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DESCRIPCION
Produccién de acido dicarboxilico en eucariotas

La presente invencion se refiere a una célula eucariética recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica una enzima que cataliza la conversion de fosfoenolpiruvato en oxaloacetato, y a un procedimiento para
la produccién de un acido dicarboxilico, a saber acido succinico.

Los acidos dicarboxilicos de 4 carbonos, acido malico, acido fumarico y acido succinico son potenciales precursores
para numerosos productos quimicos. Por ejemplo, el acido succinico se puede convertir en 1,4-butanodiol (BDO),
tetrahidrofurano y gamma-butirolactona. Otro producto derivado de acido succinico es un polimero de poliéster que
se prepara enlazando acido succinico y BDO.

El acido succinico se produce predominantemente a través de procedimientos petroquimicos mediante
hidrogenaciéon de butano. Se considera que estos procedimientos son perjudiciales para el medio ambiente y
costosos. La produccion fermentativa de acido succinico puede ser un procedimiento alternativo atractivo para la
produccién de acido succinico, en el que se puede utilizar un material de alimentacién renovable como fuente de
carbono.

Se conoce que un cierto niumero de diferentes bacterias tales como Escherichia coli y las bacterias de la panza
Actinobacillus, Anaerobiospirillum, Bacteroides, Mannheimia o Succinimonas sp. producen acido succinico. La
ingenieria metabdlica de estas cepas bacterianas ha mejorado el rendimiento y/o productividad de acido succinico, o
ha reducido la formacion de subproductos.

Lin et al, 2005, Metabolic Engineering 7, pags. 116-127, por ejemplo, describen que la sobre-expresién de
fosfoenolpiruvato carboxilasa a partir de Sorghum en E. coli era eficaz para aumentar la produccién de succinato en
sistemas de produccion aerobios de E. coli.

El documento WO 2007/061590 describe una levadura piruvato descarboxilasa negativa para la produccion de acido
malico y/o acido succinico, la cual se transforma con una enzima piruvato carboxilasa o una fosfoenolpiruvato
carboxilasa, una enzima malato deshidrogenasa y una proteina transportadora de acido malico (MAE).

Bauer et al., 1999, FEMS Microbiology Letters 179, pags. 107-112 describen que la expresién de la fosfoenolpiruvato
carboxilasa a partir de Escherichia coli en Saccharomyces cerevisiae y cepas de S. cerevisiae que sobre-expresan
piruvato carboxilasa producia una mayor cantidad de malato en comparacion con el tipo salvaje.

Kubo et al., 2000, J. Bioscience and Bioengineering, 90, pags. 619-624 describe que la interrupcion de genes de
succinato deshidrogenasa en S. cerevisiae incrementaba la produccion de acido succinico bajo condiciones de
sacudimiento, pero no bajo condiciones estaticas y de elaboracién de sake.

Goldberg et al., 2006, J. Chem. Techn. Biotechnol. 81, pag. 1601-1611 resefia la importancia del ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) citosdlico reductivo, que incluye las actividades citosdlicas de piruvato carboxilasa, malato
deshidrogenasa y fumarasa para la produccion de acido férmico y acido malico en hongos filamentosos.

Sanville Millard et al., 1996, Appl. Environm. Microbiol. 62, pags. 1808-1810 describe que la producciéon fermentativa
de acido succinico a partir de glucosa por parte de Escherichia coli se incrementé significativamente mediante la
sobre-expresion de fosfoenolpiruvato carboxilasa. En contraposiciéon, la sobre-expresion de fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa no tenia efecto alguno.

A pesar de las mejoras que se han realizado en la produccion fermentativa de acido dicarboxilico, sigue existiendo
una necesidad de microorganismos mejorados para la produccion fermentativa de acidos dicarboxilicos, en particular
acido succinico.

El objetivo de la presente invenciéon es un microorganismo eucariético alternativo para la produccién de un acido
dicarboxilico, a saber acido succinico.

El objetivo se consigue de acuerdo con la invencion con una célula microbiana eucaridtica recombinante que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima que cataliza la conversion de fosfoenolpiruvato en
oxaloacetato, con lo que se genera ATP, en donde la enzima comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de la secuencia de al menos 5% con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 y/o SEQ ID NO:5,
en donde la secuencia de nucledtidos es expresada en el citosol, y la enzima es activa en el citosol.
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Preferiblemente, la enzima tiene actividad de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, preferiblemente la enzima es una
fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinasa (E.C. 4.1.1.49). Preferiblemente, la PEP carboxiquinasa es activa bajo
condiciones anaerobias o limitadas en oxigeno en presencia de una fuente de carbono fermentable o glicerol. Una
fuente de carbono fermentable puede ser glucosa, fructosa, galactosa, rafinosa, arabinosa o xilosa. Se encontré
ventajoso que la célula eucariética comprendiera una PEP carboxiquinasa de acuerdo con la presente invencion,
dado que la PEP carboxiquinasa, que cataliza la conversion de PEP en OAA fija CO, y genera energia en forma de
ATP.

