, seguida de un cribado de alto rendimiento.

El ADN de transposén se prepard mediante la clonacion de un fragmento de ADN en el plasmido EZ-Tn5™
pMOD™<R6K ori/MCS> (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI). El fragmento de ADN contiene un promotor T5 y
un gen de resistencia al cloranfenicol (cat) flanqueado por sitios loxP. El plasmido resultante se denominé p100.38
(SEQ ID NO: 14). El plasmido p100.38 se digiri6 opcionalmente con la enzima de restriccion PshAl, se incub6 con la
enzima Transposasa EZ-Tn5™ (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI) y se electroporé en células ALC310
electrocompetentes segun las instrucciones del fabricante. Las colonias resultantes contenian el ADN de transposén
insertado aleatoriamente en el cromosoma de ALC31 0.

Después, los clones de transposén se sometieron a un cribado de alto rendimiento para medir la produccion de
alcoholes grasos. En resumen, las colonias se cultivaron picando en placas de pocillos profundos que contenian medio
Luria-Bertani (LB). Después del crecimiento nocturno, cada cultivo se inoculé en LB fresco. Después de 3 horas de
crecimiento, cada cultivo se inoculé en medio FA-2 fresco. Se incluyd espectinomicina (100 pg/ml) en todos los medios
para mantener la seleccion del plasmido 7P36. El medio FA-2 es medio M9 con glucosa al 3 % complementado con
antibiéticos, citrato de hierro 10 pg/l, tiamina 1 pg/l, tampdn Bis-Tris 0,1 M (pH 7,0) y una dilucién 1:1000 de la solucién
de minerales traza descrita en la Tabla 1.

TABLA 1
Solucion de minerales traza (filtro esterilizado)

ZnCl + 4H20 2 g/l

CaClz « 6H20 2 g/l
NazMoO4 « 2H20 2 g/l
CuSO04 + 5H20 1,9 g/l
HsBOs3 0,5 g/l

HCI concentrado 100 ml/I
c.s. agua Milli-Q

Después de 20 horas de crecimiento en FA-2, los cultivos se extrajeron con acetato de butilo. El extracto en bruto se
derivatizé con BSTFA (N,O-bis[trimetilsilil]trifluoroacetamida) y las especies grasas totales (por ejemplo, alcoholes
grasos, aldehidos grasos y acidos grasos) se midieron con CG-DIL como se describe en la Publicaciéon de Solicitud
de Patente Internacional WO 2008/119082.

Los clones que produjeron un 15 % mas de especies grasas totales que ALC310 se sometieron a una verificacion
adicional usando una fermentacion en matraz de agitacion. En resumen, los clones se cultivaron en 2 ml de medio LB
complementado con espectinomicina (100 mg/l) a 37 °C. Después del crecimiento nocturno, se transfirieron 100 ul de
cultivo a 2 ml de LB fresco complementado con antibiéticos. Después de 3 horas de crecimiento, se transfirieron 2 ml
de cultivo a un matraz de 125 ml que contenia 18 ml de medio FA-2 complementado con espectinomicina (100 mg/l).
Cuando la DOsoo del cultivo alcanzo 2,5, se afiadido 1 mM de IPTG a cada matraz. Después de 20 horas de crecimiento
a 37 °C, se extrajo una muestra de 400 ul de cada matraz y las especies grasas totales se extrajeron con 400 pl de
acetato de butilo. Los extractos en bruto se analizaron directamente con CG-DIL como se ha descrito anteriormente.

Se identificé un clon de transposén (denominado D288) que presentd titulos aumentados de las especies grasas
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totales en comparacion con la cepa ALC310 parental (FIG. 2).

Los resultados de este ejemplo demuestran un método para identificar células hospedadoras modificadas por
ingenieria genética que presentan una produccién potenciada de &cidos grasos y derivados de los mismos en
comparacién con una célula hospedadora de tipo silvestre correspondiente.

EJEMPLO 2

Este ejemplo demuestra que una célula hospedadora modificada por ingenieria genética con una inserciéon de
transposén en el gen nhaB presenta una produccion potenciada de acidos grasos y derivados de los mismos en
comparacion con la célula hospedadora de tipo silvestre correspondiente.

Se realizd un analisis de secuencia para identificar la ubicacion de la insercién del transposén en la cepa D288
identificada en el Ejemplo 1. Para ello, se purific6 ADN gendmico de un cultivo de 3 ml de LB durante una noche de
células D288 usando el kit ZR de ADN fungico/bacteriano MiniPrep™ (Zymo Research) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI ADN gendmico purificado se secuencié hacia afuera del transposén usando los
cebadores DG150 (GCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGTGTTGCTACGCCTG) (SEQ ID NO: 15) y DG153
(CCCAGGCTTCCCGGTATCAACAGGACACCAGG) (SEQ ID NO: 16), internos al transposon.

Se determind que la cepa D288 tenia una insercion de transposén en el gen nhaB (FIG. 3).

Los resultados de este ejemplo demuestran que una célula hospedadora de E. coli modificada por ingenieria genética
con una insercion de transposon en el gen nhaB presenta una produccion potenciada de acidos grasos y derivados
de los mismos en comparacion con una célula hospedadora de E. coli de tipo silvestre correspondiente.

EJEMPLO 3

Este ejemplo demuestra que las células hospedadoras modificadas por ingenieria genética que tienen un nivel alterado
de produccién de FadR presentan una produccion potenciada de acidos grasos y derivados de los mismos.

El gen nhaB esta proximo al gen que codifica el regulador de la degradacion de acidos grasos, FadR (FIG. 3). Para
determinar si la alteracion de la expresion de FadR afecta a la produccién de acidos grasos o derivados de los mismos
en las células hospedadoras, se clond y se cribé una biblioteca de expresion de FadR.

Para clonar la biblioteca de expresion, el gen fadR de tipo silvestre se amplificé a partir de ADN genémico de E. coli
MG1655 por PCR usando los cebadores DG191 (SEQ ID NO: 17) y DG192 (SEQ ID NO: 18). Un gen fadR mutante
que contenia el cambio de aminoacidos S219N también se amplific a partir de ADN gendmico de E. coli MG1655
fadR[S219N] usando el conjunto de cebadores DG191 y DG192. Los cebadores utilizados en este ejemplo se
enumeran en la Tabla 2.

TABLA 2
Cebador Secuencia L(jee(:TthLngOr de
DG191 ATGGTCATTAAGGCGCAAAGCCCGG SEQ ID NO: 17
DG192  GAGACCCCACACTACCATCCTCGAGTTATCGCCCCTGA SEQIDNO: 18
ATGGCTAAATCACCC
SLO03 CTCGAGGATGGTAGTGTGGGGTCTCCC SEQID NO: 19

SL23 GAGACCGTTTCTCGAATTTAAATATGATACGCTCGAGCT SEQ ID NO: 20
TCGTCTGTTTCTACTGGTATTGGCACAAAC

DG193  TGAAAGATTAAATTTNHHARNDDHDDNWAGGAGNNNN SEQ ID NO: 21
NNNATGGTCATTAAGGCGCAAAGCCCGG

Se amplifico por PCR un casete génico que codificaba la resistencia a la kanamicina (kan) a partir del plasmido pKD13
usando los cebadores SLO3 (SEQ ID NO: 19) y SL23 (SEQ ID NO: 20). Cada casete de fadR (es decir, el tipo silvestre
y el mutante S219N) se unié por separado con el casete de resistencia a kanamicina usando corte y empalme mediante
PCR de extensién de solapamiento (SOE) usando los cebadores SL23 y DG193 (SEQ ID NO: 21). El cebador DG193
contenia nucledétidos degenerados para la generacion de variantes de expresion.

El plasmido p100.487 (pCL1920_Prrc_carBopt_13G04_alrA_fabB[A329G]) (SEQ ID NO: 22) se linealizé a través de
digestion por restriccion con enzimas Swal y Xhol. Cada uno de los dos productos fadR-kan de PCR SOE se clon6
por separado en plasmido linealizado p100.487 usando el sistema INFUSION™ (Clontech, Mountain View, CA) y
después los plasmidos se transformaron en células quimicamente competentes NEB TURBO™ (New England Biolabs,
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Ipswich, MA). Los transformantes se cultivaron en placa en agar LB que contenia kanamicina 50 ug/ml.

Se obtuvieron miles de colonias para fadR y fadR [S219N]. Las colonias se rasparon de las placas y los plasmidos se
aislaron mediante minipreparacion de acuerdo con protocolos convencionales. El conjunto de plasmidos resultante se
transformé en una cepa de E. coli EG149 con un genotipo de MG1655 (AfadE::FRT AfhuA::FRT fabB[A329V]
AentD::Prs-entD)) y se selecciond en placas de LB que contenian espectinomicina 100 ug/ml.

Después, los transformantes se cribaron para la produccion de especies grasas totales (por ejemplo, acidos grasos,
aldehidos grasos y alcoholes grasos) usando el procedimiento en pocillo profundo descrito en el Ejemplo 1. Se
identificaron numerosas cepas que presentaron una producciéon potenciada de especies grasas totales en
comparacion con la cepa ALC487 de control (cepa EG149 que porta plasmido p100.487) (FIG. 4). Las cepas que
expresan fadR de tipo silvestre o fadR [S219N] presentaron una produccién potenciada de especies grasas totales en
comparacioén con la cepa ALC487, aunque los titulos mas altos se observaron en cepas que expresaban FadR de tipo
silvestre (FIG. 4).

A varias de las principales cepas productoras que expresaban FadR de tipo silvestre identificadas en el cribado inicial
se les asignaron ID de cepa y se validaron en una fermentaciéon en matraz de agitacion. En resumen, cada cepa se
sembro en estrias para determinar colonias individuales y se cultivaron tres colonias separadas de cada cepa en tres
matraces separados de acuerdo con el protocolo de fermentacion en matraces de agitacion descrito en el Ejemplo 1.
Las especies grasas totales se midieron usando CG-DIL como se describe en el Ejemplo 1. Todas las cepas que
expresaban FadR de tipo silvestre presentaron titulos de especies grasas totales mas altos en comparacion con la
cepa ALC487 de control (FIG. 5).

Varias de las principales cepas productoras que expresaban FadR de tipo silvestre después se caracterizaron con el
fin de determinar el rendimiento de especies grasas. Para ello, se realizé una fermentaciéon en matraz de agitacion
como se ha descrito anteriormente, excepto porque (i) la temperatura se mantuvo a 32 °C, (ii) se afiadié glucosa
adicional después de 18 y 43 horas y (iii) la extraccidon se realizd a las 68,5 horas. Las especies grasas totales
producidas se dividio por la glucosa total consumida para calcular el rendimiento de especies grasas. Todas las cepas
que expresaban FadR de tipo silvestre presentaron un mayor rendimiento de especies grasas totales en comparacion
con la cepa ALC487 de control (FIG. 6).

La cepa D512 se caracteriz6 adicionalmente evaluando el titulo de especies grasas totales y el rendimiento después
de la fermentacién en un biorreactor de 51. A una tasa de alimentacién de glucosa de glucosa de 10 g/l/h, la cepa
D512 produjo titulos mas altos de acidos grasos y alcoholes grasos en comparacién con la cepa ALC487 de control
(FIG. 7). Ademas, el rendimiento total de todas las especies grasas aumenté en la cepa D512 en comparacion con la
cepa ALC487 (FIG. 7). A una tasa de alimentacién de glucosa mas alta de 15 g/l/h, la cepa D512 produjo
aproximadamente 68,5 g/l de especies grasas totales con un rendimiento de aproximadamente el 20 % (FIG. 7). La
cepa D512 produjo un titulo de especies grasas totales mas alto y un rendimiento de 15 g/l/h en comparacion con
10 g/l/h (FIG. 7).

Se aislé6 ADN plasmidico de la cepa D512 y se secuencié de acuerdo con protocolos convencionales. Se determiné
que el plasmido obtenido de la cepa D512, denominado pDG109, tenia la secuencia correspondiente a la SEQ ID NO:
23.

Los resultados de este ejemplo demuestran que las células hospedadoras modificadas por ingenieria genética que
tienen un nivel de expresion alterado de FadR producen titulos y rendimientos mas altos de acidos grasos y derivados
de los mismos en comparacion con las células hospedadoras de tipo silvestre correspondientes.

EJEMPLO 4

Este ejemplo demuestra un método para producir titulos altos de acidos grasos en células hospedadoras modificadas
por ingenieria genética que tienen un nivel alterado de expresion de FadR.

La cepa EG149 de E. coli utilizada en el Ejemplo 3 sobreexpresa el gen de entD, que codifica una fosfopanteteina
transferasa (PPTasa) implicada en la activacion de la enzima CarB que cataliza la reduccién de los acidos grasos a
aldehidos y alcoholes grasos.

Para evaluar el efecto de la expresion de entD en la produccién de acido graso y alcohol graso en la cepa D512, se
genero una variante D512 que contenia una supresion del gen de entD (D512 AentD). Las fermentaciones en matraz
de agitacion se realizaron con la cepa D512 y la cepa D512 AentD como se describe en el Ejemplo 1. La cepa D512
produjo titulos altos de alcoholes grasos y comparativamente titulos y rendimientos menores de acidos grasos (FIG.
7). Por el contrario, la cepa D512 AentD produjo titulos y rendimientos altos de &cidos grasos y titulos relativamente
bajos de alcoholes grasos (FIG. 8). Los titulos de especies grasas totales fueron similares entre la cepa D512 y la
cepa D512 AentD (FIG. 8).

Los resultados de este ejemplo demuestran que las células hospedadoras modificadas por ingenieria genética que
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tienen un nivel alterado de expresion de FadR producen titulos altos de acidos grasos cuando se suprime el gen de
entD.

EJEMPLO 5

Este ejemplo demuestra un método para identificar células hospedadoras modificadas por ingenieria genética que
muestran una produccién potenciada de acidos grasos y derivados de los mismos.

Para evaluar adicionalmente el efecto de la expresién alterada de FadR en la produccion de acidos grasos y derivados
de los mismos, se prepararon bibliotecas de sitios de unién de ribosomas (RBS) de FadR (S219N) y FadR de tipo
silvestre y se cribaron en células hospedadora de E. coli.

Una biblioteca de RBS se insertd en direccién 5' del gen fadR (S219N) en pDS57 como se indica a continuacion. El
ADN gendmico de una cepa que contenia el alelo de fadR(S219N) Moniker stEP005; id: s26z7 se amplificd mediante
PCR usando el conjunto de cebadores DG191 (SEQ ID NO: 17) y fadR (S219N)_pme319rc (SEQ ID NO: 24). Los
cebadores utilizados en este ejemplo se enumeran en la Tabla 3.

TABLA 3
Cebador Secuencia Identificador de
secuencia
DG191 ATGGTCATTAAGGCGCAAAGCCCGG SEQ ID NO: 17
fadR (S219N)_  CAAAACAGCCAAGCTGGAGACCGTTTTTATCGCC SEQIDNO: 24
pme31 9re CCTGAATGGCTAAATCACC

377-rbs-fadR GCCCGAACCCGCAAGTAANHHARNDDHDDNWAG SEQIDNO:25

(S219N)F GARNNNNNNNATGGTCATTAAGGCGCAAAGCCC
GG

NH246 AAAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGTTTTGGCGGAT SEQIDNO: 26
GAGAGAAGATTTTC

377-3r TTACTTGCGGGTTCGGGCGC SEQ ID NO: 27

Después de que se preparase el molde de fadR (S219N), el RBS se afiadié mediante PCR usando el conjunto de
cebadores 377-rbs-fadR (S219N)f (SEQ ID NO: 25) y fadR (S219N)-pme319rc (SEQ ID NO: 24). El cebador 377-rbs-
fadR (S219N)f contenia nucleotidos degenerados para introducir variabilidad en la biblioteca de RBS. El RBS- fadR
(S219N) se ligo con una cadena principal de vector pDS57 (descrito en el Ejemplo 5), usando el kit CLONEZ™
disponible en el mercado de Genscript (Piscataway, NJ) con el conjunto de cebadores NH246 (SEQ ID NO: 26) y 377-
3r (SEQ ID NO: 27).

Una biblioteca RBS también se insertd en direccion 5' del gen fadR de tipo silvestre en pDS57 usando un protocolo
similar, excepto porque el gen fadR de tipo silvestre se amplific6 mediante PCR usando ADN gendémico de DV2 de E.
coli.

Las construcciones ligadas de pDS57-rbs- fadR (S219N) y pDS57-rbs- fadR se transformaron por separado en una
cepa DAM1 de E. coli por electroporacion. La cepa DAM1 se produjo como un derivado de la cepa DV2 (MG1655
AfadE, AfhuA), donde los genes | acl?-Prr-tesA-fadD se integraron en el cromosoma usando el sistema de entrega
basado en Tn7 presente en el plasmido pGRG25 (descrito en McKenzie et al., BMC Microbiology 6: 39 (2006)). Tras
la transformacion, las células se recuperaron durante 1 hora a 37 °C, seguido de cultivo en placa agar LB que contenia
espectinomicina. Después de la incubacion durante una noche a 37 °C, se escogieron colonias individuales para el
cribado en 96 placas de pocillos profundos que contenian 300 ul/pocillo de LB con espectinomicina. Las placas se
incubaron en un agitador de 32 °C con 80 % de humedad y se agitaron a 250 RPM durante aproximadamente 5 horas.
Después de 5 horas de crecimiento, se transfirieron 30 pl/pocillo de cultivo de LB a medio FA2 300 pl/pocillo (2 g/l de
nitrégeno) que contenia espectinomicina. Las placas se incubaron de nuevo en un agitador de 32 °C con 80 % de
humedad y se agitaron a 250 RPM durante una noche. Se inocularon 30 pl/pocillo del cultivo durante la noche en
medio FA2 300 pl/pocillo (1 g/l de nitrégeno) que contenia espectinomicina, IPTG ImM y metanol al 2 %. Una placa de
réplica se incubo en un agitador a 32 °C y otra se incub6 en un agitador a 37 °C con 80 % de humedad y agitacién a
250 RPM durante una noche. La receta para el medio FA2 se enumera en la Tabla 4.
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TABLA 4
Reactivo ml de Reactivo por 1000 ml de FA2
Solucioén salina 5X 200
Tiamina (10 mg/ml) 0,1
MgSO4 1M 1
CaClz 1M 0,1
Glucosa al 50 % 60
TM2 (minerales traza sin hierro) 1
Citrato férrico 10 g/| 1
Tampon Bis-Tris 2M 50
NH4CI* 10
Agua c.s. para 1000 ml

* eliminado para medio FA2 (nitrégeno 1 g/l)

Después de aproximadamente 24 horas de incubacion, las placas se extrajeron afiadiendo HCI 1M 40 ul/pocillo y
acetato de butilo 300 pl/pocillo. Las placas se agitaron durante 15 minutos a 2000 RPM y después se centrifugaron
durante 10 minutos a 4500 RPM a temperatura ambiente. Se transfirieron 50 pl de la capa organica por pocillo a una
placa de 96 pocillos poco profunda que contenia BSTFA 50 pl/pocillo (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) y los extractos se
analizaron mediante CG-DIL.

Se identificaron varios clones de DAM1 de E. coli transformados con pDS57-rbs- fadR como que producian titulos
sustancialmente mas altos de FAME y acidos grasos libres en comparacion con DAM1 de E. coli de control
transformado con pDS57 solo. En general, las variantes de FadR produjeron relaciones de C14 a C16 bajas y
presentaron titulos generales mas altos a 32 °C en comparacién con 37 °C.

También se identificaron numerosos clones de DAM1 de E. coli transformados con pDS57-rbs-FadR(S219N) que como
que producian titulos sustancialmente méas altos de FAME y acidos grasos libres en comparacién con el DV2 de E.
coli de control o DAM1 de E. coli transformado con pDS57 solo.

Dos de los clones transformados con pDS57-rbs-FadR(S219N) identificados en el cribado inicial (designados como
P1A4 y P1G7) se caracterizaron adicionalmente en fermentaciones en matraz de agitacion. En resumen, cada colonia
fue inoculada en 5 ml de LB que contenia espectinomicina y se incubaron a 37 °C con agitacion a aproximadamente
200 RPM durante aproximadamente 5 horas. Se transfirieron 1,5 ml del cultivo de LB a 13,5 ml de medio FA2 (2 g/l
de nitrégeno) que contenia Tritdn X-100 al 0,05 % y espectinomicina en un matraz con deflectores de 125 ml. Los
cultivos en matraz se incubaron durante una noche a 32 °C, 80 % de humedad y 250 RPM. Se transfirieron 1,5 ml del
cultivo de una noche a un nuevo matraz con deflectores de 125 ml que contenia 13,5 ml de medio FA2 (1 g/l de
nitrégeno) que contenia Triton X-100 al 0,05 %, IPTG ImM, metanol al 2 % y espectinomicina. Después, los cultivos
en matraz se incubaron a 32 °C, 80 % de humedad y 250 RPM. Después de 56 horas de incubacién, se tomaron
muestras de 500 pl de cada matraz. Se diluyeron 100 ul de cada muestra con 900 ul de agua para medir la DO del
cultivo, se diluyeron 100 ul de cada muestra con 900 pl de agua para medir la glucosa restante y se extrajeron 300 pl
de cada muestra y se analizaron usando CG-DIL como se ha descrito anteriormente.

Ambas variantes de FadR (es decir, P1A4 y P1G7) produjeron titulos y rendimientos mas altos de especies grasas
totales en comparacion con la cepa de control transformada con pDS57 solo en la fermentacion en matraz de agitacion
(FIG. 9).

La produccion de especies grasas por P1A4 y P1G7 también se midié en fermentaciones a gran escala. Para ello, se
cultivaron células de una solucion madre congelada en medio LB durante unas horas y después se transfirieron a un
medio definido que consistia en KH2PO4 3 g/l, dihidrato de NazHPO4 6 g/l, NH4Cl 2 g/l, MgSO4 x 7 H20 0,24 g/l, glucosa
20 g/l, tampon Bis-Tris 200 mM (pH 7,2), solucién de metales traza 1,0 ml/l y tiamina 1,0 mg/l, y se cultivaron durante
una noche. La solucién de metales traza estaba compuesta por FeCls x 6 H20 27 g/l, ZnCl2 x 4H20 2 g/l, CaClz2 x 6
H20 2 g/I, Na2MoO4 x 2H20 2 g/l, CuSOa4x 5 H20 1,9 g/I, H3BOs 0,5 g/l y HCI concentrado 40 ml/l.

Se inocularon 50 ml de cada cultivo durante una noche en 1 litro de medio de produccién en un fermentador con control
de temperatura, pH, agitacion, aireacion y oxigeno disuelto. La composicién del medio era como se indica a
continuaciéon: KH2PO4 1 g/, (NH4)2SO4 0,5 g/l, MgSO4 x 7 H20 0,5 g/l, Bacto casaminoacidos 5 g/l, citrato férrico
0,034 g/I, HCI 1M 0,12 ml/l, ZnCl2 x 4 H20 0,02 g/, CaCl2 x 2H20 0,02 g/l, Na2MoO4 x 2H20 0,02 g/I, CuSO4 x 5 H20
0,019 g/I, H3BO3 0,005 g/l y 1,25 ml/l de una solucién vitaminica. La solucién vitaminica contenia riboflavina 0,06 g/l,
acido pantoténico 5,40 g/l, niacina 6,0 g/l, piridoxina 1,4 g/l y acido félico 0,01 g/l.

Las fermentaciones se realizaron a 32 °C, pH 6,8 y oxigeno disuelto (DO) igual al 25 % de la saturacion. El pH se
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mantuvo mediante la adicion de NH4OH, que también sirvi6 como fuente de nitrégeno para el crecimiento celular.
Cuando los 5 g/l iniciales de glucosa casi se habian consumido, se suministré al fermentador una alimentacion que
consistia en glucosa 500 g/l, 1,6 g/l de KH2PO4, MgS04.7H20 3,9 g/l, citrato férrico 0,13 g/l y 30 ml/l de metanol.

En la fase inicial del crecimiento, la produccion de FAME se indujo mediante la adicion de IPTG 1 mM y 20 ml/l de
metanol puro. Después de que la mayor parte del crecimiento celular se completase, la tasa de alimentacion se
mantuvo a una tasa de 7,5 g de glucosal/l/hora. Tras la induccion, se suministr6 metanol de forma continua con la
alimentacién de glucosa. La fermentacién continué durante un periodo de 3 dias y se tomaron muestras en varios
puntos temporales para el analisis de especies grasas como se han descrito anteriormente.

P1A4 y P1G7 produjeron titulos mas altos de especies grasas totales (FAME y acidos grasos libres) en comparacion
con la cepa de control transformada con pDS57 solo en las fermentaciones a gran escala (FIG. 10). Ademas, P1A4 y
P1G7 produjeron rendimientos mayores de especies grasas totales en comparacion con la cepa de control en las
fermentaciones a gran escala (FIG. 11).

Los resultados de este ejemplo demuestran métodos para producir células hospedadoras modificadas por ingenieria
genética que tienen una expresion de FadR alterada y que presenta titulos y rendimientos potenciados de FAME y
acidos grasos en comparacion con las células de tipo silvestre correspondientes.

Se ha de interpretar que el uso de los términos "un", "uno/una”, "el/la" y las referencias similares usados en el contexto
de la presente invencion (especialmente en el contexto de las reivindicaciones siguientes) abarcan tanto el singular
como el plural, a menos que se indique de otro modo en el presente documento o se contradiga claramente en el
contexto. Las expresiones "que comprende/n”, "que tiene/n", "que incluye/n" y "que contiene/n" se han de interpretar
como expresiones abiertas (es decir, que significan "que incluye/n, pero sin limitacion") a menos que se indique lo
contrario. La enumeracion de intervalos de valores en el presente documento tiene por objeto simplemente servir como
método abreviado de hacer referencia de manera individual a cada valor separado que se encuentre dentro del
intervalo, a menos que se indique otra cosa en el presente documento, y cada valor separado se incorpora a la
memoria descriptiva como si se enumerara de manera individual en el presente documento. Todos los métodos que
se describen en el presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique otra
cosa en el presente documento o se contradiga claramente de otro modo por el contexto. El uso de cualquiera y todos
los ejemplos o lenguaje de ejemplo (por ejemplo, "tal como") que se proporcionan en el presente documento, tiene por
objeto simplemente iluminar mejor la invencion y no plantea una limitacion en el alcance de la invencion, a menos que
se reivindique otra cosa. Ningun lenguaje en la memoria descriptiva ha de interpretarse como una indicacion de que
cualquier elemento no reivindicado sea esencial para la puesta en practica de la invencion.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> LS9, INC.

<120> METODOS Y COMPOSICIONES PARA LA PRODUCCION MEJORADA DE ACIDOS GRASOS Y
DERIVADOS DE LOS MISMOS

<130> LS00034 PCT

<140>
<141>

<150> 61/470.989
<151> 01-04-2011

<160> 23

<170> Patentin versién 3.5
<210> 1

<211> 239

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 1
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Arg

Len
230

Ser

Asn

Glu

Leu

55

vVal

Ala

Ser

Gln

Ala

135

Gly

Gly

Pro

Leu

Tyr

215

Pro

Pro

Arg

Leu

40

Ala

Asn

Arg

vVal

His

120

Asp

Leu

Met

Glu

Cys

200

Gly

Gly

Ala

Phe

25

Ile

Arg

Asn

Leu

Arg

105

Pro

Hisg

Ala

Lys

Ala

185

Ser

His

Asp

30

Gly

10

Pro

Gly

Asp

Phe

Asp

90

Thr

Asp

Ala

Phe

Gly

170

Arg

Glu

Glu

Leu

Phe

Pro

Val

Gly

Trp

75

Hisg

Asn

Lys

Asp

Ala

155

Leu

Ser

Gly

Ser

Ala
235

Ala

Gly

Thr

Trp

60

Glu

Glu

Ile

Ala

Ala

140

Ser

Tyr

Leu

Ala

Gly

220

Ile

Glu

Thr

Arg

45

Leu

Thr

Ser

Ser

Gln

125

Phe

Gly

Thr

Ala

His

205

Glu

Gln

Glu

Ile

30

Thr

Thr

Ser

Val

Thr

110

Glu

Ala

Asn

Arg

Leu

130

Asp

Ile

Tyr

15

Leu

Thr

Ile

Gly

Pro

95

Ile

vVal

Glu

Pro

Ile

175

Gly

Gln

Trp

Arg

Ile

Pro

Leu

Gln

Leu

80

Gln

Phe

Leu

Leu

Ile

160

Gly

Phe

val

His
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<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus

<400> 2

Met

1

Glu

Glu

Glu

Gly

Ile

Gly

Leu

Glu

Lys

Asp

Gly

Ala

50

Phe

Asp

Glu

Asp

Asn
130

Arg

Thr

Ala

35

Gly

Leu

Leu

Arg

Phe

115

Asn

Leu

Pro

20

Pro

Asp

Gly

Asp

Glu

100

Ser

Arg

Gly

Met

Glu

vVal

Arg

Tyr

85

Leu

Arg

Phe

Thr

Hisg

Thr

Ala

Val

70

His

Gly

Pro

Ala

Leu

Val

Phe

Pro

55

Ile

vVal

Ile

Leu

Leu
135

Asp

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Arg

Leu

Trp
120

Tyr

Ala

Thr

25

Arg

Trp

Pro

His

vVal

105

Glu

Thr

31

Ser

10

Leu

Asp

Gly

Ala

Ser

90

Ser

Cys

Lys

Trp

Gln

Met

Tyr

Trp

75

Ala

Arg

Hisg

Met

Leu

Ile

vVal

Lys

60

Lys

Leu

Leu

Val

His
140

Ala

Phe

Thr

45

Leu

Val

Pro

His

Ile

125

His

Val Glu
15

Ser Leu
30

Arg Met

Ala Trp

asp Lys

Arg Pro

95

Ser Asn
110

Glu Gly

Ser Met

Ser

Pro

Lys

Ser

Asp

Gly

Pro

Leu

Ile



Asp

145

Pro

Arg

Ser

Leu

Aep

225

Arg

Arg

Val

Asn

Arg

305

Ala

Ile

Lys

Leu

val
385

Gly

Glu

Arg

Gln

Trp

210

Gly

Val

Leu

Leu

Asn

230

Pro

Ser

Lys

Ser

Gln

370

Thr

Ile

Arg

Gly

Ala

135

Gln

Leu

Thr

Lys

Tyr

275

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

355

Lau

Ile

Ser

Cys

Ala

180

Met

Ala

Thr

Ala

Asn

260

Leu

Pro

Asp

Ala

Ser

340

Leu

Met

Ser

Gly

Asn

165

Lys

Asp

Gly

Ala

Gln

245

Leu

Cys

Asp

Asp

Thr

325

Thr

Thr

Sar

Asn

ES 2 808 287 T9

Val

150

Met

Thr

Ala

Asn

Pro

230

Arg

Ala

Gly

Thr

Glu

310

Asp

Arg

Gln

Gly

Val
380

Arg

Pro

Asp

Leu

Arg

215

Phe

Arg

His

Thr

Pro

295

Gly

Glu

Arg

Tyr

Leu

375

Pro

Leu

Pro

Lys

Lys

200

Leu

Thr

Phe

Ala

Ala

280

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

360

Gly

Gly

Met

Pro

Glu

185

Leu

Val

Gly

ala

Ser

265

Leu

Thr

Gly

Asp

Lys

345

Met

Gly

Pro

32

Gln

Trp

170

ala

Gln

His

Pro

Thr

250

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

330

Glu

Leu

Arg

Glu

Arg

155

Thr

Ser

Ala

Ser

Val

235

Gln

Gly

Arg

Gly

Gln

315

Leu

His

Leu

Met

Gly
395

Val

val

val

Asp

Val

220

Ser

His

Jer

Phe

Ile

300

Ile

Asn

Leu

Met

Arg

380

Thr

Leu

Arg

Pro

Met

205

Arg

val

Tyr

Leu

Leu

285

Pro

Ser

Arg

Gln

Ser

365

Pro

Leu

Thr

Pro

Ala

150

Ala

His

Leu

Gln

Asn

270

Ala

Vval

Phe

Leu

Lys

350

Pro

Val

Tyr

Thr

His

175

Ala

Pro

Pro

Asn

Leu

255

Asp

Glu

Asn

Met

Gln

335

Len

Tyr

Phe

Tyr

Asp

160

Gln

val

Arg

Glu

His

240

Asp

Ile

Gln

Ile

Ile

320

Gln

Pro

Ile

Agn

Glu
400
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Gly Ala

Gly Ala

Gly Phe

Val

Pro Lys

465

<210> 3
<211> 455
<212> PRT

Arg

Leu

Thr

Leu

ES 2 808 287 T9

Glu Ala

405

Asn

420

435

Tyr
450

Thr

Lys

Gly

Gly

Arg

Ile Thr

Cys Arg

Glu Ala

Ala Arg

470

Met

Cys Leu

Asp

Leu Asp

455

Thr Arg

<213> Marinobacter hydrocarbonoclasticus

<400> 3

Met

1

Arg

Glu

Gln

Leu

65

His

Leu

Pro

Ala

Thr

Gln

Gly

Lys

50

Gly

Phe

Ser

Met

Leu
130

Pro

Gln

Ala

35

Thr

Gln

Arg

Phe

Trp

115

Tyr

Leu

Pro

20

Pro

Glu

Pro

Phe

Val

100

Glu

Thr

Asn Pro Thr

Met His Val

Asp Asp Tyr

Val Thr Ala

55

Val Trp Val

70

Glu Ala Leu

83

Ser Ala Glu

Val His Len

Lys Val His

135

Tyr Pro Val Ser Leu
410

425

Thr Leu Pro Ser Met

440

Asp

Gly

Val

40

Pro

Glu

Pro

His

Ile

120

His

33

Lys

Gln

Gly

25

Ala

Fhe

Asp

Thr

Ser

105

Glu

Ser

Leu

10

Leu

Gln

Asn

Glu

Pro

90

His

Gly

Leu

Ser Tyr Ala Gly

Glu Leu Glu Ser

460

Fhe

Gln

Leu

Gln

His

75

Gly

Leu

Leu

Val

Leu

Leu

Ala

Arg

Leu

Arg

Met

Lys

Asp
140

Gln

Ile Ala

Ser

445

Leu

Trp

Phe

Asp

45

Leu

Asp

Ile

Asp

Asp

125

Gly

Leu

Lys

430

Ile

Leu

Ser

30

Gln

Ser

Leu

Arg

Arg

110

Arg

Val

His Gly

415

Asn Phe

Leu Ala

Leu Pro

Glu

15

Phe

Leu

Tyr

Glu

Glu

95

Glu

Gln

Ser

Lys

Pro

Arg

His

80

Leu

Arg

Phe

Ala



Met

145

Met

Ser

Ser

Lys

His

225

Phe

Ala

Ala

Leu

Gly

305

Asp

Lys

Ala

Pro

Ser
385

Arg

Pro

Asp

Asp

Thr

210

Ala

Ala

Tyr

Leu

Val

290

Asn

Ala

Gln

Leu

Lys

370

Arg

Met

Pro

Gly

Arg

1385

Ile

Pro

Ala

Gly

Arg

275

Ala

Gln

Gly

Arg

Thr

355

Trp

Pro

Ala

Ile

His

180

Gln

Asn

Arg

Gln

Thr

260

Thr

Phe

Val

Glu

Tyr

340

Leu

Gln

Leu

Thr

Trp

165

Ser

Leu

Gln

Cys

Ser

245

Thr

Tyr

val

Gly

Arg

325

Arg

Ala

Thr

Tyr

ES 2 808 287 T9

Arg

150

Asp

Leu

Gly

Ala

Met
230

Trp

val

Leu

Pro

Val

310

Leu

His

Pro

Phe

390

Met

Leu

Trp

Thr

Arg

215

Leu

Cys

Asn

Met

val

295

Ile

Leu

Met

Ala

Asn

375

Asn

Leu

Pro

Arg

Ile

200

Lys

Asn

Leu

Asp

Asn

280

Ser

Leu

Lys

Ser

Ala

360

val

Gly

Ser

Cys

Ser

185

Pro

Asp

Gln

Lys

Val

265

Gln

Leu

Ala

Ile

Pro

345

Phe

val

Ala

34

Glu

Leu

170

Val

Thr

Pro

Lys

Arg

250

val

Asp

Arg

Ser

His

330

Glu

His

Ile

Lys

Asn

155

Ser

Thr

val

aAla

Ile

235

Ile

Thr

Ala

Arg

Leu

315

Hisg

Glu

Leu

Ser

Leu
395

Pro

Arg

His

Ala

Tyr

220

Thr

Arg

Ala

Leu

Asp

300

His

Gly

Ile

Leu

Asn

380

Glu

Asp

Asp

Leu

Lys

205

Asp

Gly

Ala

Met

Pro

285

Asp

Thr

Mat

Val

Thr

365

Val

Gly

Glu

Arg

Leu

150

Glu

Ser

Ser

val

Cys

270

Glu

Ser

Asp

Glu

Asn

350

Gly

Pro

His

Gly

175

Gly

Leun

Ile

Arg

Cys

255

Ala

Lys

Ser

Val

Glu

335

Tyr

Leu

Gly

Tyr

Gly

160

Glu

Leu

Leun

Phe

Arg

240

Glu

Ala

Pro

Gly

Gln

320

Ala

Thr

Ala

Pro

Pro
400
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Val Ser

Tyr Asn

Pro Ser

Leu Glu

Ile

Asp

Leu

Asp

Gln

405

420

435

450

<210> 4
<211> 457
<212> PRT

Leu

Gln

Asn

<213> Alcanivorax borkumensis

<400> 4

Met

1

Arg

Glu

Asp

Leu

65

His

Leu

Pro

Ala

Met
145

lys

Gln

Gly

Tyr

50

Gly

Phe

Ser

Met

Leu

130

Arg

Ala

Gln

Ala

35

Cys

Gln

Arg

Leu

Trp

115

Tyr

Ile

Leu

Pro

20

Gly

His

Tyr

His

val

100

Glu

Tyr

Ala

Ser

Met

Pro

Pro

Tyr

Glu

85

Ser

Ala

Lys

Ser

ES 2 808 287 T9

Pro

His

Lys

Vval

Trp

Ala

Ala

His

Ile

Lys
150

Ala Gly Leu

455

val

val

Tyr

Ala

55

Thr

Leu

Glu

Leu

His

135

Thr

440

Asp

Gly

Val

40

Pro

Arg

Pro

His

Ile

120

His

Leu

Met Asp Arg Leu Ala

Val Glu Phe Gly Leu

425

Arg Met Leu Asp Tyr

Gln

Gly

25

Ser

Phe

Asp

Lys

Ser

105

Glu

Ser

Ser

35

Leu Asn Met Thr

410

Ile

Leu

Leu

10

Leu

Glu

Asn

Lys

Pro

90

Asn

Gly

Val

Thr

Gly Cys Arg

Glu Gln Gly

Phe

Gln

Leu

Gln

Gln

75

Gly

Leu

Ile

Met

Asp
155

Leu

Leu

Ala

Arg

60

Phe

Arg

Leu

Arg

Asp

140

Pro

445

Trp

Phe

Gln

45

Leu

Asp

Ile

Asp

Gly

125

Gly

Ser

Leu Thr

Arg Thr

430

Leu Ala

Leu

Ser

30

Gln

Thr

Ile

Arg

Arg

110

Arg

Ile

Glu

415

Glu

15

Phe

Met

Arg

Asp

Glu

95

Glu

Gln

Ser

Arg

Ser

Leu

Glu

lys

FPro

Arg

Arg

His

80

Leu

Arg

Fhe

Ala

Glu
160



Pro

Ser

Tyr

Phe

225

Lys

His

Fro

Gly

305

Cys

Ala

Thr

Ala

Pro

385

Pro

Ala

Ser

Ile

Lys

210

Gln

Phe

Ala

Ala

Leu

290

Gly

Asp

Lys

Ala

Pro

370

Lys

val

Pro

Asn

Ser

195

val

Ala

Ala

Tyr

Leu

275

Ile

Asn

Pro

Ser

Leu

355

Lys

Glu

Ser

aAla

Pro

180

Lys

Thr

Pro

Ala

Asn

260

Arg

Ala

Gln

Ala

Arg

340

Thr

Trp

Pro

Ile

Trp

165

Val

Gln

Gln

Asp

Gln

245

Glu

Ile

Asn

325

Fhe

Met

Leu

Ala
405
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Ala

Asp

Ala

Lys

Thr

230

Ser

Thr

Tyr

Val

Gly

310

Arg

Ser

Ala

Ala

Tyr

390

Leu

Phe

Met

Ala

Ala

215

Ile

Phe

Ile

Leu

Pro

295

Met

Leu

Gln

Pro

Phe

375

Trp

Asp

Asn

Ala

Thr

200

Lys

Leu

Fro

Asn

Ile

280

Met

Ile

Arg

Met

Thr

360

AsSn

Asn

Arg

Thr

Ser

185

Val

Lys

Asn

Leu

Thr

265

Ser

Ser

Leu

val

Ser

345

Gly

val

Gly

Ile

36

Lys

170

Sar

Pro

Asp

Asn

Pro

250

Val

Gln

Leu

Ala

Ile

330

Pro

val

Ala

Ala
410

Lys

Gly

Glu

Thr

235

Arg

val

His

Arg

Asn

315

His

Glu

Asn

Ile

Gln

395

Leu

Arg

Ala

Leu

Asn

220

Ile

Leu

Leu

Ala

Gln

300

Leu

Asp

Glu

Leu

Ser

380

Leu

Asn

Ser

Arg

Ala

205

Tyr

Thr

Lys

Ser

Leu

285

Asp

Gly

Ser

Ile

Leu

365

AsSn

Gln

Ile

Arg

Leu

130

Arg

val

Gly

val

Met

270

Pro

Asp

Thr

Vval

Leu

350

Thr

Ile

Gly

Thr

Ser

175

Thr

Glu

Ser

Ser

Ile

255

Cys

Asp

Ser

His

Glu

335

Asn

Gly

Pro

Val

Leu
415

Leu

Ala

val

Ile

Arg

240

Ala

Gly

Glu

Thr

Ile

320

Glu

Phe

Leu

Gly

Tyr

400

Thr



10

Ser Tyr Val Asp

420

Leu Pro Ser Met

435

ES 2 808 287 T9

Gln Met

Gln Arg

Glu Leu Glu Ile Gly Ala

<210>5
<211> 451
<212> PRT

450

<213> Alcanivorax borkumensis

<400> 5

Met

1

Thr

Pro

vVal

His

65

Asp

val

Asp

Gly

Gly

145

Glu

Ala

Arg

Glu

Asp

50

Leu

Ile

Arg

Pro

Asn

130

val

Asp

Arg

Glu

Gly

35

Val

Pro

Asp

Glu

Ser

115

Arg

Ala

Arg

Lys

Thr

20

Ala

Asp

Leu

Tyr

Leu

100

Arg

Phe

Gly

Leu

Leu

Pro

Pro

Ser

Tyr

His

85

Leu

Pro

Ala

Met

Pro
165

Ser

Met

Glu

Ile

Leu

70

Val

Ala

Leu

Leu

His

150

Ala

Glu

Leu

Gly
455

Ile

His

Asp

Cys

55

Asp

Arg

Leu

Trp

Tyr

135

Leu

Pro

Phe

Leu

440

Ile

Met

vVal

Tyr

40

Arg

Ala

His

Val

Glu

120

Thr

Met

Trp

Gly
425

Asp

Lys

Asp

Gly

vVal

Pro

Thr

Ser

Ser

105

Ser

Lys

Gln

Ser

37

Leu Ile Ala Cys Arg Arg Thr

430

Tyr Leu Glu Gln Ser Ile Arg

Ser

10

Gly

Glu

Phe

Trp

Ala

90

Arg

Tyr

Met

Ser

Gly
170

Gly

Leu

Ser

Asn

val

75

Leu

Leu

Leu

His

Arg

155

Glu

Trp

Ala

Ile

Gln

60

Glu

Pro

His

Ile

His

140

Leu

Trp

445

Leu

Leu

Tyr

45

Lys

Asp

Arg

Ala

Glu

125

Ser

Ala

Asp

Meat

Phe

30

Arg

Tle

Lys

Pro

Gln

119

Gly

Met

Thr

Ala

Meat

15

Ala

Tyr

Gln

Asn

Gly

95

Arg

Leu

Val

Cys

Glu
175

Glu

Ile

Leu

Ser

Phe

80

Arg

Leu

Glu

Asp

Ala

16Q

Lys



Lys

Gly

Leu

Lys

225

Gln

Gly

Gln

Asn

305

Pro

Ser

Leu

Lys
385

val

Tyr

Pro

Thr

Arg

210

Thr

Ser

Thr

Tyr

Val

230

Ala

Leu

Arg

Thr

Val

370

Glu

Ser

Lys

Arg

Met

195

Gln

Gln

Trp

Val

Leu

275

Proc

Ile

Asn

Leu

Asn

355

Ser

Thr

Leu

Asn

Lys

180

Asn

Pro

Leu

Ser

Agn

260

Leu

Val

Thr

Arg

Gly

340

Met

Pro

Leu

Val

Ser
420

Ser

Asn

Lys

Asn

Leu

245

Asp

Ser

Ala

Thr

Leu

325

Asp

Pro

His

Leu
405

Leu

ES 2 808 287 T9

Arg

Leu

Asp

Arg

230

Ser

Ile

Gln

Leu

Val

310

Ala

Met

Leu

Phe

Leu

330

His

Glu

Gly

Arg

Gly

215

Arg

Arg

Phe

Asp

Arg

295

Gln

Ala

Gln

Ser

Asn

375

Asn

Gly

Phe

Ala

Arg

200

Agn

Val

Ile

Len

Ala

280

Ser

Val

Ile

Lys

Leu

360

Leu

Gly

Tyr

Gly

Ala

185

Gly

Vval

Thr

Lys

Ala

265

Leu

Ala

Ser

Gln

Ser

345

Gly

val

Ala

Ala

val
425

38

Ala

Gly

Lys

Gly

Ala

250

Met

Ser

Asp

Len

Asp

330

Glu

Gln

Ile

Glu

Leu

410

Ile

Ala

Gly

Thr

Ala

235

Ala

Cys

Asp

Gln

Gly

315

Ser

Ile

vVal

Ser

Met

395

Asn

Gly

Asn

Gln

Ile

220

Arg

Gly

Gly

Gln

Ala

300

Thr

Met

Asp

Thr

Asn

380

Leu

Ile

Cys

Ala

Leu

205

Tyr

Arg

Lys

Gly

Pro

285

Gly

His

Lys

Val

Gly

365

val

Ala

Thr

Arg

Gly

190

val

Arg

Phe

Gln

Ala

270

Leu

Glu

Ile

Ala

Tyr

350

Leu

Pro

Thr

Val

Asp
430

Met

Asp

Ala

Ala

His

255

Leu

val

Gly

Ala

val

335

Thr

Ser

Gly

Tyr

val

415

Thr

Lys

Leu

Pro

Ala

240

Gly

Arg

Ala

Gly

Gln

320

Lys

Val

Gly

Pro

Pro

400

Ser

Leu
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Pro His Ile Gln Arg Phe Leu Val Tyr Leu Glu Glu Ser Leu Val Glu
435 440 445

Leu Glu Pro
450

<210>6

<211> 455

<212> PRT

<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 6
Met Thr Pro Leu Asn Pro Thr Asp Gln Leu Phe Leu Trp Leu Glu Lys

1 5 10 15

Arg Gln Gln Pro Met His Val Gly Gly Leu Gln lLeu Phe Ser Phe Pro
20 25 30

Glu Gly Ala Pr¢ Asp Asp Tyr Val Ala Gln Leu Ala Asp Gln Leu Arg
35 40 45

Gln Lys Thr Glu Val Thr Ala Pr¢ Phe Asn Gln Arg Leu Ser Tyr Arg
50 55 60

Leu Gly Gln Pro Val Trp Val Glu Asp Glu His Leu Asp Leu Glu His
65 70 75 80

His Phe Arg Phe Glu Ala Leu Pr¢ Thr Pro Gly Arg Ile Arg Glu Leu
85 90 95

Leu Ser Phe Val Ser Ala Glu His Ser His Leu Met Asp Arg Glu Arg
100 105 110

Pro Met Trp Glu Val His Leu Ile Glu Gly Leu Lys Asp Arg Gln Phe
115 120 125

Ala Leu Tyr Thr Lys Val His His Ser Leu Val Asp Gly Val Ser Ala
130 135 140

Met Arg Met Ala Thr Arg Met Leu Ser Glu Asn Pro Asp Glu His Gly
145 150 155 160

Met Pro Pro Ile Trp Asp Leu Pro Cys Leu Ser Arg Asp Arg Gly Glu
165 170 175

Ser Asp Gly His Ser Leu Trp Arg Ser Val Thr His Leu Leu Gly Leu
180 185 190

39



Ser

Lys

His

225

Phe

Ala

Ala

Leu

Gly

305

Glu

Lys

Ala

Pro

Ser

385

Val

Tyr

Pro

Gly

Thr

210

Ala

Ala

Tyr

Leu

Val

290

Asn

Ala

Gln

Leu

Lys

370

Arg

Ser

Asn

Ser

Arg

185

Ile

Pro

Ala

Gly

Arg

275

Ala

Gln

Gly

Arg

Thr

355

Trp

Pro

Ile

Asp

Leu
435

Gln

Asn

Arg

Gln

Thr

260

Thr

Phe

Val

Glu

Tyr

340

Leu

Gln

Leu

Asp

Gln

420

Gln

Leu

Gln

Cys

Ser

245

Thr

Tyr

val

Gly

Arg

325

Arg

Ala

Thr

Tyr

Met

405

val

Arg

ES 2 808 287 T9

Gly

Ala

Met
230

Trp

val

Leu

Pro

val

310

Leu

His

Pro

Phe

Trp

390

Asp

Glu

Met

Thr

Arg

215

Leu

Cys

Asn

Met

Val

295

Ile

Leu

Met

Ala

Asn

375

Asn

Arg

Phe

Leu

Ile

200

Lys

Asn

Leu

Asp

Asn

280

Ser

Leu

Lys

Ser

Ala

360

Val

Gly

Leu

Gly

Asp
440

Pro

Asp

Gln

Lys

Val

265

Gln

Leu

Ala

Ile

Pro

345

Phe

Val

Ala

Ala

Leu

425

Tyr

40

Thr

Pro

Lys

Arg

250

Val

Asp

Arg

Ser

His

330

Glu

His

Ile

Lys

Leu

410

Ile

Leu

val

Ala

Ile

235

Ile

Thr

Ala

Arg

Leu

315

His

Glu

Leu

Ser

Leu

385

Asn

Gly

Glu

Ala

Tyr

220

Thr

Arg

Ala

Leu

Asp

300

His

Gly

Ile

Leu

Asn

380

Glu

Met

Cys

Gln

Lys

205

Asp

Gly

Ala

Met

Pro

285

Asp

Thr

Met

Val

Thr

365

Val

Gly

Thr

Arg

Gly
445

Glu

Ser

Ser

Vval

Cys

270

Glu

Ser

Asp

Glu

Asn

350

Gly

Pro

Met

Leu

Arg

430

Leu

Leu

Ile

Arg

Cys

255

Ala

Lys

Ser

Val

Glu

335

Tyr

Leu

Gly

Tyr

Thr

415

Thr

Ala

Leu

Phe

Arg

240

Glu

Ala

Pro

Gly

Gln

320

Ala

Thr

Ala

Pro

Pro

400

Ser

Leu

Glu
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<210>7
<211> 473
<212> PRT

<213> Marinobacter aquaeolei

<400>7

Met

Glu

Glu

Glu

Gly

Ile

Gly

Leu

Glu

Asp

145

Pro

Arg

Ser

Lys

Asp

Gly

Ala

30

Phe

Asp

Glu

Asp

Asn

130

Gly

Glu

Arg

Gln

Arg

Thr

Ala

35

Gly

Leu

Leu

Arg

Phe

115

Asn

Ile

Arg

Gly

Ala
195

Leu

Pro

20

Pro

Asp

Gly

Azp

Glu

100

Ser

Arg

Ser

Cys

Ala

180

Met

ES 2 808 287 T9

Leu Glu Leu Asn Ala Gly Leu
455

Gly

Met

Glu

val

Tyr

85

Leu

Arg

Phe

Gly

Asn

165

Lys

Asp

450

Thr

His

Thr

Ala

val

70

His

Gly

Pro

Ala

val

150

Met

Thr

Ala

Leu

Vval

Phe

Pro

55

Ile

Val

Ile

Leu

Leu

135

Arg

Pro

Asp

Leu

Asp

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Arg

Leu

Trp

120

Tyr

Leu

Pro

Lys

Lys
200

Ala

Thr

25

Arg

Trp

Pro

His

val

105

Glu

Thr

Met

Pro

Glu

185

Leu

41

Ser

10

Leu

Asp

Gly

Ala

Ser

Ser

Cys

Lys

Gln

Trp
170

Ala

Gln

Trp

Gln

Met

Tyr

Trp

75

Ala

Arg

His

Met

Arg

185

Thr

Ser

Ala

Leu

Ile

Val

lys

60

lys

Leu

Leu

Val

His

140

vVal

Val

Val

Asp

Ala

Phe

Thr

45

Leu

val

Fro

His

Ile

125

His

Leu

Arg

Pro

Met
205

Val

Ser

30

Arg

Ala

Asp

Arg

Ser

110

Glu

Ser

Thr

Pro

Ala

190

Ala

Glu

15

Leu

Met

Trp

lys

Fro

95

Asn

Gly

Met

Thr

His

175

Ala

Pro

Ser

Pro

Lys

Ser

Asp

Gly

Pro

Leu

Ile

Asp

160

Gln

Val

Arg



Leu

Asp
225

Val

Asn

Arg

305

Ala

Ile

Lys

Leu

vVal

385

Gly

Gly

Gly

Val

Trp

210

Gly

Val

Leu

Leu

Agn

290

Pro

Ser

Lys

Ser

Gln

370

Thr

Ala

Ala

Phe

Tyr
450

Gln

Leu

Thr

Lys

Tyr

275

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

355

Leu

Ile

Leu

Thr
435

Thr

Ala

Thr

Ala

Asn

260

Leu

Pro

Asp

Ala

Ser

340

Leu

Met

Ser

Leu

Asn

420

Gly

Gly

Gly

Ala

Gln

245

Leu

Cys

Asp

Asp

Thr

325

Thr

Thr

Ser

Asn

Glu

405

Ile

Cys

Glu

ES 2 808 287 T9

AsSn

Pro

230

Arg

Ala

Gly

Thr

Glu

310

Asp

Arg

Gln

Gly

Val

390

Ala

Thr

Arg

Ala

Arg

215

Phe

Arg

Eis

Thr

Pro

295

Gly

Glu

Arg

Tyr

Leu

375

Pro

Met

Cys

Asp

Leu
455

Leu

Thr

Phe

Ala

Ala

280

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

360

Gly

Gly

Tyr

Leu

Thr

440

Asp

Val

Gly

Ala

Ser

265

Leu

Thr

Gly

Asp

Lys

345

Met

Gly

Pro

Pro

Ser

425

Leu

Glu

42

His

Pro

Thr

250

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

330

Glu

Leu

Arg

Glu

val

410

Tyr

Pro

Leu

Ser

val

235

Gln

Gly

Arg

Gly

Gln

315

Leu

His

Leu

Met

Asp

395

Ser

Ala

Ser

Glu

Val

220

Ser

His

Ser

Phe

Ile

300

Ile

Asn

Leu

Met

Arg

380

Thr

Leu

Gly

Ser
460

Arg

Val

Tyr

Leu

Leu

285

Pro

Ser

Arg

Gln

Ser

365

Pro

Leu

Ile

Ser

Gln

445

Leu

Hisg

Leu

Gln

Asn

270

Ala

Val

Phe

Leu

Lys

350

Pro

val

Tyr

Ala

Leu

430

Lys

Ile

Pro

Asn

Leu

255

Asp

Glu

Agn

Met

Gln

335

Leu

Tyr

Phe

Tyr

His

415

Asn

Leu

Leu

Glu

His

240

Asp

Ile

Gln

Ile

Ile

320

Gln

Pro

Ile

Asn

Glu

400

Gly

Phe

Ala

Pro
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<210> 8
<211> 1173
<212> PRT

ES 2 808 287 T9

Pro Lys Lys Arg Ala Arg Thr Arg Lys
465

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 8

Mat

Leu

Asp

Ala

Thr

65

Ala

Asp

Ala

val

Val

145

Pro

Leu

Azp

Thr

Asp

Pro

His

50

Gly

Thr

Thr

Ala

Ala

130

Cys

Val

Thr

Val

Ser

Asp

Glu

35

Lys

Tyr

Asp

Leu

Leu

115

Thr

Rla

Ser

val

Asn
195

Asp

Glu

20

Phe

Preo

Gly

Glu

Thr

100

Arg

Ile

Tyr

Arg

Ser

180

Ser

Val

Gln

Ala

Gly

Asp

Gly

85

Tyr

His

Gly

Leu

Leu

165

Ala

Val

His

Ser

Ala

Leau

Arg

70

Gly

Ala

Asn

Phe

Gly

150

Ala

Glu

Ser

Asp

Thr

Ala

Arg

55

Preo

Arg

Gln

Phe

Ala

135

Leu

Pro

Tyr

Gln

Ala

Arg

Ala

40

Leu

Ala

Thr

Val

Ala

120

Ser

Val

Ile

Leu

Leu
200

470

Thr

Arg

25

Pro

Ala

Leu

Val

Trp

105

Gln

Pro

Ser

Leu

Asp

185

Val

43

Asp

10

Ile

Leu

Glu

Gly

Thr

30

Ser

Ero

Asp

Val

Ala

170

Leu

Val

Gly

Ala

Pro

Ile

Tyr

75

Arg

Arg

Ile

Tyr

Pro

155

Glu

Ala

Phe

Val

Glu

Ala

Leu

Arg

Leu

Val

Tyr

Leu

140

Leu

Val

Val

Agp

Thr

Leu

val

45

Gln

Ala

Leu

Gln

Fro

125

Thr

Gln

Glu

Glu

Hisg
205

Glu

Tyr

30

val

Thr

Arg

Pro

Ala

110

Gly

Leu

His

Pro

Ser

130

His

Thr

15

Ala

Asp

Leu

Glu

Arg

35

Val

Asp

Asp

Asn

Arg

175

Val

Pro

Ala

Thr

Ala

Fhe

Leu

g0

Phe

Ala

Ala

Leu

Ala

160

Ile

Arg

Glu



ES 2 808 287 T9

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 Prc 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 Tle 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

Asp Leu Ala Leu Val Arg Pro Thr Glu Leu Gly Leu Val Pro Arg Val
340 345 350

Ala Agp Met Leu Tyr Gln Hig His Leu Ala Thr Val Asp Arg Leu Val
355 360 365

Thr Gln Gly Ala Asp Glu Leu Thr Ala Glu Lys Gln Ala Gly Ala Glu
370 375 380

Leu Arg Glu Gln Val Leu Gly Gly Arg Val Ile Thr Gly Phe Val Ser
385 390 395 400

Thr Ala Pro Leu Ala Ala Glu Met Arg Ala Phe Leu Asp Ile Thr Leu
405 410 415

Gly Ala His Ile Val Asp Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr Gly Ala Val
420 425 430

Thr Arg Asp Gly Val Ile Val Arg Pro Pro Val Ile Asp Tyr Lys Leu
435 440 445

Ile Asp Val Pro Glu Leu Gly Tyr Phe Ser Thr Asp Lys Pro Tyr Pro
450 455 460

44



Arg

465

Lys

His

Val

Ala

Gln

545

Val

Lys

Len

Phe

Pro

625

Asp

Ala

Ile

Leu

Asp

Gly

Arg

Thr

Asp

Val

530

Ile

val

Ala

Gln

Ser

610

Asn

Ile

Ala

Leu

Gly

690

Phe

Glu

Pro

Gly

Arg

515

Ala

Phe

Fro

Ala

Ser

595

Ala

Leu

Ala

Thr

Gly

675

Gly

FPhe

Leu

Glu

Asp

500

Arg

Asn

Val

Thr

Leu

580

Tyr

Ala

Lys

Ala

Gln

660

Thr

Asp

Gly

Leu

Val

485

Val

Asn

Leu

Tyr

Pro

565

Ala

Glu

Asn

Asp

Thr

645

Pro

Gly

Ser

Phe

ES 2 808 287 T9

Val

470

Thr

Met

Asn

Glu

Gly

550

Glu

Asp

Val

Gly

Arg

630

Gln

Val

Ser

Leu

Glu

Arg

Ala

Ala

Val

Ala

535

Asn

Ala

Ser

Pro

Leu

615

Tyr

Ala

Ile

Glu

Ser

695

val

Ser

Ser

Glu

Leu

520

Val

Ser

Leu

Leu

Ala

600

Leu

Gly

Asn

Asp

Val

680

Ala

Pro

Gln

val

Thr

505

Lys

Phe

Glu

Glu

Gln

585

Asp

Ser

Gln

Gln

Thr

665

Ala

Leu

Val

45

Thr

Phe

490

Ala

Leu

Ser

Arg

Gln

570

Arg

Phe

Gly

Arg

Leu

650

Leu

Ser

Thr

Gly

Leu

475

Asp

Pro

aAla

Gly

Ser

555

Tyr

Thr

Ile

Val

Leu

635

Arg

Thr

Asp

Leu

Thr

Thr

Arg

Asp

Gln

Ala

540

Phe

Asp

Ala

Val

Gly

620

Glu

Glu

Gln

Ala

Ser

700

Ile

Pro

Asp

His

Gly

525

Ala

Leu

Pro

Arg

Glu

605

Lys

Gln

Leu

Ala

His

685

Asn

Val

Gly

Gly

Leu

510

Glu

Leu

Leu

Ala

Asp

590

Thr

Leu

Met

Arg

Ala

670

Phe

Leu

Asn

Tyr

Tyr

495

Val

Fhe

Val

Ala

Ala

375

aAla

Glu

Leu

Tyr

Arg

655

Ala

Thr

Leu

Pro

Tyr

480

Tyr

Tyr

Val

aAryg

val

560

Leu

Glu

Pro

Arg

Ala

640

Ala

Thr

Asp

Ser

Ala



705

Thr

Gly

Glu

Thr

Thr

785

Len

Ile

Ala

Asp

Gly

865

Val

Leu

Leu

Ala

Ser
945

Asn

Asp

Ile

Leu

70

Val

Gln

Val

Tyr

Arg

850

Leu

Val

Phe

Thr

Met

930

Pro

Len

Arg

753

Leu

Trp

Arg

Asp

835

His

Thr

His

Gly

Glu

915

Gly

val

Ala

Arg

740

Ala

Ala

Leu

Leu

Gly

820

Thr

Leu

Pro

Pro

Pro

200

Arg

Ile

Arg

Gln

725

Pro

Ser

Ala

Ser

Glu

805

Arg

Asp

Arg

Glu

Ala

885

Asn

Ile

Pro

Pro

ES 2 808 287 T9

710

Len

Ser

Glu

Pro

Gly

7390

Arg

Asp

Pro

val

Ile

870

Ala

val

lys

Asp

Leu
950

Ala

Phe

Leu

Gly

715

Ala

Leu

Asp

Glu

val
855

Trp

Leau

Vval

Pro

Phe

935

Asp

Gln

Thr

Thr

760

Leu

Asn

Ala

Ala

Leu

840

Ala

His

Val

Gly

Val

920

Glu

Gly

His

Thr

745

Leu

Pro

Gly

FPro

Ala

825

Ser

Gly

Arg

Asn

Thr

905

Thr

Glu

Gly

46

Ile

730

Val

Asp

Lys

Trp

val

810

Ala

Arg

Asp

Leu

His

890

Ala

Tyr

Asp

Tyr

715

Glu

His

Lys

Val

Leu

795

Gly

Arg

Arg

Ile

Ala

875

Val

Glu

Leu

Gly

Ala
955

Ala

Gly

Phe

Thr

780

Gly

Gly

Ala

Phe

Gly

860

Ala

Leu

val

Ser

Asp

940

Asn

Gln

Ala

Ile

765

Thr

Arg

Thr

Arg

Ala

845

Asp

Glu

Pro

Ile

Thr

925

Ile

Gly

Arg

Asp

750

Asp

Glu

Phe

Leu

Leu

830

Glu

Pro

Val

Tyr

Lys

210

Val

Arg

Tyr

Thr

735

Ala

Ala

Pro

Leu

Ile

815

Thr

Leu

Asn

Asp

aArg

895

Leu

Ser

Thr

Gly

720

Ala

Thr

Glu

Arg

Thr

800

Thr

Gln

Ala

Leu

Leu

880

Gln

Ala

Val

val

Asn
%60
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ES 2 808 287 T9

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
980 985 930

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

Leu Ser Leu Leu Ile Thr Gly WVal aAla 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 &la 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

Pro Ile Asp Arg Val Asp Asp Tyr Asp Asp Trp Val Arg Arg Phe
1085 1050 1085

Glu Thr Ala Leu Thr Ala Leu Pro Glu Lys Arg Arg Ala Gln Thr
1100 1105 1110

Val Leu Pro Leu Leu His Ala Phe Arg Ala Pro Gln Ala Pro Leu
1115 1120 1125

Arg Gly Ala Pro Glu Pro Thr Glu Val Phe His Ala Ala Val Arg
1130 1135 1140

Thr Ala Lys Val Gly Pro Gly Asp Ile Pro His Leu Asp Glu Ala
1145 1150 1155

Leu Tle Asp Lys Tyr Ile Arg Asp Leu Arg Glu Phe Gly Leu Ile
1160 1165 1170

<210>9

<211> 341

<212> PRT

<213> Acinetobacter baylyi
<400> 9

Met Ala Thr Thr Asn Val Tle His Ala Tyr Ala Ala Met Gln Ala Gly

47



Glu

Gln

Ser

Gly

Gly

Cys

Gly

Lys

Asp

145

Asp

Ile

Trp

Glu

Ala

225

Val

Ala

Val

Val

50

His

Leu

Gln

Glu

val

130

Pro

Pro

Gly

Gly

Leu

210

Glu

Asn

Leu

Glu

35

Leu

Glu

Lys

Ala

Asn

115

Arg

Thr

Ile

Ile

Cys

195

Lys

Ile

Val

Val

20

Val

Asn

Val

Ile

Cys

100

Thr

Ala

Ser

Leu

Gly

180

Glu

Ala

Lys

Pro

Pro

Lys

Asn

Ile

Gly

85

Asp

Ala

Gly

Ala

Lys

163

Gly

Ile

Met

Ser

Leu
245
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Tyr

Val

Glu

Gly

Gln

Gln

Thr

Gly

150

His

Leu

Thr

Gly

Gln

230

Asn

Ser

Glu

Trp

55

Thr

Arg

Cys

Ile

Gln

135

Pro

Gln

Gly

Ala

Ala

215

Gln

Trp

Phe

Tyr

40

His

Ile

Val

Ile

Ile

120

Trp

Leu

Ile

Hia

Phe

200

Asp

Gly

Asn

Asp

25

Cys

Ser

Thr

Gly

Ser

105

Gly

Val

Leu

Gln

Met

185

Ser

His

Lys

Ala

48

10

Ala

Gly

Ser

Gln

Ile

a0

Gly

His

Ile

Cys

Ala

170

Ala

Ser

Val

Phe

Tyr
250

Gly

Leu

val

Leu

75

Gly

Gln

Ala

Pro

Gly

155

Ile

Ile

Agn

val

Asp

235

Leu

Glu

Cys

Tyr

60

Gly

Trp

Gln

Gly

Leu

140

Gly

His

Lys

Pro

Asn

220

Leu

Asn

Leu

His

45

Pro

Ser

Thr

Val

Gly

125

Pro

Ile

His

Leu

Asn

205

Ser

Leu

Thr

Gln

30

Ser

val

Glu

Ala

Leu

110

Fhe

Asp

Thr

val

Leu

1%0

Lys

Arg

Leu

Leu

15

Pro

Asp

Val

Ala

Glu

95

Cys

Ala

Glu

Val

Ala

175

Lys

Thr

Asp

Ser

Ala
255

His

val

Ala

Lys

80

Ser

Thr

Asp

Leu

Phe

160

val

Ala

Asp

Asp

Thr

240

Pro
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Asn Gly

Pro Val

Thr Gly

Thr

Gly

Phe Hisg

260

275

290

Lys Asn

305

Glu aAla

Leu Lys

<210>10
<211> 339
<212> PRT

Ser

Ile

Ile

Ala

Ala Leu

Pro Ala

Ala Pro

Glu Arg

325

Asp Phe

340

<213> Escherichia coli

<400> 10

Met

1

Glu

Val

Asp

Val

65

Leu

Gly

Gly

Arg

Ser

Val

Gln

Asn

50

Ile

Gln

His

Ala

Ala

Met

Tyr

Val

35

Glu

Gly

Val

Cys

Val

115

asp

Ile Lys

Glu Tyr
20

aAsp Tyr

Trp Gly

Arg Val

Gly Gln

85

Asp Ala
100

Pro Thr

Trp Gln

ES 2 808 287 T9

Phe

Leu

Ala

Gln
310

Leu

Ser

Asp

Cysg

Phe

Val

70

Arg

Cys

Ile

Trp

Leu

Gly

Leu
295

Ile

Hisg

Tvyr

Pro

Gly

Ser

55

Ala

Val

Ile

Met

Val

Gly

Gly

280

Arg

Glu

Ser

Ala

Gly

Ile

40

Gln

Len

Gly

Ser

Asn

120

Ile

Val
265

Ala

Lys

Met

Gly

Ala

Glu

25

Cysg

Tyr

Gly

Ile

Gly

105

Arg

Pro

49

Val

Lys

Leu

Tyr

Gln
330

Lys

10

Leu

Hig

Pro

Ser

Gly

90

Asn

Gly

Leu

Met

Ser

Leu

Pro
315

Ala

Glu

Arg

Ser

Len

Ala

75

Trp

Gln

Gly

Pro

Glu

Leu

Glu
300

Met

Arg

Ala

Pro

Asp

Val

60

Ala

Thr

Ile

Phe

Glu

Pro

Thr
285

Phe

Ser

Tyr

Gly

Gln

Leu

45

Ala

Gln

Ala

Asn

Ala

125

Asn

Ile

270

Ala

Ala

Glu

Arg

Gly

Asp

30

Ser

Gly

Asp

Arg

Cys

110

Glu

Ile

Pro Val

Ser Pro

Ala Arg

Leu Asn

320

Ile Val

335

Glu

15

vVal

Met

His

Lys

Ser

95

Glu

Lys

asp

Leun

Glu

Ile

Glu

Gly

Cys

Gln

Leun

Ile



130

Glu Ser Ala Gly
145

Leu Leu Met His

Ile Gly Gly Leu
180

Cys Glu Val Thr
195

Leu Ala Met Gly
210

Leu Lys Ala Leu
225

Val Ser Leu Asp

Asn Phe His Thr
260

Phe Thr Leu Ile
275

Thr Pro Tyr Glu
290

Val Ala Pro Thr
305

Ile Gln His Val

Ala Asp Phe

<210> 11

<211> 208

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 11

Pro

His

165

Gly

Ala

Ala

Ala

Trp

245

Val

Ala

Leu

Thr

Arg
325

Leu

150

Ile

His

Phe

Asp

Gly

230

Gln

Gly

Gly

Arg

Glu

310

Asp

ES 2 808 287 T9

135

Leu

Thr

Ile

Ser

Lys

215

Gln

Pro

Ala

Asp

Lys

295

Leu

Cys

Ala

Ala

Ser

200

val

FPhe

Tyr

Val

Arg

280

Leu

Phe

Lys

Gly

Thr

Ile

185

Asn

val

Asp

Phe

Leu

265

Ser

Met

Pro

Ala

50

Gly

Ser

170

Lys

Fro

Asn

Leu

Glu

250

Thr

val

Meat

Arg
330

Ile

155

Arg

Leu

Ala

Ser

Ile

235

Ala

Pro

Ser

Phe

Ser

315

Tyr

140

Thr

val

Leu

Lys

Arg

220

Ile

Leu

Leu

Gly

Ala

300

Lys

Arg

Val

Gly

His

Glu

205

Asp

Asn

Thr

Ser

Ser

285

Ala

Ila

val

Phe

Val

Ala

190

Gln

Pro

Thr

Tyr

Val

270

Ala

Asn

Val

Lys

Ile

175

Met

Glu

Gln

Val

Gly

255

Pro

Thr

Ser

Asp

Leu

335

Pro

160

Gly

Gly

Val

Ala

Asn

240

Gly

Ala

Gly

Lys

Ala

320

Lys
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Met Met Asn Phe

1

Leu

Leu

Trp

Asn

65

Pro

Gly

Thr

Leu

Glu

145

Pro

Met

Ala

<210>12
<211> 209
<212> PRT

Val

Gly

Pro

50

Ala

Ala

Gly

Leu

Leu

130

Ala

Leu

Gln

Asp

Leu

Asp

Ala

Ser

Leu

Asn

Arg

115

Met

Phe

Leu

Asp

Trp
1595

<213> Escherichia coli

<400> 12

Leu

20

Ser

Leu

Ile

Leu

Asp

100

Gln

Gln

Ser

Pro

Asp

180

Met

ES 2 808 287 T9

Asn Asn Val Phe Arg

5

Thr

Leu

Leu

Ser

Lys

85

Gly

Ile

Ile

Ala

Phe

165

Gly

Ala

Phe

Ser

Asn

Gly

Gln

Leu

Leu

Arg

Ile

150

Phe

Ile

Lys

Arg

Ala

Asp

55

Asp

His

Arg

Gln

Leu

135

Tyr

Met

His

Gln

Ala

Gly

40

Lys

Thr

Gln

Gly

Asp

120

Pro

Pro

Glu

Pro

Leu
200

Ala

25

Tyr

Trp

Ser

Pro

Phe

105

Val

Ala

Lys

Glu

Asn

185

Gln

51

Trp

10

Ala

Arg

Gln

Gln

Arg

90

Gln

Lys

Asn

Leu

Val

170

Arg

Pro

His Leu Pro Phe Leu

Ala

Meat

Ser

Gln
75

Trp

Pro

Ala

Tyr

Ala

155

Tyr

Asp

Leu

Asp

Ser

Lys

60

Gly

Val

Gln

Ala

Gly

140

Lys

Leu

Ala

Val

Thr

Ala

45

Thr

Leu

Leu

Gln

Asn

125

Arg

Glu

Lys

Gln

Asn
205

Leu

30

Ser

Ser

Ala

Val

Thr

1190

Ala

Arg

Phe

Pro

Pro

190

His

15

Leu

Ala

Val

Arg

Glu

85

Glu

Glu

Tyr

Asp

Gln

175

Phe

Asp

Phe

Ile

Ala

Val

Leu

80

Leu

Gln

Pro

Asn

Val

16Q

Trp

Tle

Ser
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Met Val Asp Met Lys Thr Thr His Thr Ser Leu Pro Phe Ala Gly His
1 5 10 15

Thr Leu His Phe Val Glu Phe Asp Pro Ala Asn Phe Cys Glu Gln Asp
20 25 30

Leu Leu Trp Leu Pr¢ Hig Tyr Ala Gln Leu Gln Hig Ala Gly Arg Lys
35 40 45

Arg Lyg Thr Glu Hig Leu Ala Gly Arg Ile Ala Ala Val Tyr Ala Leu
50 55 60

Arg Glu Tyr Gly Tyr Lys Cys Val Pro Ala Ile Gly Glu lLeu Arg Gln

Pro Val Trp Pro Ala Glu Val Tyr Gly Ser Ile Ser His Cys Gly Thr
85 90 95

Thr Ala Leu Ala Val Val Ser Arg Gln Pro Ile Gly Ile Asp Ile Glu
100 105 110

Glu Ile Phe Ser Val Gln Thr Ala Arg Glu Leu Thr Asp Asn Ile Ile
115 120 125

Thr Pr¢ Ala Glu Hig Glu Arg Leu Ala Asp Cys$ Gly Leu Ala Phe Ser
130 135 140

Leu Ala Leu Thr Leu Ala Phe Ser Ala Lys Glu Ser Ala Phe Lys Ala
145 150 155 160

Ser Glu Ile Gln Thr Asp Ala Gly Phe Leu Asp Tyr Gln Ile Ile Ser
185 170 175

Trp 2&sn Ly2 Gln Gln Val Tle Ile His Arg Glu Asn Glu Met Phe Ala
180 185 190

Val Hig Trp Gln Ile Lys Glu Lyg Ile Val Ile Thr Leu Cysg Gln Hisg
195 200 205

Asp

<210> 13

<211> 12397

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota= "Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

52
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<400> 13
cactatacca attgagatgg gctagtcaat gataattact agtccttttc ctttgagttg 50
tgggtatctg taaattctgc tagacctttg ctggaaaact tgtaaattct gctagaccct 120

53



ctgtaaattc
atagaataaa
cactacttta
tacaaaacag
gtctcocggga
cagatcaatt
gcaaaacctt
atgtgaaacc
tttecegegt
cggcgatggce
agtegttget
tegeggegat
aacgaagogyg
gtgggctgat
gcactaatgt
ttttcteecca
agcaaatcgc
getggeataa
ggagtgccat
ctgegatgcet
ccgggctycy
catgttatat
gcgtggacceyg
cegtetcact
gecgegttgyge
agtgagcogca
tegactgeac
ctgtgeagat
taatgttttt
caattaatca

gaaacagege

cgctagacct
gaaagaataa
gtcagtteceg
accttaaaac
gctgeatgtg
cgogogegaa
togeggtatg
agtaacgtta
ggtgaaccag
ggagctgaat
gattggegtt
taaatctcge
cgtegaagece
cattaactat
tccggegtta
tgaagacggt
gctgttageg
atatctcact
gtccggtttt
ggttgcecaac
cgttggtgcy
ccegecgtta
cttgctgcaa
ggtgaaaaga
cgattcatta
acgcaattaa
ggtgcaccaa
cgtaaatcac
tgegeegaca
teccggetegt

cgetgagaaa

ES 2 808 287 T9

ttgtgtgttt
aaaaagataa
cagtattaca
cctaaaggceg
tcagaggttt
ggcgaagcgyg
gcatgatage
tacgatgteg
gocagocacg
tacattecceca
gcocacctoca
gccgatcaac
tgtaaagegg
ccgectggatg
tttcttgaty
acgcgactgg
ggcccattaa
cgcaatcaaa
caacaaacca
gatcagatgg
gatatcteogy
accaccatca
ctctetcagy
aaaaccacce
atgcagctgg
tgtaagttag
tgettetgge
tgcataatte
tcataacggt
ataatgtgtg

aagcgaageg

tttttgttta
aaagaataga
aaaggatgtce
teggecatceeyg
tcacecgtcat
catgcattta
gcoccggaaga
cagagtatgc
tttetgegaa
accgegtgge
gtetggeecet
tgggtgcecag
cggtgeacaa
accaggatgec
tctetgacca
gcgtggagea
gttectgtete
ttcageocgat
tgcaaatget
cgctgggegce
tagtgggata
aacaggattt
gecaggcggt
tggcgoccaa
cacgacaggt
cgegaattga
gtecaggeage
gtgtogetea
tetggeaaat
gaattgtgag

gceactgetet

54

tattcaagtg
tcccagecet
gcaaacgctyg
cttacagaca
caccgaaacqg
cgttgacacc
gagtcaattc
cggtgtctct
aacgegggaa
acaacaactg
gcacgegecg
cgtggtggtg
tettetegeg
cattgetgtg
gacacccatc
tectggtegea
ggcgegtetyg
agcggaacgyg
gaatgaggge
aatgecgegecc
cgacgatacc
tegectgetg
gaagggcaat
tacgraaacce
ttcccgactyg
toctggtttga
catcggaage
aggogcacte
attctgaaat
cggataacaa

ttaacaattt

gttataattt
gtgtataact
tttgetecte
agctgtgacc
cgcgagygcay
atcgaatggt
agggtggtga
tatcagaccg
aaagtggaag
gcgggcaaac
tegeaaattg
tecgatggtag
caacgegtea
gaagctgect
aacagtatta
ttgggtcacec
cgtctggetg
gaaggegact
atcgttccca
attaccgagt
gaagacagct
gggcaaacca
cagctgttge
gectetooeo
gaaagcggygc
cagecttatca
tgtggtatgg
coegttetgga
gagetgttga
tttcacacag

atcagacaat

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B4D

900

960D

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980



ctgtgtgggc
atattaatgt
accgacggcg
ctgtacgcaa
gegeacaaac
gatcgtecgg
gtcacgegte
caagcagtgyg
gtcgcgacta
ctgggectygg
ctggccgagg
gaatcegtoe
gtggacgatc
gcagttacga
tacacggcgg
gctoccgaaag
atcacgggceg
ggtegtateoc
agcgacatga
gtgcegegtyg
acccagggcg
gtcttgggeg
cgtgetttte
accggtgcgyg
atcgatgtge
ctggttegta
gttttegato
cacctggtgt
geegtggeta
tatggtaaca
gagcaatacg

cgtgatgeeg

actcgacegg
atcgattaaa
ttaccgagac
cggacccaga
cgggectgey
cgctgggeta
tgctgeegeg
ctgcagogtt
teggetttge
tcagegttec
tggaaccgcyg
gtgatgtgaa
accgtgacge
ccetggatge
atcacgatca
gogegatgta
accogaccee
cgattagcac
gcacgctgtt
ttgeggacat
cggacgaact
gtegtgttat
tggatatcac
tcacccgtga
cggagetggy
gccaaacgtt
gegacggeta
atgtggacecg
acctggaggce
gegagogeag
accctgocege

agctgcagag
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aattatcgat
taaggaggaa
tgcactggat
gttcgcageca
totggeoggaa
tegtgecacgt
cttegatace
gogtcacaat
gagcccggac
tttgeagcat
tattctgacyg
ctecgtoage
actggctecge
gatcgcagac
gegtotggec
caccgaagcg
ggttatcaac
cgeogtgeag
tgaggatctg
getgtaccag
gactgcggaa
cacceggtttt
cttgggtgea
tggtgtgatt
ttactteteco
gactccgggt
ttaccacace
ccgcaacaat
cgttttcage
ctttotgttyg
attgaaagca

ctatgaagtg

taactttatt
taaaccatga
gatgagcaga
gecagctcete
atcctgeaga
gagctggega
ctgacctatg
ttogeoacaac
tatttgacge
aacgotocgyg
gtgagcgcag
cagetggttyg
gcacgcgagc
gaaggcgcag
atgattotgt
atggtggctc
gtgaactteca
aatggcggta
geccctggteco
catcatcotgg
aagcaggcecy
gtttocaceg
cacatcgttg
gttegtcocte
accgacaaac
tactacaagc
ggcgacgtga
gttctgaage
ggcgctgete
gotgttgttyg
gccctggegg

ceggeggact

55

attaaaaatt
cgagegatgt
gcactecgtcg
tgceggoegt
coctgtteac
cggacgaagy
cacaggtgtyg
cgatttacce
tggatctggt
tgtectegect
aatacctgga
ttttogacea
agctggcegg
gtttgccgge
ataccagegg
gcctgtggac
tgecgetgaa
ccagetactt
gceccctacega
cgaccegtgga
gtgoggaact
cgecgttgge
acggttacgg
cggtcattga
cgtacceogeg
gcccagaagt
tggcagaaac
tggcgcaagg
tggtccgeca
tecctaccoe
attcgctgea

teattgttga

aaagaggtat
teacgacgoeg
tattgcagaa
tgtcgatgeg
cggctacgge
cggtegtacyg
gagcogtgtt
gyggcgacygey
gtgcgegtat
ggccccgatt
cotggeggtt
tecatcoeggaa
caaaggtatc
tgagccgatt
ctotacgggt
tatgagcttt
ccatotggge
cgttocggaa
actgggtetg
tegectggtyg
gogtgaacag
ggcagagatg
tetgaccogaa
ttacaagcetyg
tggegagety
caccgegteco
cgogocagac
tgaatttgte
gattttcgtg
ggaggegety
gcgtacggeg

gactgageet

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500



tttagegetg
gatcgctacyg
caattgegtg
gctgeggega
ttgggeggtg
tttgaagtcc
catatcgagg
gcocggatgcta
actctgeogeyg
agcggtgcca
ceggttggeg
cgtttgacte
gatcgeocact
gagatttgge
aaccacgtce
atcaagttgg
gocgatgggta
ccgetggatyg
ctgcgegagg
ctggeccace
ctgtceectge
ccgegtgeac
ggtgctcagec
attagcttgg
gacgactatg
cgtegtgoge
cgtggogeec
cocgggtgata
gagttocggte
tattgattet

ctgoottgtt

cgaacggtct
gtcagecgttt
aactgcgecg
ccatcctggy
attctectgag
cggttggecac
cgcagcgcac
cggaaatccg
cagcaccetgg
atggttggtt
gtacecctgat
aggettacga
tgcgtgtggt
accgtotgge
tgccgtaceg
ctetgacega
ttectgattt
gtggctatge
cacatgacct
cgegetaceg
tgatcacggg
actaccoggy
aacgtgaggg
atgtctttgt
atgactgggt
agaccgttct
ctgaaccgac
ttecegeacet
tgatttagaa
gggtgatage

gaatgataag
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gctgageggt
ggagcagatyg
tgetgegget
taccggcage
cgegetgacg
gattgttaac
ggcgggtgac
tgcaagcgaa
tttgeoegaag
gggccgettc
caccattgtyg
tacggaccca
ggcaggtgat
agcagaggtc
ccagetgttt
gogeatcaag
tgaggaggac
aaatggctat
gtgtggecctg
tggecaagtg
tgtggecaceg
cetgacegte
ttatgtcteg
dggactggcty
gocgtegtttt
gecgetgety
cgaagtgttt
ggatgaagec
ttceccataatt
ctgagegecg

tggcagagta

gttggcaagt
tacgcggaca
actcaaccgg
gaggttgcaa
ttgagcaact
ccagcgacta
cgeocgtecat
ctgactctgyg
gttacgactyg
ctgaccctge
cgeggtegtyg
gagctgteoce
ateggogate
gatctggteg
ggtccgaatg
cetgttacet
ggtgacatte
ggcaacagca
cecggttgega
aatgtgecegg
cgttecttet
gattttgttg
tatgacgtta
attegtgegyg
gaaaccgcgt
catgectttc
catgcagcegqg
ctgatcgaca
getgttagga
ggtatcgaat

aaacgtcggt

56

tgctgegtec
tcgeoggetac
tgatcgacac
gcgacgcaca
tgctgtetga
atctggeaca
cctttacgac
acaaattcat
agoegegtac
agtggctgga
acgatgecage
goegettege
cgaatetggg
ttecatecage
ttgttggcac
acctgtecac
gtaccgtecag
agtgggctgy
cgtttegtag
acatgttcac
acattggtga
cggaageggt
tgaateccogea
gccacccaat
tgaccgecett
gegogecaca
tgoegtacecge
agtacatccg
gatatatatg
gtetgecage

agttaatgcce

gaatttgaag
gcaggcgaac
gctgacgcaa
ctttactgat
cttctttgge
gctggogeaa
ggtccacggt
cgacgctgaqg
ggtocetgttyg
acgtttggca
ggcacgtgea
tgagttggeg
cctgaceooeg
ggecctggte
cgeccgaagtt
ggttagegte
cceggttegt
cgaggtgetyg
cgacatgatt
cegtetgotg
tggcgagegt
tactaccctg
cgatgacggt
tgaccgtgtt
gcococggagaaa
ggcgecgttyg
taaagtcggt
tgacctgege
goggacacgt
geggectgge

agcatcageg

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



gcgacaccte
gttgggtget
cogagcaaac
taatgcaaat
tttaccecaa
totgecteaa
cgtttattgc
cttetaagga
tgcaatgeag
acatcaggtt
caacaacgaa
gattacccaa
ctggacggca
cacgggcgaa
tgecaggctgg
tttgetgtgt
tecatcatgtt
agcatggggc

agctatgggy

gggtaaattt
aaacacactg
tgtacctgte
gectgetgece
cgagatgtat
acgttatcgy
gocagatgoc
aaggcgcetge
aaaatgttgg
cogtcagocy
tecgetette
gcatgegtca

ttgttgacga

gcaacaagga
ggttgaactyg
getgegocag
acgtctgect
actecgccaaa
gecacaatgg
cgactggatg
aataatagga
gcaggtgaag
gaagttaaag
tggcattett
ctgggaagtg
gaaagctgtc
aataccgcaa
caatgggtca
ggcggaatca
gctgtgattg
tgtgaaatta
gcogatcacy
gatttactge
gcacccaatg
gagtgcgetge
ttacgtaagce
cctatgtegg
attgtactta
acattcctac
aatgggcoctyg
cggeggttge
cattatagaa
ttttgcecgat
gggattttac

gcatacgttg
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ctggcgegee
ggcggetgty
attttgcoagg
tacaactatg
gagtttgatg
atgoaggatg
gcgaageagt
gattgaaaat
cactegtgec
tcgaatattg
cggtttatee
aagccaaagg
aggecctgtga
ctattattgg
ttccecectgeco
cagtatttga
gtatcggtgg
ctgegtttag
tggtcaatag
tgagtacagt
gcacttteca
taggaggtge
tgctcgaatt
agctgaatga
aagcegattt
gattacgatg
gttaagcaag
acccactggg
ttcaatcaaa
atccttaace
gaacgtaatc

gogoetggatt

ttceggetet
acggtttgeg
atgtcaaage
gtcgtcgtta
tteecgetget
acggtattca
tgcagcecttt
ggcaacaact
ttattogttt
tgggctgtge
agtegtggea
actaaaaatt
ccaatgecate
tcatgectggt
cgacgaactc
tccaatttta
tttgggacat
ttcaaatceca
ccgtgatgat
taatgtgcet
ttttttgggce
caaatcgcta
tgcggecacgt
ggccatcgaa
ttaacctagg
ccatagtaat
gtgcgegegt
geaccatcce
acccacttta
atgccgataa

actgtgaaat

goccggacygyg

57

gctgaaacag
tggttttoag
cgocaacget
taatgaagcc
gocotttttt
toccaacoge
aaccaatcat
aatgtgatte
gatgcaggeg
cattccgatg
ggtcatgaag
ggtcaacgtg
agtggtcage
ggctttgeag
gatccgacca
aaacatcaga
atggccateca
aacaaaaccg
gocgaaatta
ttaaactgga
gtggtgatgg
acagcatcac
aagaatatecqg
cgcttacatt
gataatagag
aggttcogge
cgecagttate
gtcgaaaget
cagogaccat
cgtgattaat
attgraggga

cagegttgaa

catcagcege
ccacagcaaa
ctteocattgt
tttagcgeca
atggaagagyg
gacgccogcage
gactcataag
atgettatge
aactgcaacc
tcteggtact
tgattggtac
ttggtattgg
aggtattgtyg
ataaggtteg
gtgctggtecc
ttcaggectat
agctacttaa
atgagctcaa
aatcgcaaca
atgcgtatet
aaccaatcecc
caactggcte
cacctcaaat
cgggtcaagce
gttaagagcg
cococggeggcy
gagegttate
cteegtcacy
tocogactge
caacaaacgc
aacgctoeget

acactaaccyg

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680



ctgaaaaatt
cccatcecacyg
tacttatcta
atgtaaaagt
tgtcagattc
agtacgagaa
aactgaaagc
cgttacagaa
atcagacoge
cgteggegyc
cogeacatet
tgggcaaaac
agtttaaaca
tgttecateg
aaattattca
acttegtcaa
taaacggttt
acggtctcca
aatcagaacqg
tcecacceotga
ggtctececcea
aaagactggg
gcggtatttt
tacaatctge
cgagcttagt
ttgecgataac
ttatgracge
atgtgcttag
cgaattgtta
aattetteca

tgtctagett

tgttattgece
catttacgac
tggtgetgga
ggatctgatc
tctctectat
gatcgaaggce
tgactgectg
cattgggcta
acagccacac
ctatgaccag
gattgaagat
cgaacagcag
tetggracge
ggaaacaaaa
tatcggtcag
caccaccttt
aaaccgcctg
gcttggetgt
cagaagcggt
ceccatgeeg
tgcgagagta
ccetttegttt
ctecttacge
tctgatgeeg
aaagcccteg
aagaaaaagc
ttaaaaataa
tgcatctaac
gacattattt
actgatetge

caagtatgac
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tgcggetetce
agecgactcaa
gtgategget
aacacccgcy
cacttctgga
tgtgacgatyg
ctctatgeca
gaaactgaca
gtttacgoegyg
gggcgcatty
atcectaceg
ctgacegeaa
gcacaaatcg
gagattetgg
gcgattatgg
aactacecega
ttttaaactt
tttggeggat
ctgataaaac
aactcagaag
gggaactgecc
tatectgttgt
atctgtgecgg
catagttaag
ctagatttta
cagcctttca
taaaagcaga
gcttgagtta
gocgactace
gcgegaggec

gggctgatac

gtccatatca
ttctcageat
gtgaatatge
atcgectget
acagtggegt
gtgtgatcat
acggtcgeac
gcocgeggaca
tgggegacgt
ccgogocagge
gtatttacac
tgaaagtgece
toeggeatgaa
gtattcactg
aacagaaagg
cgatggegga
tatcgaaatg
gagagaagat
agaatttgce
tgaaacgcoeg
aggcatcaaa
ttgteggtga
tatttcacac
ccagcccega
atgcggatgt
tgatatatct
cttgacctga
agcogegecg
ttggtgatct
aagcgatcett

tgggcocggea

58

tccaacagat
gcaccacgaa
gtegatette
ggcatttetce
agtgattegt
gcatctgaag
cggtaatacc
gctgaaggtc
gattggttat
gctggtaaaa
catcooggaa
atatgaagtg
cgtgggeacy
ctttggegag
tggcggeoaac
agectategg
gccateceatt
tttcagcectyg
tggecggcagt
tagegecgat
taaaacgaaa
acgcteteoct
cgcatatggt
cacccgccaa
tgcgattact
cccaatttgt
tagtttgget
cgaagcyggcy
cgectttcac
cttettgtee

ggegctccat

gttgatttca
ccgegecatyg
cgeggtatgg
gatcaagaga
cacaacgaag
tcgggtaaaa
gattegetgg
aacagcatgt
cogageotagqg
ggcgaagcca
atcageteotg
ggcogegoce
ctgaaaattt
cgegetgoeg
actattgagt
gtagetgegt
cttggtttaa
atacagatta
agegeggtgg
ggtagtgtgg
ggctecagtceg
gacgcctgat
gcactcteag
cacccgetga
tecgececaacta
gtagggctta
gtgagcaatt
tcggettgaa
gtagtggaca
aagataagco

tgcececagteg

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

B1l60

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

882D

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

5420

9480

9540



gcagcgacat
gtaagcacta
gtttcattta
gctggaccta
atgtcegateg
aattgcagtt
gtgacttcta
tegttgatea
tcaatatcac
agcaacgtcg
acttoggega
tgcgtaacat
tgcttggatg
accgeccactg
cgcatacget
gcctteatece
gcatttetgt
ttggeggeet
gagatcggaa
gttcgeatee
acgggeatgc
ggcacgatca
agcttggcac
aacgggetgt
ttgccggetg
tcactggete
tgtctatgtyg
gttgetttgt
cattgtcgat
atgtatctat
tgtaacggtyg

caagagccat

cctteggege
catttcgete
gegectcaaa
ccaaggcaac
tggetggete
cgegettage
cagcgoggag
aagctegeeg
tgtgtggett
gttcgagatg
tecacegette
cgttgetget
ccogaggeat
cgcegttace
acttgecatta
gtttccacgy
cctggetgge
tgcoctgttcett
gacctcggceco
tecggttttet
ggatcagtga
tecgtgeggga
ccagectgeg
tctggtgttg
aaagcgctat
coegtgttgte
tgactgttga
tttactggtt
ctgttcatgg
cttttttaca
aacagttgtt

aagaacctca
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gattttgceg
atcgccagcece
tagatcotgt
gctatgttet
gaagatacet
tggataacge
aatctcgcte
cgttgttteoa
caggaocgeca
gecgetcgatg
ceteatgatg
ccataacate
agactgtacc
accgctgegt
cagcttacga
tgtgcgtcac
gaacgagcgc
ctacggcaag
gtegeggege
ggaaggcgag
gggtttgcaa
gggcaaggyc
cgagcagggyg
ctagtttgtt
ttecttccaga
ggcagetttg
gctgtaacaa
tcacctgtte
tgaacagctt
cagtttteat
ctacttttgt

gatcecttecg

gttactgege
cagtcgggceg
tcaggaaceg
cttgcttttg
gcaagaatgt
cacggaatga
tecteoccagggg
tcaagectta
tecactgegyg
acgccaacta
tttaactttg
aaacatcgac
ccaaaaaaac
teggtcaagg
accgaacagg
ccggcaacet
aaggtttegg
gtgctgtgea
ttgeeggtgg
catcgtttgt
ctgcgggtcea
teccaaggate
aattaattee
atcagaatcg
attgccatga
attogataag
gttgtctcag
tattaggtgt
tgaatgcace
ctgtgcatat
ttgttagtet

tatttagceca

59

tgtaccaaat
gcgagttcca
gatcaaagag
tcagcaagat
cattgegetg
tgtegtogtg
aagccgaagt
cggtcaccgt
agcogtacaa
cctcoctgatag
ttttagggeg
ccacggcgta
agtcataaca
ttetggacea
cttatgtceca
tgggcagcay
tetccacgea
cggatctgec
tgectgaceee
tcgecccaget
aggatctgga
gggccttgat
cacgggtttt
cagatccgge
tttttteceece
cagcatogec
gtgttcaatt
tacatgetgt
aaaaactcgt
ggacagtttt
tgatgettea

gtatgttcte

gcgggacaac
tagcgttaag
ttectecgee
agccagateca
ccatteteeca
cacaacaatg
ttccaaaagg
aaccagcaaa
atgtacggoce
ttgagtcgat
actgoccotge
acgcgcecttge
agccatgaaa
gttgcgtgag
ctgggttegt
cgaagtcgag
tegtcaggea
ctggcttecag
ggatgaagtg
tectgtatgga
tttcgatecac
gttacccgag
gctgccogea
ttcagccggt
acgggaggeqg
tgtttcagge
tcatgttcta
teatctgtta
aaaagctctg
ccctttgata

ctgatagata

tagtgtggtt

9600

9660

9720

9780

9840

9900

95960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460



10

15

cgttgkttttt
ctcaaaaatt
gtttttctta
ccattecattt
tecaacttgga
ttgetgtaag
aactcatggt
atatttgect
atagagtatt
aactggaaaa
aacttggeat
tecacagtte
ctactgatgt
cttgtagggt
tcatgctceg

tcagacatac

<210> 14
<211> 3227
<212> ADN

gogtgagecca
ttgcctcaaa
gtccgttatg
ttatctggtt
aaatcaacgt
tgtttaaate
agttattttc
tgtgagtttt
tgttttcaaa
gataaggcaa
agtttgtcoca
tegteateag
tcatcatctg
tttcaatcgt
ttaagtcata

atctcaattyg

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
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tgagaacgaa
actggtgagc
taggtaggaa
gttetcaagt
atcagteggyg
tttacttatt
aagcattaac
cttttgtgtt
agacttaaca
tatctettea
ctggaaaatce
cteteotggtt
agcgtattgg
ggggttgagt
gcgactaatc

gtetaggtga

ccattgagat
tgaatttttyg
tctgatgtaa
teggttacga
cggecteget
ggtttcaaaa
atgaacttaa
agttctttta
tgttccagat
ctaaaaacta
tecaaagectt
getttageta
ttataagtga
agtgccacac
gctagttcat

ttttaat

catacttact
cagttaaagc
tggttgttgg
gatecatttyg
tatcaaccac
cecattggtt
attcatcaag
ataaccactc
tatattttat
attctaattt
taaccaaagqg
atacaccata
acgataccgt
agcataaaat

ttgctttgaa

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

<400> 14
gacgaaaggg
cttagacgte
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggecatt
ctgaagatca
tecttgagag
tatgtggege

actattctca

ccteogtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgoccttect
gttgggtgea
ttttegecece
ggtattatec

gaatgacttg

cgecctatttt
ttteggggaa
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg

gttgagtact

tataggttaa
atgtgcgegyg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatecgaact
ttecaatgat

cogggeaaga

caccagtcac

60

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgeectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gecaacteggt

agaaaagcat

ttgcatgtca
atcgtgtagt
tattttgtca
tetatetagt
caatttcata
aagcetttta
gctaatctct
ataaatccte
gaattttttt
ttegettgag
attcctgatt
ageattttee
ccgttettte
tagcttggtt

aacaactaat

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
ageggtaaga
aaagttetge
cgecgeatac

cttacggatg

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12397

60

120

180

240

300

360

420

480

540



gecatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgeaggace
gagccggtga
ccegtategt
agatogetga
catatatact
gttecaacctg
taacgtacta
catggctaac
aaatagccte
ctagetttta
gtattacecge
agtcagtgag
ggccgattca
tagtgcgtag
atggcggeeg
tgcaggtecy
aactgcetta
taagcattct
gecatcagecac
agttgteccat
agacgaaaaa
acgcecacatao
agagcgatga
cocatateac
ggcgggcaayg
ttaaaaaggc

gaaatgecte

aagagaatta
gacaacgate
aactegectt
caccacgatg
tactctaget
acttctgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
ttgatagtac
agctetcatg
gtactaagct
taaggtttta
aggtttcace
ctttgagtga
cgaggaagcyg
ttaagacagec
tegttggeaa
cataacttcyg
cttattateca
aaaaaattac
gceogacatgy
cttgtegeect
attggccacyg
catattcteca
ttgegaatat
aaacgtttea
cagctcacceg
aatgtgaata
cgtaatatec

aaaatgttet
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tgcagtgetg
ggaggaccga
gatcgttggy
cctgtagcaa
tceccocggeaac
teggecette
cgeggtatea
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
gtactaagct
tttaacgaac
cteatgtttg
agttttataa
atgttcttte
gotgataceg
gaagagcgcec
tgtctettat
gottteooget
tatagcatac
cttattcagg
(o (alalalels [elelal
aagccateac
tgegtataat
tttaaatcaa
ataaaccctt
atgtgtagaa
gtttgcteat
tecttteattg
aaggccggat
agctgaacgg

ttacgatgee

ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggetggetyg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
ctecatgttte
taaaccctea
aacaataaaa
gaaaaaaaagqg
ctgecgttate
ctogoegeag
caatacgcaa
acacatcteca
gtttetgeat
attatacgaa
cgtagcaace
gocactcate
aaacggcatg
atttgccecat
aactggtgaa
tagggaaata
actgooggaa
ggaaaacggt
ccatacggaa
aaaacttgtg
tctggttata

attgggatat

61

gagtgataac

cgettttttg
gaatgaagce
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
tgtgcateeg
acgtactaag
tggctaacgt
ttaatataaa
aatatataag
ccctgattet
ccgaacgace
accgcctete
accctgaage
tettacgttt
gttatctaga
aggcgtttaa
geagtactgt
atgaacctga
ggtgaaaacqg
actcacccag
ggccaggttt
ategtogtgg
gtaacaaggg
ttecggatga
cttattttte
ggtacattga

atcaacggty

actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcecggataaag
gataaatctg
ggtaagcecct
cgaaatagac
caagtttact
aagatcageca
ctctcatgtt
actaagctect
tcagcaactt
gettttaaag
gtggataace
gagcgoageyg
ccogogegtt
tettgttgge
taggatgcat
gttgcatgee
gggcaccaat
tgtaattcat
atcgccageg
ggggcgaaga
ggattggetyg
tecacecgtaac
tattcactoe
tgaacactat
gcattcateca
tttacggtet
gcaactgact

gtatatccag

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



10

15

20

25

30

35

tgattttttt
cgecceggtag
cgteocteattt
ttatttattc
tatagcatac
aaaaatttat
gaacacgeat
aaattcatcg
ccgcoaccgat
gtattttctc
aatctgctct
gccctgacgy
gagetgeatg
<210> 15

<211>40
<212> ADN

ctecatttta
tgatcttatt
tegecaaaag
tgcgaagtga
attatacgaa
ttgctttcag
taaggaggtyg
atgatggttg
cgeccttoce
cttacgcatc
gatgccgecat
gettgtcetge

tgtcagaggt

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
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gottecttag
teattatggt
ttggcoccagg
tcttccgtea
gttatggatc
gaaaattttt
aagagctega
agatgtgtat
aacagttgeg
tgtgcggtat
agttaagcca
tcceggeatce

tttecacegte

ctoctgaaaa
gaaagttgga
getteceggt
caggtattta
cagcttatcg
ctgtataata
attegageoca
aagagacagc
cagcectgaat
ttcacaccge
gccccgacac
cgcttacaga

atcaccgaaa

tetegataac
acctettacyg
atcaacaggg
ttcgactcta
ataccgtcaa
gattcaattyg
atatgcgaga
tgtegtaata
ggcgaatgge
atatggtgca
ccgccaacac
caagctgtga

cgagega

<223> /nota= "Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético”

<400> 15

gcagttattg gtgcccttaa acgcctggtt gctacgectg

<210> 16
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

40

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

<400> 16

cccagggctt cccggtatca acagggacac cagg 34

<210> 17
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> Inota= "Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 17

atggtcatta aggcgcaaag cccgg 25

<210> 18

62

tcaaaaaata
tgecgatcaa
acaccaggat
gataacttcg
acaaatcata
cgatgacgac
acacccgaga
gegaagagge
gectgatgeg
ctctcagtac
ccgctgacge

cogtctcecegg

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3227



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60
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<211> 53
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

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

<400> 18
gagaccccac actaccatcc tcgagttatc gcccctgaat ggctaaatca ccc 53

<210> 19

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 19
ctcgaggatg gtagtgtggg gtctccc 27

<210> 20

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> Inota= "Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 20
gagaccgttt ctcgaattta aatatgatac gectcogagett cgtetgttte tactggtatt
ggcacaaac

<210> 21

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> Inota= "Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético"

<220>

<221> base_modificada

<222> (16)..(16)

<223> a, ¢, t, g, desconocida u otra

<220>

<221> base_modificada

<222> (21)..(21)

<223> a, ¢, t, g, desconocida u otra

<220>

<221> base_modificada

<222> (27)..(27)

<223> a, ¢, t, g, desconocida u otra

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(40)

<223> a, ¢, t, g, desconocida u otra

63

60

69



10

15

<400> 21
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tgaaagatta aatttnhhar nddhddnwag gagnnnnnnn atggtcatta aggcgcaaag

ceegg

<210> 22
<211> 12206
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

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

<400> 22

cactatacca
tgggtatctg
ctgtaaattc
atagaataaa
cactacttta
tacaaaacag
gtctccggga
cagatcaatt
gcaaaacctt
atgtgaaace
tttecegegt
cggegatgge
agtcgttget

tcgoggegat

attgagatgg
taaattctge
cgectagacet
gaaagaataa
gtcagttceg
accttaaaac
gctgcatgtg
cgcgogcgaa
tcgeggtatg
agtaacgtta
ggtgaaccag
ggagctgaat
gattggeogtt

taaatctecge

gectagtcaat
tagacctttg
ttgtgtgttt
aaaaagataa
cagtattaca
cctaaaggeqg
tcagaggttt
ggcgaagcgyg
gcatgatage
tacgatgteg
gocageocacy
tacattocca
gccacctceca

gccgatcaac

gataattact
ctggaaaact
tttttgttta
aaagaataga
aaaggatgtce
teggeatceeg
tcaccgteat
catgcattta
goceggaaga
cagagtatge
tttetgegaa
accgegtgge
gtctggecect

tgggtgccag

64

agtectttte
tgtaaattct
tattcaagtg
toceccagecocet
gcaaacgctg
cttacagaca
caccgaaacqg
cgttgacacc
gagtcaattc
cggtgtetet

aacgegggaa

acaacaactg
gcacgogecyg

cgtggtagtyg

ctttgagttg
gectagacccet
gttataattt
gtgtataact
tttgcteocte
agctgtgace
cgcgaggcag
atcgaatggt
agggtggtga
tatcagacceg
aaagtggaag

gogggeaaac

tcgcaaattyg

tcgatggtag

60

65

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



aacgaagogyg
gtgggetgat
gcactaatgt
ttttetececa
agcaaatcgc
getggeataa
ggagtgeccat
ctgegatget
ccgggctgeg
catgttatat
gcgtggaccg
ccgteteact
gcgegttgge
agtgagcgca
tegactgcac
ctgtgcaggt
taatgttttt
caattaatca
gaaacagcgc
ctgtgtggge
atattaatgt
accgacggcg
ctgtacgecaa
gogcacaaac
gatecgtecogg
gtcacgegte
caagcagtgg
gtogogacta
ctgggectgg
ctggeegagg

gaatecegtece

cgtogaagee
cattaactat
tccggegtta
tgaagacggt
gctgttageg
atatctcact
gtooggtttt
ggttgccaac
cgttggtgecg
ccegecegtta
cttgctgcaa
ggtgaaaaga
cgattcatta
acgcaattaa
ggtgcaccaa
cgtaaatcac
tgcgececgaca
toceggetegt
cgctgagaaa
actcgaccgg
atcgattaaa
ttaccgagac
cggacccaga
cgggectgeg
cgetgggeta
tgctgeoogeg
ctgeagegtt
toeggetttge
tecagegttece
tggaaccgeg

gtgatgtgaa
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tgtaaagcgyg
cegetggatg
tttettgatg
acgegactgg
ggaeccattaa
cgcaatcaaa
caacaaacca
gatcagatgg
gatatectegg
accaccatea
ctectetcagg
aaaaccacce
atgcagctgg
togtaagttag
tgettetgge
tgcataattc
tcataacggt
ataatgtgtg
aagcgaagcyg
aattatcgat
taaggaggaa
tgcactggat
gttcgecagea
tetggeggaa
tcgtgecacgt
cttegatace
gogtcacaat
gagecoggac
tttgcageat
tattctgacg

ctecgteage

cggtgcacaa
accaggatge
tetetgacca
gegtggagea
gttctgtcte
ttecageegat
tgcaaatget
cgetgggege
tagtgggata
aacaggattt
gccaggeggt
tggcgocccaa
cacgacaggt
cgcgaattga
gtcaggcagc
gtgtegectca
tctggraaat
gaattgtgag
gcactgctct
taactttatt
taaaccatga
gatgagcaga
gecageteccte
atecectgeaga
gagctggega
ctgacctatg
ttegeacaac
tatttgacge
aacgeteogg
gtgagcgecag

cagctggttyg
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tctteotegeg
cattgetgtg
gacacccatc
teotggtegea
ggagegtoty
agcggaacgg
gaatgagggc
aatgegegec
cgacgatacc
tegecetgetg
gaagggcaat
tacgcaaacc
ttcecegactg
tctggtttga
catcggaage
aggcgeactc
attctgaaat
cggataacaa
ttaacaattt
attaaaaatt
cgagcgatgt
gcactegteg
tgcoggeocgt
cocctgtteac
cggacgaagy
cacaggtgtg
cgatttacee
tggatctggt
tgtetegect
aatacctgga

ttttegacca

caacgcgtca
gaagetgect
aacagtatta
ttgggtcace
cgtctggetg
gaaggcgact
atcgttecoca
attaccgagt
gaagacagct
gggcaaacca
cagctgttge
gecteteece
gaaagcgggc
cagcttatca
tgtggtatgg
cecgttctgga
gagctgttga
tttcacacag
atcagacaat
aaagaggtat
tcacgacgeg
tattgcagaa
tgtcgatgeg
cggctacgge
cggtcgtacyg
gageoogtgtt
gggcgacgcg
gtgeocgegtat
ggcecccgatt
cctggoggtt

tecatceggaa

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

17440

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2480

2520

2580

2640

2700



gtggacgatc
gcagttacga
tacacggegy
gctccgaaag
atcacgggecg
ggtegtatec
agcgacatga
gtgccgegtg
acccagggeg
gtcttgggcg
cgtgettttc
accggtgogy
atcgatgtge
ctggttcgta
gttttegatce
cacctggtgt
gecocgtggeta
tatggtaaca
gagcaatacg
cgtgatgceg
tttagegety
gatcgctacyg
caattgcogtyg
gctgeggega
ttgggcagty
tttgaagtec
catatcgagg
gcggatgeta
actctgegeg
ageggtgeca
ccggttggeg

cgtttgacte

accgtgacge
ccetggatge
atcacgatca
gegegatgta
acccgaccco
cgattagcac
gecacgctgtt
ttgeggacat
cggacgaact
gtegtgttat
tggatatcac
tecaccegtga
cggagcetggy
gccaaacgtt
gogacggeta
atgtggaccyg
acctggagge
gcgagegeag
accctgeooge
agctgcagag
cgaacggtet
gtcagogttt
aactgcgecy
ccateectggg
attctectgag
cggttggeac
cgecagogeac
cggaaatcecg
cagcaccetgg
atggttggtt
gtaccctgat

aggettacga
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actggctecge
gatcgcagac
gegtotggee
caccgaagcg
ggttatcaac
cgoogtgeag
tgaggatctg
gctgtaccag
gactgcggaa
caccggtttt
cttgggtgeca
tggtgtgatt
ttacttctee
gactccgggt
ttaccacacc
cogoeaacaat
cgttttcage
ctttetgttg
attgaaagca
ctatgaagtyg
gctgageggt
ggagcagatg
tgctgcgget
taccggcage
cgegetgacyg
gattgttaac
ggcgggtgac
tgcaagcgaa
tttgocgaag
gggcegetto
caccattgtg

tacggaccca

gcacgcgagc
gaaggecgcag
atgattotgt
atggtggctc
gtgaacttca
aatggeggta
gccctggteco
catcatctgg
aagcaggocy
gttteccaceg
cacatcgttg
gttegtecte
accgacaaac
tactacaagc
ggcgacgtga
gttotgaage
ggcgectgetce
gctgttgttg
gceectggegy
cocggoeggact
gttggcaagt
tacgcggaca
actcaaccgg
gaggttgcaa
ttgagcaact
ccagogacta
cgeegtocat
ctgactctgg
gttacgacty
ctgaccctge
cgcggtegtg

gagetgtece
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agctggecgg
gtttgecegge
ataccagegg
gcctgtggac
tgcoccgetgaa
ccagetactt
gccctacecga
cgaccgtgga
gtgeggaact
cgcegttgge
acggttacgg
cggtecattga
cgtacccgeg
gcccagaaght
tggcagaaac
tggegcaagy
tggtccgeca
tcecctaccee
attcogctgea
tcattgttga
tgctgegtee
tegoggetac
tgatcgacac
gcgacgcaca
tgctgtctga
atctggeaca
cetttacgace
acaaattcat
agecgegtac
agtggctgga
acgatgcagc

geagettege

caaaggtatc
tgagecegatt
ctetacgggt
tatgagecttt
ccatectggge
cgttocggaa
actgggtctg
tcgeoetggtg
gegtgaacag
ggcagagatg
tctgaccgaa
ttacaagectg
tggegagetyg
caccgegtcoe
cgcgccagac
tgaatttgte
gattttogtyg
ggaggcgetg
gcgtacggeyg
gactgagect
gaatttgaag
gcaggcegaac
gctgacgcaa
ctttactgat
cttetttgge
getggegeaa
ggtcocacggt
cgacgctgag
ggtcoctgttyg
acgtttggea
ggcacgtgca

tgagttggeg

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3%00

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



gategocact
gagatttggc
aaccacgtce
atcaagttgg
gegatgggta
ccgetggatg
ctgegegagy
ctggececcace
ctgtceocctge
cegegtgeac
ggtgctcage
attagcttgg
gacgactatg
cgtcgtgoge
cgtggegece
ccgggtgata
gagttoggte
tattgattet
ctgcettgtt
gcgacacctc
gttgggtgot
ccgagcaaac
taatgcaaat
tttaccccaa
tctgcctcaa
cgtttattge
cttectaagga
tgcaatgeag
acatcaggtt
caacaacgaa

gattacccaa

tgegtgtggt
accgtctgge
tgcegtaceyg
ctctgacecga
ttecotgattt
gtggctatgc
cacatgacct
cgocgetaceg
tgatcacggg
actacceggg
aacgtgaggg
atgtectttgt
atgactgggt
agaccgttct
ctgaaccgac
ttccgocacet
tgatttagaa
gggtgatage
gaatgataag
gcaacaagga
ggttgaactg
gectgegeecag
acgtctgect
actcgecaaa
gccacaatgg
cgactggatg
aataatagga
gcaggtgaaqg
gaagttaaag
tggecattett

ctgggaagtg
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ggcaggtgat
agcagaggtc
ccagetgttt
gcgcatcaag
tgaggaggac
aaatggctat
gtgtggecty
tggccaagtg
tgtggcaccg
cetgacegte
ttatgtctceg
ggactggetyg
gcgtegtttt
gecgetgetyg
cgaagtgttt
ggatgaagcc
ttetttageg
ctgagegeeg
tggcagagta
ctggegegec
ggcggcaatg
attttgcagg
tacaactatg
gagtttgatg
atgraggatg
gcgaagceoagt
gattgaaaat
cactegtgeeo
tecgaatattg
cggtttatce

aagccaaagyg

ateggegatce
gatectggteg
ggtccgaatqg
cctgttacet
ggtgacattce
ggcaacagca
ceggttgega
aatgtgeccgg
cgttcecttet
gattttgttg
tatgacgtta
attecgtgogg
gaaaccgegt
catgccttte
catgoagagyg
ctgatcgaca
ttaagaagga
ggtatcgaat
aaacgtcggt
ttceggetcet
acggtttgeg
atgtcaaagc
gtcgteogtta
ttecgetget
acggtattca
tgocageoettt
ggcaacaact
ttattegttt
tgggetgtge
agtegtggea

actaaaaatt
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cgaatctggg
ttecatcecage
ttgttggecac
acctgtccac
gtaccgtcag
agtgggetgg
cgtttegtag
acatgttcac
acattggtga
cggaageqggt
tgaatccgeca
gccacccaat
tgaccgectt
gcgocgecaca
tgegtacoge
agtacatcecg
gatatatatg
gtetgecage
agttaatgee
gctgaaacag
tggttttcag
cgccaacgcet
taatgaagcc
geecotttttt
tcccaaccge
agtaaatcat
aatgtgatte
gatgcaggeyg
cattccgatg
ggtcatgaag

ggtcaacgtg

cctgaccooeg
ggccctggte
cgccgaagtt
ggttagegtc
cecggttegt
cgaggtgetg
cgacatgatt
ccgtctgetg
tggcgagegt
tactaccetg
cgatgacggt
tgaccgtgtt
gccggagaaa
ggcgecgttyg
taaagtcogagt
tgacctgege
goggacacgt
geggeetgge
agcatcageg
catcagecege
ccacagcaaa
gaaccattgt
tttagcgeca
atggaagagqg
gacgcccage
gactcataag
atgettatge
aactgeaacc
teteggtact
tgattggtac

ttggtattgy

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

53540

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



ctggacggea
cacgggcgaa
tgcaggctgg
tttgetgtgt
tcatcatgtt
agcatggggce
agctatgggy
gggtaaattt
aaacacactg
tgtacctgte
gcctgetgee
cgagatgtat
acgttatcgg
cacggatgaa
agcaggaagt
tgaaggattc
tcattgaccg
tggagcagge
ttggcectgat
caatgegegg
catcoggogt
tcagectecege
tgggcaaaca
gegaattoga
cccgtactta
tggttgaaga
gctacggege
gctgecatgaa
gtacttegac
ataagagccc
gocgtacagga

tcaacattga

gaaagetgte
aataccgcaa
caatgggtca
ggcggaatca
gctgtgattg
tgtgaaatta
geogatcacg
gatttactge
gcacccaatyg
ggtgegetge
ttacgtaage
cctatgtegg
attgtactta
acgtgcagtg
coctggeatet
cggecatgegt
caaagttgtg
aatcgetgat
tgcaggttecc
ccocgogogge
ttetgectge
gtgtgcgact
ggacategtg
cgcaatgggt
cgacgctcac
gctggaacac
aacctctgat
gatggcgatyg
teceggttage
ggcgatttet
agctatctac

agagctggac
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aggectgtga
ctattattgg
tteccctgee
cagtatttga
gtatcgatgyg
ctgegtttag
tggtcaatag
tgagtacagt
gecacttteoeca
taggaggtge
tgcteogaatt
agetgaatga
aagccgattt
attactggecc
ctgegtgaag
agccacgtet
cgctttatga
gegggectet
ggcggegget
ctgaaagegg
ctegacacoe
tcecgecacact
tttgetggeg
gegetgteta
cgtgacggtt
gegetggege
ggtgcagaca
catggegttg
gacgtgaaaqg
gcaaccaaag

tctetgetga

gagcaggctyg

ccaatgeate
tcatgetggt
cgacgaacte
tecaatttta
tttgggacat
ttcaaatceca
cegtgatgat
taatgtgect
ttetttggge
caaatcgeta
tgeggecacgt
ggecatcgaa
ttaacctagg
tgggcattgt
gacgttcagg
ggggcaacgt
gcecgacgeate
ctecggaage
ccecegegttt
ttggcccgta
cgtttaaaat
gtatcggtaa
geggogaaga
ctaaatacaa
tegttatege
gtggtgcteca
tggttgctec
ataccccaat
agctggcage
ggatgaccgg
tgctggaaca

cgggtctgaa
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agtggtcage
ggctttgeag
gatccgacca
aaacatcaga
atggccatca
aacaaaaccqg
gocgaaatta
ttaaactgga
gtggtgatgg
acagcatcac
aagaatatcg
cgettacatt
atcagtatect
ttccageatce
gatcacttte
aaaactggat
catttatgca
ttaccagaat
ccaggtgttc
tgtggtcacc
teatggogtt
cgcagtagag
gctgtgetgy
cgacacooayg
tggeggegge
catctatget
gtctggcgaa
cgattacctyg
tatcegtgaa
tcactctetg
cggetttate

catcgtgace

aggtattgtg
ataaggttcyg
gtgctggtee
ttcaggetat
agctacttaa
atgagctcaa
aatcgcaaca
atgcgtatcet
aaccaatececc
caactggete
cacctcaaat
cgggtcaage
ggtaggagat
ggtaataacc
toctcaggage
accactggecc
ttccttteta
aaccogegaeg
ggcgctgacg
aaagcgatgg
aactactcca
cagatccaac
gaaatggett
gaaaaagcoct
ggtatggtag
gaaatcgttg
ggcgecagtac
aactcccacyg
gtgttcggeg
ggcgetgetg
goocccgagea

gaaacgaccg

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6360

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8le0

8220

8280

8340

8400



atcgeogaact
tggtaatgeg
cttggetgtt
agaageggtce
cecatgooga
gcgagagtag
ctttogtttt
tecettacgea
ctgatgececge
aagcccetege
agaaaaagcc
taaaaataat
gcatctaacg
acattatttg
ctgatectgeg
aagtatgacqg
ctteggegeg
atttegetea
cgectcaaat
caaggcaacy
ggctggeteg
gcgettaget
agegeggaga
agctcocgecge
gtgtggette
ttegagatgg
caccgecttee
gttgctgecte
ccgaggcata
gecgttacca

cttgcattac

gaccacagtt
caagcetgaaa
ttggeggatg
tgataaaaca
actcagaagt
ggaactgeca
atctgttgtt
tetgtgeggt
atagttaage
tagattttaa
agecctttcat
aaaagcagac
cttgagttaa
ccgactacct
cgogaggeca
ggctgatact
attttgeegg
tegecagece
agatcctgtt
ctatgttcte
aagatacctg
ggataacgec
atctegetet
gttgtttcat
aggcogecat
cgctegatga
ctcatgatgt
cataacatca
gactgtacce
ccgetgegtt

agcttacgaa
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atgtctaaca
gattaaattt
agagaagatt
gaatttgect
gaaacgeoogt
ggcatcaaat
tgteggtgaa
atttcacace
cagcccogac
tgeggatgtt
gatatatctc
ttgacctgat
gecgegecge
tggtgatctc
agcgatette
gggccggcayg
ttactgeget
agtegggegg
caggaaccogg
ttgcttttgt
caagaatgte
acggaatgat
cteccagggga
caagcecttac
ccactgegga
cgccaactac
ttaactttgt
aacatcgacc
caaaaaaaca
cggtcaaggt

ccgaacaggc

gettoggett
aaatgctatg
ttcagectga
ggcggeagta
agcogocgatyg
aaaacgaaag
cgetetoctyg
gcatatggtg
accecgecaac
gogattactt
ccaatttgtg
agtttggctyg
gaagocggegt
gcctttecacyg
ttettgteca
gegetcocecatt
gtaccaaatg
cgagttecat
atcaaagagt
cagcaagata
attgegetge
gtcgtogtge
agcoccgaagtt
ggtcaccgta
gcogtacaaa
ctectgatagt
tttagggega
cacggcgtaa
gtcataacaa
tectggaccag

ttatgteccac
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cggcggeace
tectegagaaa
tacagattaa
gcgeggtggt
gtagtogtggg
getcagtega
acgeotgatyg
cacteteagt
accecgctgac
cgecaactat
tagggcttat
tgagcaatta
cggcttgaac
tagtggacaa
agataagcct
geccoccagtogy
cgggacaacyg
agegttaagg
teecteogeeg
gccagatcaa
cattctcocaa
acaacaatgqg
tccaaaaggt
accagcaaat
tgtacggceca
tgagtcgata
ctgecectget
cgogettget
gccatgaaaa
ttgcgtgage

tgggttcgtyg

aacgcocacgce
cggteteocag
atcagaacgc
cccacctgac
gtctoccoeoat
aagactggge
cggtatttte
acaatctget
gagcttagta
tgegataaca
tatgcacget
tgtgcttagt
gaattgttag
attcttccaa
gtectagette
cagcgacatc
taagcactac
ttteatttag
ctggacctac
tgtecgatcgt
attgcagttce
tgacttctac
cgttgatcaa
caatatcact
gcaacgtegg
ctteggegat
gcgtaacatc
gcttggatge
ccgecactge
gcatacgcta

ccttcatceg

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

B88B0

8940

3000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260



tttcecacggt
ctggctggeg
gotgttotte
acctcggeoeg
cggttttetg
gatcagtgag
cgtgcgggag
cagcotgege
ctggtgttge
aagcgcetatt
cgtgttgteg
gactgttgag
ttactggttt
tgtteatggt
ttttttacac
acagttgttc
agaacctecag
cgtgagccat
tgcctcaaaa
tccgttatgt
tatctggttg
aatcaacgta
gtttaaatct
gttattttca
gtgagtttte
gttttcaaaa
ataaggcaat
gtttgtecac
cgteatcage
catcatctga
ttcaategtyg

taagtcatag

gtgcgtcace
aacgagcgca
tacggcaagg
tecgcggegcet
gaaggcgage
ggtttgcaac
ggcaagggct
gagcagggga
tagtttgtta
tctteocagaa
geagetttga
ctgtaacaag
cacctgttet
gaacagcttt
cgttttcate
tacttttgtt
atcettcegt
gagaacgaac
ctggtgaget
aggtaggaat
ttctecaagtt
tcagtcgygge
ttacttattyg
agcattaaca
ttttgtgtta
gacttaacat
atctctteac
tggaaaatct
tetotggttyg
gcgtattggt
gggttgagta

cgactaatcg
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cggcaacctt
aggtttcggt
tgetgtgeac
tgccocggtggt
atcgtttgtt
tgegggtcaa
ccaaggatecg
attaatteococe
tcagaatege
ttgccatgat
ttegataage
ttgtectcagg
attaggtgtt
gaatgcacca
tgtgecatatg
tgttagtett
atttagceag
cattgagate
gaatttttge
ctgatgtaat
cggttacgag
ggcocteogett
gtttcaaaac
tgaacttaaa
gttcttttaa
gttocagatt
taaaaactaa
caaagecttt
ctttagectaa
tataagtgaa
gtgccacaca

ctagttcatt

gggcagcagc
ctccacgeat
ggatctgece
gctgaccecg
cgcccagett
ggatctggat
ggccttgatg
acgggttttg
agatcogget
tttttcccea
agecatcegect
tgttcaattt
acatgectgtt
aaaactcgta
gacagtttte
gatgcttecac
tatgttctet
atacttactt
agttaaagca
ggttgttggt
atccatttgt
atcaaccacc
ccattggtta
ttcatcaagg
taaccacteca
atattttatg
ttctaatttt
aaccaaagga
tacaccataa
cgataccgte
gcataaaatt

tgctttgaaa
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gaagtcgagg
cgtcaggeat
tggcttecagg
gatgaagtgg
ctgtatggaa
ttegatcacg
ttacccgaga
ctgcocgeaa
tcageooggtt
cgggaggcgt
gtttcagget
catgttctag
catctgttac
aaagctctga
cctttgatat
tgatagatac
agtgtggtte
tgecatgtecac
tcgtgtagtyg
attttgtecac
ctatctagtt
aatttcatat
agccttttaa
ctaatctecta
taaatcctea
aattttttta
tcgettgaga
ttectgattt
grattttoce
cgttctttee
agettggttt

acaactaatt

catttectgtc
tggcggoett
agatcggaag
ttcgcatecet
cgggcatgeg
geacgatcat
gcttggecace
acgggctgtt
tgeoggotga
cactggectece
gtotatgtgt
ttgectttgtt
attgtcgatc
tgtatctate
gtaacggtga
aagagccata
gttgtttttg
tcaaaaattt
tttttecttag
cattcatttt
caacttggaa
tgetgtaagt
actcatggta
tatttgeett
tagagtattt
actggaaaag
acttggcata
ccacagttet
tactgatgtt
ttgtagggtt
catgotecgt

cagacataca

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180



10

15
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tctcaattgg tctaggtgat tttaat

<210> 23
<211> 14893
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

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

<400> 23

cactatacca
tgggtatetg
ctgtaaatte
atagaataaa
cactacttta
tacaaaacag
gtetecggga
cagatcaatt
gcaaaacctt
atgtgaaacc
tttcocccgegt
cggcgatgge
agtegttget
tcegeggegat
aacgaagcgg
gtgggctgat
gcactaatgt
ttttetecea
agcaaatcgc
gectggecataa
ggagtbgccat
ctgcgatget
ccgggctgeg

catgttatat

attgagatgg
taaattctge
cgctagacct
gaaagaataa
gtcagttccg
accttaaaac
gctgecatgtyg
cgocgogegaa
tcgeggtatg
agtaacgtta
ggtgaaccag
ggagctgaat
gattggegtt
taaatctege
cgtcgaagec
cattaactat
tccggegtta
tgaagacggt
getgttageg
atatctcact
gbccggtitt
ggttgccaac
cgttggtgeg

cecgeegtta

gctagtcaat
tagacctttg
ttgtgtgttt
aaaaagataa
cagtattaca
cctaaaggeg
tcagaggttt
ggcgaagcegyg
gcatgatage
tacgatgtcg
gocagccacyg
tacattccca
gocaccteca
gcegatcaac
tgtaaagcgg
ccgectggaty
tttettgatg
acgcgactgg
ggcccattaa
cgcaatcaaa
caacaaacca
gatcagatgg
gatatctegg

accaccatea

gataattact
ctggaaaact
tttttgttta
aaagaataga
aaaggatgtc
tcggcatceg
tcaccgtecat
catgcattta
gcccggaaga
cagagtatgec
tttctgegaa
accgegtggeo
gtetggeccet
tgggtgecag
cggtgcacaa
accaggatgc
tctctgacca
gegtggagea
gttetgtete
ttcageccgat
tgcaaatgct
cgctgggege
tagtgggata

aacaggattt

71

agtcctttte
tgtaaattct
tattecaagtg
tcccageccct
gcaaacgcectg
cttacagaca
caccgaaacyg
cgttgacace
gagtcaattc
cggtgktetet
aacgcgggaa
acaacaactg
gcacgegecg
cgtggtggtyg
tettetogeg
cattgctgtyg
gacacccatc
tetggtegea
ggcegegtetg
agcggaacgg
gaatgagggc
aatgcgocgec
cgacgatace

tegectgetg

ctttgagttyg
gctagaccet
gttataattt
gtgtataact
tttgctocte
agctgtgacce
cgogaggeag
atcgaatggt
agggtggtga
tatcagaccg
aaagtggaag
gcgggeaaac
tocgeaaattg
tcgatggtag
caacgcgtca
gaagctgect
aacagtatta
ttgggtcacc
cgtetggetg
gaaggcgact
atcgttccca
attaccgagt
gaagacagct

gggcaaacea

12206

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gogtggaceg
cogtctcact
gecgegttgge
agtgagcgea
tecgactgecac
ctgtgcaggt
taatgttttt
caattaatca
gaaacagcgc
ctgtgtggge
atattaatgt
accgacggeg
ctgtacgcaa
gcgcacaaac
gategtecgyg
gtcacgegte
caagcagtgg
gtegegacta
ctgggeetgg
ctggeecgagg
gaatceogtec
gtggacgatc
gcagttacga
tacacggegy
gctecgaaag
atcacgggcy
ggtcgtatee
agcgacatga
gtgccgogty
acccagggeg
gtettgggeg

cgtgetttte

cttgetgeaa
ggtgaaaaga
cgattcatta
acgcaattaa
ggtgcaccaa
cgtaaatcac
tgogocogaca
tecggetegt
cgctgagaaa
actcgacegg
atcgattaaa
ttaccgagac
cggacccaga
cgggcctgeg
cgetgggeta
tgectgeegeg
ctgeagegtt
teggetttge
tcagcgttec
tggaaccgeg
gtgatgtgaa
accgtgacge
ccctggatge
atcacgatca
gcgcgatgta
acccgaccee
cgattagecac
gcacgetgtt
ttgcggacat
cggacgaact
gtecgtgttat

tggatatcac
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ctetotcagy
aaaaccacce
atgcagctgy
tgtaagttag
tgetteotgge
tgecataatte
tcataacggt
ataatgtgtg
aagcgaagcg
aattatcogat
taaggaggaa
tgcactggat
gttcgcagea
tectggeggaa
tegtgoacgt
ctteogatace
gcgtcacaat
gagcocggac
tttgcagcat
tattctgacg
ctecgtoage
actggctege
gatcgcagac
gegtotggee
caccgaageg
ggttatcaac
cgecgtgeag
tgaggatctg
gcotgtaccag
gactgcggaa
cacoggtttt

cttgggtgca

gccaggeggt
tggogeoccaa
cacgacaggt
cgegaattga
gtcaggcage
gtgtcgctea
tetggeaaat
gaattgtgag
gecactgctet
taactttatt
taaaccatga
gatgagcaga
gecagctcete
atcctgcaga
gagctggega
ctgacctatg
ttcgcacaac
tatttgacge
aacgctcegg
gtgagcgcag
cagetggttg
gcacgcgage
gaaggcgcag
atgattetgt
atggtggcte
gtgaacttca
aatggcggta
geoctggtec
catcatctgy
aagcaggccg
gtttccaccg

cacatcgttyg

72

gaagggcaat
tacgcaaacc
ttcceogactyg
tetggtttga
catoggaage
aggcgcacte
attctgaaat
cggataacaa
ttaacaattt
attaaaaatt
cgagcogatgt
gcactegteg
tgeccggcegt
ccctgttcac
cggacgaagy
cacaggtgtg
cgatttacce
tggatctggt
tgtctegeect
aatacctgga
ttttogacca
agctggcegg
gtttgccgge
ataccagegg
gecetgtggac
tgccgctgaa
ccagctactt
geoctacoga
cgaccgtgga
gtgcggaact
cgeogttgge

acggttacgyg

cagetgttge
geetcoctocee
gaaagcygyyc
cagettatca
tgtggtatgg
cagttctgga
gagetgttga
tttcacacag
atcagacaat
aaagaggtat
tcacgacgeg
tattgcagaa
tgtcgatgeg
cggctacgge
cggtagtacg
gagccgtgtt
gggcgacgcg
gtgegegtat
ggcccegatt
cctggeggtt
tcatccggaa
caaaggtate
tgagccgatt
ctetacgggt
tatgagcttt
ccatctggge
cgttccocggaa
actgggtetg
tcgectggtyg
gegtgaacag
ggcagagatyg

tctgaccgaa

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



aceggtgegg
atcgatgtge
ctggttegta
gttttegatc
cacctggtgt
googtggeta
tatggtaaca
gagcaatacyg
cgtgatgeceg
tttagegety
gatcgctacyg
caattgegtg
gotgocggoga
ttgggegyty
tttgaagtecc
catatcgagg
gcggatgcta
actctgecgeg
ageggtgeca
cocggttggeg
cgtttgacte
gategecact
gagatttgge
aaccacgtecc
atcaagttgg
gcgatgggta
ccgctggatyg
ctgegegagg
ctggeccace
ctgtecoetge

ccgcgtgecac

tcaccegtga
cggagetggy
gcocaaacgtt
gecgacggcta
atgtggaccg
acctggaggc
gegagegcag
accctgoege
agcetgcagag
cgaacggtct
gtcagogttt
aactgegecg
ccatcotggy
attectetgag
cggttggcac
cgeoagegeac
cggaaatccg
cagcacectgg
atggttggtt
gtaccctgat
aggcttacga
tgegtatggt
accgtetgge
tgcegtaceg
ctetgacega
ttcetgattt
gtggctatge
cacatgacct
cgeogetaceyg
tgatcacggg

actacccggyg
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tggtgtgatt
ttacttctce
gactcoeggat
ttaccacacc
ccgcaacaat
cgttttcage
ctttetgttg
attgaaagca
ctatgaagtg
gctgagoggt
ggagcagatg
tgetgegget
taccggeage
cgegetgacyg
gattgttaac
ggcegggtgac
tgecaagcgaa
tttgecgaag
gggcegette
caccattgtg
tacggaccca
ggcaggtgat
agcagaggtce
ccagetgttt
gcgeatcaag
tgaggaggac
aaatggctat
gtgtggecectg
tggeccaagtg
tgtggeaceg

cctgacegtc

gttecgtectc
accgacaaac
tactacaagce
ggcgacgtga
gttctgaagc
ggcgctgete
gctgttgttg
gocetggegy
coggeoggact
gttggcaagt
tacgoggaca
actcaacegg
gaggttgcaa
ttgagcaact
ccagcgacta
cgecgtecat
ctgactetgg
gttacgactg
ctgacectge
cgeggtogtyg
gagetgtece
atoggegatce
gatctggteg
ggtccgaatg
cetgttacet
ggtgacattc
ggcaacagca
ceggttgega
aatgtgecgg
agtteocttet

gattttgttg

73

cggtcattga
cgtaccocgeyg
gococagaagt
tggcagaaac
tggcgceaagy
tggtecgeca
tececctacecce
attcgctgea
tcattgttga
tgctgocgtcc
tegoggectac
tgatcgacac
gcgacgcaca
tgetgtetga
atctggcaca
cetttacgac
acaaattcat
agccgocgtac
agtggctgga
acgatgcage
geegettoge
cgaatoetggg
tteatcecage
ttgttggecac
acctgtecac
gtacegtcag
agtgggctgy
cgtttcgtag
acatgttcac
acattggtga

cggaagcggt

ttacaagectg
tggegagetyg
caccgegteco
cgcgccagac
tgaatttgtc
gattttegtyg
ggaggcgetyg
gegtacgygceg
gactgageccet
gaatttgaaqg
gcaggcgaac
getgacgeaa
ctttactgat
cttetttgge
gctggcgecaa
ggtccacggt
cgacgctgag
ggtectgttg
acgtttggca
ggcacgtgea
tgagttggeg
cctgacooeg
ggccetggte
cgocgaagtt
ggttagegte
ccaeggttegt
cgaggtgety
cgacatgatt
ccgtetgetyg
tggcgagegt

tactaccctg

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



ggtgotcage
attagettgg
gacgactatg
cgtegtgege
cgtggogoce
ccgggtgata
gagtteggte
tattgattct
ctgocttgtt
gegacaccte
gttgggtgct
ccgagcaaac
taatgcaaat
tttaccececaa
tctgeccteaa
cgtttattge
cttctaagga
tgcaatgeag
acatcaggtt
caacaacgaa
gattaccecaa
ctggacggca
cacgggecgaa
tgecaggetgg
tttgctgtgt
tcatcatgtt
agcatgggge
agctatgggy
gggtaaattt
aaacacactg
tgtacctgte

goctgetgee

aacgtgaggg
atgteotttgt
atgactgggt
agaccegttot
ctgaacogac
tteoceogeoacet
tgatttagaa
gggtgatagce
gaatgataag
gcaacaagga
ggttgaactyg
gctgegecag
acgtetgect
actcgcoccaaa
gccacaatgg
cgactggatyg
aataatagga
gcaggtgaag
gaagttaaaqg
tggcattctt
ctgggaagtg
gaaagctgte
aataccgcaa
caatgggtca
ggcggaatca
gotgtgattg
tgtgaaatta
gecgatcacy
gatttactge
gecacccaaty
ggtgcgetge

ttacgtaagce
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ttatgtotog
ggactggeotg
gegtogtttt
geegetgetyg
cgaagtgttt
ggatgaagcce
ttotttagog
ctgagegeog
tggcagagta
ctggegegoc
ggcggeaatg
attttgcagg
tacaactatyg
gagtttgatg
atgcaggatg
gocgaagcagt
gattgaaaat
cactegtgcc
tegqaatatty
cggtttatcc
aagccaaagg
aggcctgtga
ctattattgg
ttececctgeco
cagtatttga
gtateggtgg
ctgogtttay
tggtcaatag
tgagtacagt
gcactttcea
taggaggtge

tgctogaatt

tatgacgtta
attegtgegg
gaaaccgegt
catgecttte
catgcagegg
ctgatcgaca
ttaagaagga
ggtatcgaat
aaacgtoggt
tteeggetot
acggtttgeog
atgtcaaagc
gtegtegtta
tteecgetget
acggtattca
tgecagecttt
ggcaacaact
ttattecgttt
tgggctgtge
agtcgtggca
actaaaaatt
ccaatgcate
tecatgetggt
cgacgaactc
tccaatttta
tttgggacat
ttcaaatcca
cegtgatgat
taatgtgoct
ttttttggge
caaategeta

tgcggcacgt

74

tgaatccogea
gccacccaat
tgaccgeoett
gaegegecaca
tgegtacege
agtacatccg
gatatatatg
gtctgecage
agttaatgce
gctgaaacag
tggtttteag
cgeccaacgcet
taatgaagce
gecectttttt
tccecaaccge
agtaaatcat
aatgtgatte
gatgecaggeg
cattccgatyg
ggtcatgaag
ggtcaacgtg
agtggtcage
ggctttgcag
gatccgacca
aaacatcaga
atggccatca
aacaaaaccq
gccgaaatta
ttaaactgga
gtggtgatgy
acagecatcac

aagaatatcg

cgatgacggt
tgaccegtgtt
gccggagaaa
ggcgecgttyg
taaagtoggt
tgacctgege
geggacacgt
gcggeotgge
agcatcageg
catcagocge
ccacagcaaa
gaaccattgt
tttagcgceca
atggaagagg
gacgcccagc
gactcataag
atgcttatge
aactgcaace
teteggtact
tgattggtac
ttggtattgg
aggtattgtyg
ataaggttcg
gtgetggtce
ttecaggctat
agctacttaa
atgagctcaa
aatcgcaaca
atgocgtatet
aaccaatece
caactggete

cacctcaaat

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140



cgagatgtat
acgttatcgg
cacggatgaa
agcaggaagt
tgaaggattc
tcattgaccyg
tggagcaggc
ttggectgat
caatgegegy
catceggegt
tecagetooge
tgggcaaaca
gogaattoga
cocegtactta
tggttgaaga
getacggege
gctgcatgaa
gtacttcgac
ataagagccc
gcgtacagga
tcaacattga
ategegaact
tggtaatgcg
cattaaggcqg
taaccgettce
cgtaacgegt
cattcaacat
ccttgaaaca
gtcggtgegt
taaagcgeag

cgagetggat

cctatgtecgy
attgtactta
acgtgecagtyg
cctggeatct
cggeatgegt
caaagttgtg
aatcgctgat
tgcaggttce
cecogegoggce
ttectgeetge
gtgtgegact
ggacategtg
cgcaatgggt
cgacgetcoac
gectggaacac
aacctetgat
gatggegatg
tceggttgge
ggcgatttet
agctatetac
agagctggac
gaccaccgtt
caagctgaaa
caaagcccgg
cctecececggga
actacgttac
ggcaagcoga
ctggcgcgac
accaatattt
gaagtgctgg

tacaacatat
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agctgaatga
aagccgattt
attactggce
ctgcgtgaag
ageccacgtct
cgetttatga
gocgggectet
ggcggeggct
ctgaaageqgg
ctegeccacee
tcocogoacact
tttgetggeg
gogetgteta
cgtgacggtt
gogetggege
ggtgcagaca
catggegttg
gacgtgaaag
gcaaccaaag
tetetgetga
gagcaggctg
atgtctaaca
gattaaattt
cgggtttcoge
ctattttgece
gtgaagtgtt
cgaaggtgaa
tggatcacga
ccactatttt
ctaccgetaa

tcogeggoct

ggccatcgaa
ttaacctagg
tgggcattgt
gacgttcagg
ggggcaacgt
gecgacgcatc
ctceoggaage
ccocogogttt
ttggcoccegta
cgtttaaaat
gtatcggtaa
goeggegaaga
ctaaatacaa
tegttatege
gtggtgetca
tggttgetee
ataccccaat
agctggcagce
ggatgacegg
tgetggaaca
cgggtctgaa
getteggett
ctaaaattca
ggaagagtac
cgcagaacgt
acagegtctyg
taatttectgg
aagtgtgeceg
tattogeoace
tgaagtggee

ggegtttget

75

cgettacatt
atcagtatect
ttocageate
gatcacttte
aaaactggat
catttatgea
ttaccagaat
ccaggtgtte
tgtggtcace
tcatggegtt
cgeagtagag
getgtgetgg
cgacacococy
tggeggegge
catctatget
gtetggegaa
cgattacectg
tatccgtgaa
tcactctetg
cggetttate
catcgtgace
cggeggeacs
gttaggaggt
attattgaaa
gaactttecag
gcacgagatyg
gaaacttcoeg
cagcttattg
gegtttogte
gatcacgeeg

tcoggraace

cgggtcaage
ggtaggagat
ggtaataacc
tctcaggage
accactggecc
ttccttteta
aacccgogeg
ggcgetgacy
aaagcgatgg
aactactcca
cagatccaac
gaaatggcett
gaaaaageet
ggtatggtag
gaaatcgttg
ggegeagtac
aactcccacg
gtgttcggeg
ggcgetgetg
gcoceocogagea
gaaacgaccg
aacgccacge
atttgatggt
gtatctggaa
aattaattgg
gctggttgac
gtttaaatat
ataatttgect
agcatcccga
atgectttge

cgatttacgg

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7360

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8380

8640

8700

8760

8820

8880

8940

8000



tctgattett
tcocggaageg
aggeogogoac
ttggcacecgg
ggatggtagt
gaaaggctea
tcctgagtag
ggtggcggge
tgacggatgg
gtcttgageg
gaacttcgga
gaaggcgatg
ccattegecy
gtecgecaca
gatattegge
cgecttgage
atcctgateg
ttggtggteg
catgatggat
ttcgeccaat
aggaacgccc
ggcaccggac
cacggcggca
cacccaagcg
tcatcctgte
agcecatccag
ttceggtteg
gcaagctacc
gacattecatce
ttagcagecc
tcctatactt

ttetoatgtt

aacgggatga
cgcagtctgg
gatcaggtgt
atgcagaaaa
gtggggtctc
gtocgaaagac
gacaaatccg
aggacgcccg
cotttttgog
attgtgtagg
ataggaactt
cgctgcogaat
ccaagetett
cccagccgge
aagcaggcat
ctggcgaaca
acaagaccgg
aatgggcagy
actttctegy
agcagccagt
gtegtggeea
aggtcggtct
tcagagcage
gccggagaac
tcttgateag
tttactttge
cttgotgtoe
tgctttctet
cggggtcage
ttgegecctg
tctagagaat

tgacagetta
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aagggctgta
cgetgggett
acgaaacagt
atctgcecggg
cccatgecgag
tgggecttte
ecgggagcegyg
ccataaactg
tggecagtge
ctggagctge
caagatccce
egggagcgygc
cagcaatatc
cacagtcgat
cgecatgggt
gtteggetgg
cttccatecy
tagccggate
caggagcaag
cecttocoege
gccacgatag
tgacaaaaag
cgattgtety
ctgecgtgcaa
atcttgatcce
agggecttooe
ataaaaccge
ttgecgettge
accgtttetg
agtgettgeg
aggaacttcg

tcactgatca

tacgegtatt
ctaccacaaa
gegtegotat
tgatttagee
agtagggaac
gttttatotg
atttgaacgt
ccaggcatca
caagettgea
ttecgaagtte
ttattagaag
gataccgtaa
acgggtagec
gaatccagaa
cacgacgaga
cgogageoce
agtacgtgcet
aagcgtatge
gtgagatgac
ttcagtgaca
cegegcetgee
aaccgggege
ttgtgcccay
teccatcttgt
cctgogocat
aaccttacea
ccagtetage
gttttccctt
cggactgget
gcagegtgag
aactgcaggt

gtgaattaat
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ggtcgtcact
ctgtcggegt
gggcatgaga
attcagggge
tgeccaggceat
ttgtttgteg
tgcgaagcaa
aattaagcag
tgcagattge
ctatacttte
aactcgtcaa
agcacgagga
aacgctatgt
aagcggecat
tectecgecegt
tgatgctett
cgctcgatge
agcecgccgea
aggagatcct
acgtcgageca
tegtectgea
ccetgegetg
tcatagcecga
tcaatcatge
cagatccottg
gagggcgecoc
tategocatg
gtccagatag
ttetacgtgt
cttecaaaage

cgacggatece

ggcgatgacy

atttcgccaa
tgtgcagtga
gtggogagat
gataactcga
caaataaaac
gtgaacgete
cggcceggag
aaggccatce
agcattacac
tagagaatag
gaaggcgata
ageggtcage
cctgatageg
tttccaccat
cgggcatgeg
cgteocagate
gqatgtttcge
ttgcatcage
gcoocoggeac
cagctgogea
gttcatteag
acagccoggaa
atagcctcte
gaaacgatece
gcggcaagaa
cagctggcaa
taagcccact
cccagtaget
teegettect
getetgaagt
ccggaattaa

catcctcacyg

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

94380

9540

9600

9660

9720

8780

9840

8900

99¢0

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920



ataatatcceg
atttccegge
aaataataaa
gagatggcac
gacgaagcte
geggatgaga
taaaacagaa
cagaagtgaa
actgccagge
tgttgtttgt
gtgcggtatt
gttaagccag
attttaatge
ctttcatgat
agcagacttyg
gagttaagcc
actaccttgg
gaggccaagc
tgatactggg
ttgcecggtta
ccagcccagt
tcectgttcag
tgttctettyg
atacctgcaa
taacgccacyg
tegeotetete
gtttecatecaa
coegecataca
tegatgacge
atgatgttta

aacatcaaac

ggtaggegca
ctttctgtta
cgaggggetyg
atagccttge
gagegtatca
gaagatttte
tttgcctgge
acgccgtage
atcaaataaa
cggtgaacge
tcacaccgea
cccogacaco
ggatgttgeg
atatctcceca
acctgatagt
gcgcoogogaa
tgatctegee
gatcttette
ccggcaggcd
ctgegetgta
cggygcggcga
gaaccggate
cttttgtcag
gaatgtcatt
gaatgatgtc
caggggaagc
geettacggt
ctgeggagee
caactaccte
actttgtttt

atcgacccac
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atcactttcg
tccgaaatcec
tatgecacaaa
tcaaattgga
tatttaaatt
agectgatac
ggcagtageg
googatggta
acgaaaggcet
tcteoctgacyg
tatggtgecac
cgccaacacc
attacttege
atttgtgtag
ttggctgtga
gaggaegtagg
tttcacgtag
ttgtccaaga
ctccattgee
ccaaatgecgg
gttccatage
aaagagttce
caagatagce
gogetgeocat
gtcgtgecaca
cgaagtttee
caccgtaace
gtacaaatgt
tgatagttga
agggcgactg

ggcgtaacge

tctectactece
actgaaagca
gcatcttetg
atcaggtttg
cgagaaacgg
agattaaatc
cggtggtecc
gtgtggggtc
cagtcgaaag
cctgatgogg
tetcagtaca
cgctgacgag
caactattge
ggcttattat
gcaattatgt
cttgaacgaa
tggacaaatt
taagceotgte
cagtcggcag
gacaacgtaa
gttaaggttt
tcogecgetg
agatcaatgt
tcteocaaatt
acaatggtga
aaaaggtogt
agcaaatcaa
acggocagea
gtegatactt
ccctgotgeg

gcttgoctget
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gttacaaagc
cagcggetgyg
ttgagttaag
tgccaatace
tctcoccagett
agaacgcaga
acctgacecec
tocaccatgeg
actgggectt
tattttetco
atetgetetg
cttagtaaag
gataacaaga
gcacgcttaa
gcttagtgea
ttgttagaca
cttccaactg
tagettcaag
cgacatcctt
gcactacatt
catttagcge
gacctaccaa
cgatcgtgge
geagttegeg
cttctacage
tgatcaaage
tatcactgtg
acgtcggttce
cggcgatcac
taacatcgtt

tggatgcceg

gaggctgggt
ctgaggagat
aacgagtatce
agtagaaaca
ggctgttttg
agcggtctga
atgccgaact
agagtaggga
tegttttate
ttacgcatct
atgeocgeata
cceoctegetag
aaaagccage
aaataataaa
tctaacgett
ttatttgeceg
atctgcgege
tatgacggge
cggcgcgatt
tcgetcateg
ctcaaataga
ggcaacgcta
tggctcgaaqg
cttagetgga
geggagaatc
togoogegtt
tggettecagyg
gagatggege
cgettecete
getgetcecat

aggcatagac

10980

110440

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

121890

122490

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780



tgtaccccaa
ctgegttegg
ttacgaaceg
cgtecaccogg
gagcgcaagyg
ggcaaggtge
cggegettge
ggogageatce
ttgoaactge
aagggctcca
caggggaatt
tttgttatca
tccagaattyg
gctttgatte
taacaagttg
ctgttctatt
cagctttgaa
tttcatctgt
ttttgtttot
cttecegtatt
aacgaaccat
gtgagctgaa
taggaatctg
tcaagttcgg
gtegggegge
cttattggtt
attaacatga
tgtgttagtt
ttaacatgtt
tcttcactaa
aaaatctecaa

ctggttgctt

aaaaacagte
tcaaggttct
aacaggctta
caaccttggg
tttcggtcecte
tgtgcacgga
cggtggtgct
gtttgttoge
gggtcaagga
aggatcggge
aatteccacg
gaatcgcaga
ccatgatttt
gataagcagc
tctcaggtgt
aggtgttaca
tgcaccaaaa
gcatatggac
tagtcttgat
tagccagtat
tgagatcata
tttttgecagt
atgtaatggt
ttacgagate
ctegettate
tcaaaaccca
acttaaatte
cttttaataa
ccagattata
aaactaatte
agcctttaac

tagctaatac
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ataacaagce
ggaccagttg
tgtecactgg
cagcagcgaa
cacgcatcgt
tetgecotgg
gaccccggat
ccagetteotg
tetggattte
cttgatgtta
ggttttgotg
teeggettea
ttceceocacgyg
ategecctgtt
tcaatttcat
tgctgtteat
actcgtaaaa
agttttccet
gcttecactga
gttctctagt
cttactttge
taaagcatcy
tgttggtatt
catttgtcta
aaccaccaat
ttggttaage
atcaaggcta
ccactcataa
ttttatgaat
taattttteg
caaaggatte

accataagca

atgaaaaccg
cgtgagcgcea
gttegtgect
gtcgaggcat
caggcattgg
ctteaggaga
gaagtggtte
tatggaacgg
gatcacggea
cccgagagcet
ccogeaaacy
geeggtttge
gaggcgtcac
tecaggctgte
gttctagttg
ctgttacatt
getoctgatgt
ttgatatgta
tagatacaag
gtggttcgtt
atgtcactca
tgtagtgttt
ttgtcaccat
tctagttcaa
ttcatattge
cttttaaact
atctctatat
atcctcatag
ttttttaact
cttgagaact
ctgattteca

ttttecctac
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ccactgcgee
tacgctactt
tcateoogttt
ttetgtectg
cggcecttget
tcggaagace
gcatecctegg
gecatgeggat
cgateategt
tggcacccag
ggctgtteotg
cggctgaaag
tggctoccegt
tatgtgtgac
ctttgtttta
gtcgatctgt
atctatcttt
acggtgaaca
agccataaga
gtttttgegt
aaaattttge
ttcttagtee
tcatttttat
cttggaaaat
tgtaagtgtt
catggtagtt
ttgececttgtyg
agtatttgtt
ggaaaagata
tggcatagtt
cagttctegt

tgatgttcat

gttaccacecg
gcattacage
ccacggtgtyg
goctggcgaac
gttcttctac
teggecgtog
ttttectggaa
cagtgagggt
gcgggagyygce
cctgegegag
gtgttgetag
cgctatttet
gttgtcggea
tgttgagety
ctggtttcac
tcatggtgaa
tttacacegt
gttgttctac
acctcagatc
gagccatgayg
ctcaaaactg
gttatgtagg
ctggttgtte
caacgtatca
taaatcttta
attttcaage
agttttettt
ttcaaaagac
aggcaatatce
tgtccactgg
catcagetct

catctgageog

12840

12900

12960

13020

13080

1314490

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14840

14700
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tattggttat aagtgaacga taccgtcegt tcttteocettg tagggtttte aatcgtgggg 14760
ttgagtagtg ccacacagca taaaattage ttggtttcat geteccgttaa gteatagega 14820
ctaategeta gttcatttge tttgaaaaca actaattcag acatacatet caattggtet 14880

aggtgatttt aat 14833
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir un acido graso o derivado del mismo, que comprende;

(a) proporcionar una célula hospedadora bacteriana modificada por ingenieria genética que comprende un 5
promotor heterdlogo y/o un sitio de unién a ribosomas unido operativamente a una secuencia polinucleotidica que
codifica un polipéptido FadR, provocando dicho promotor y/o sitio de union a ribosomas la sobreexpresion del
polipéptido FadR en dicha célula,

(b) cultivar la célula hospedadora bacteriana modificada por ingenieria genética en un medio de cultivo en
condiciones que permitan la produccion de un acido graso o un derivado del mismo, y

(c) aislar el acido graso o derivado del mismo de la célula hospedadora bacteriana modificada por ingenieria
genética,

en donde el &cido graso o el derivado del mismo es un acido graso, una acil-ACP, una acil-CoA, un aldehido graso,
un alcohol de cadena corta, un alcohol de cadena larga, un alcohol graso, un hidrocarburo o un éster.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido FadR es codificado por un gen FadR obtenido de
Escherichia, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Cronobacter, Yersinia, Serratia, Erwinia,
Pectobacterium, Photorhabdus, Edwardsiella, Shewanella o Vibrio.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde el polipéptido FadR es un polipéptido FadR de tipo silvestre o un
polipéptido FadR mutante.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el polipéptido FadR comprende una mutacion en un resto de aminoacido
que corresponde al aminoacido 219 de la SEQ ID NO: 1, preferentemente en donde la mutacién es una sustitucion del
resto de aminoacido correspondiente al aminoacido 219 de la SEQ ID NO: 1 con un resto de asparagina.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el polipéptido FadR comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la expresién de uno o mas genes seleccionados
entre el grupo que consiste en fabA, fabB, icIR, fadA, fadB, fadD, fadE, fadl, fadJ, fadl, fadM, uspA, aceA, aceB y aceK
esta atenuado en la célula hospedadora bacteriana modificada por ingenieria genética.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el acido graso o derivado del mismo es un éster,
y el éster es una cera, un éster graso o un éster de acido graso.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde el acido graso o derivado del mismo es un éster de acido graso, y el
éster de acido graso es un éster metilico de acido graso (FAME) o un éster etilico de acido graso (FAEE).

9. El método de la reivindicacién 7 u 8, en donde una éster sintasa se sobreexpresa en la célula hospedadora
modificada por ingenieria genética, preferentemente en donde la éster sintasa es ES9 de Marinobacter
hidrocarbonoclasticus (SEQ ID NO: 2), ES8 de Marinobacter hydrocarbonoclasticus (SEQ ID NO: 3), AtfAl de
Alcanivorax borkumensis SK2 (SEQ ID NO: 4), AtfA2 de Alcanivoraxborkumensis SK2 (SEQ ID NO: 5), O-acilglicerol
diacetiltransferasa de Marinobacteraquaeolei VT8 (SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7), una cera sintasa o un éster de
cera bifuncional sintasa/acil-CoA:aciltransferasa de diacilglicerol (cera-dgaT).

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en donde un complejo acetil-CoA carboxilasa se
sobreexpresa en la célula hospedadora modificada por ingenieria genética, preferentemente en donde el complejo
acetil-CoA carboxilasa esta codificado por dos o0 mas genes de la subunidad acetil-CoA carboxilasa obtenidos de uno
o0 mas de entre Corynebacterium glutamicum, Escherichia coli, Lactococcus lactis, Kineococcus radiotolerans,
Desulfovibrio desulfuricans, Erwinia amylovora, Rhodospirillum rubrum, Vibrio furnissii, Stenotrophomonas maltophilia,
Synechocystis sp. PCC6803 o Synechococcus elongatus.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde una biotina proteina ligasa se sobreexpresa en la célula hospedadora
modificada por ingenieria genética.

12. El método de la reivindicacion 7, en donde el acido graso o derivado del mismo es un aldehido graso o un alcohol
graso y en donde una acido carboxilico reductasa y una tioesterasa se sobreexpresan en la célula hospedadora
modificada por ingenieria genética, preferentemente en donde una alcohol deshidrogenasa se sobreexpresa en la
célula hospedadora modificada por ingenieria genética.

13. El método de la reivindicacién 12, en donde la acido carboxilico reductasa es carB (SEQ ID NO: 8), la tioesterasa
es tesA (SEQ ID NO: 11) y la alcohol deshidrogenasa es YjgB (SEQ ID NO: 10) o AlrAadpl (SEQ ID NO: 9).

14. El método de la reivindicacion 12 o 13, en donde una fosfopanteteinil transferasa (PPTasa) se sobreexpresa en la
célula hospedadora modificada por ingenieria genética, preferentemente en donde la PPTasa es EntD de E. coli
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MG1655 (SEQ ID NO: 12).

15. El método de la reivindicacién 14, en donde la célula hospedadora se selecciona entre el grupo que consiste en
una célula de E. coli, una célula de Pantoea citrea, una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una
célula de Bacillus stearothermophilus, una célula de Bacillus lichen formis, 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 amyloliquefaciens, una célula de Trichoderma koningii, una célula de Trichoderma viride, una célula
de Trichoderma reesei, una célula de Trichoderma longibrachiatum, una célula de Aspergillus awamori, una célula de
Aspergillus fumigates, una célula de Aspergillus foetidus, una célula de Aspergillus nidulans, una célula de Aspergillus
niger, una célula de Aspergillus oryzae, una célula de Humicola insolens, una célula de Humicola lanuginose, una
célula de Rhodococcus opacus, una célula de Rhizomucor miehei, una célula de Mucor miehei, una célula de
Streptomyces lividans, una célula de Streptomyces murinus, una célula de Actinomycetes, una célula de Avabidopsis
thaliana, una célula de Panicum virgatum, una célula de Miscanthus giganteus, una célula de Zea mays, una célula de
Botryococcuse braunii, una célula de Chlamydomonas reinhardtii, una célula de Dunaliela salina, un Synechococcus
Sp. célula PCC 7002, un Synechococcus Sp. célula PCC 7942, un Synechocystis Sp. célula PCC 6803, una célula de
Thermosynechococcus elongates BP-1, una célula de Chlorobium tepidum, una célula de Chlorojlexus auranticus, una
célula de Cromatiumm vinosum, una célula de Rhodospirillum rubrum, una célula de Rhodobacter capsulatus, una
célula de Rhodopseudomonas palusris, una célula de Clostridium ljungdahlii, una célula de Clostridiuthermocellum,
una célula de Penicillium chrysogenum, una célula de Pichia pastoris, una célula de Saccharomyces cerevisiae, una
célula de Schizosaccharomyces pombe, una célula de Pseudomonasjluorescens y una célula de Zymomonas mobilis.
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