Sorprendentemente, se encontré que una célula eucaridtica recombinante de acuerdo con la presente invencion
produce una cantidad incrementada de acido dicarboxilico tal como acido succinico y acido fumarico en comparacion
con la cantidad de acido dicarboxilico producido por una célula eucaridtica de tipo salvaje. Preferiblemente, una
célula eucariotica de acuerdo con la presente invencion produce al menos 1,2, preferiblemente al menos 1,5, 1,6,
1,8, preferiblemente al menos 2 veces mas de acido dicarboxilico que una célula eucariética de tipo salvaje que no
comprende la secuencia de nucleétidos que codifica una enzima que cataliza la conversién de fosfoenolpiruvato en
oxaloacetato de la invencion.

Preferiblemente, una célula microbiana eucariética de acuerdo con la presente invencién expresa una secuencia de
nucledtidos que codifica una enzima con actividad de PEP carboxiquinasa, preferiblemente una PEP carboxiquinasa
en donde la PEP carboxiquinasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de la secuencia
de al menos 55%, preferiblemente de al menos 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98 6 99% con la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:3 y/o SEQ ID NO: 5. Preferiblemente, la PEP carboxiquinasa comprende la
SEQ ID NO: 3 y/o SEQ ID NO: 5.

La identidad de la secuencia se define en esta memoria como una relacion entre dos 0 mas secuencias de
aminoécidos (poliipéptidos o proteinas) o dos o mas secuencias de acidos nucleicos (polinucledtidos), segun se
determina comparando las secuencias. Habitualmente, las identidades o similitudes entre secuencias se comparan a
lo largo de toda la longitud de las secuencias comparadas. En la técnica, “identidad” significa también el grado de
relacion de la secuencia entre secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos, segun sea el caso, segun se
determina por el apareamiento entre hebras de dichas secuencias.

Se disefian métodos preferidos para determinar la identidad y para dar el apareamiento mayor entre las secuencias
sometidas a ensayo. Métodos para determinar la identidad y similitud son codificados en programas de ordenador
publicamente disponibles. Métodos de programa de ordenador preferidos para determinar la identidad y similitud
entre dos secuencias incluyen BLASTP y BLASTN, publicamente disponibles de NCBI y otras fuentes (BLAST
Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894). Parametros preferidos para la comparacion de
secuencias de aminoacidos utilizando BLASTP son hueco abierto 11.0, extension de hueco 1, matriz Blosum 62.

Una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima expresada en una célula segun se describe también se
puede definir por su capacidad de hibridarse con secuencias de nucleétidos que codifican una enzima que tiene
actividad de PEP carboxiquinasa de SEQ ID NO: 1, 3 y/o 5, o con la secuencia de nucleétidos que codifica una
malato deshidrogenada de SEQ ID NO: 14 o con la secuencia de nucledtidos que codifica fumarasa de SEQ ID NO:
16, bajo condiciones de hibridacion moderadas o, preferiblemente, bajo condiciones de hibridaciéon rigurosas.
Condiciones de hibridacion rigurosas se definen en esta memoria como condiciones que permiten que una secuencia
de acidos nucleicos de al menos aproximadamente 25, de preferencia aproximadamente 50 nucleétidos, 75 6 100 y,
lo mas preferiblemente, de aproximadamente 200 o mas nucleétidos, se hibride a una temperatura de
aproximadamente 65°C en una disolucién que comprende una sal aproximadamente 1 M, preferiblemente 6 x SSC
(cloruro de sodio, citrato de sodio) o cualquier otra disolucidén que tenga una fuerza iénica equiparable, y el lavado a
65°C en una disoluciéon que comprende una sal aproximadamente 0,1 M, o menor, preferiblemente 0,2 x SSC, o
cualquier otra disolucién que tenga una fuerza iénica equiparable. Preferiblemente, la hibridacién se realiza durante
una noche, es decir, al menos durante 10 horas y, preferiblemente, el lavado se realiza durante al menos una hora
con al menos dos cambios de la disolucidon de lavado. Habitualmente, estas condiciones permitiran la hibridacion
especifica de secuencias con una identidad de la secuencia de aproximadamente 90% o mas.

Condiciones moderadas se definen en esta memoria como condiciones que permiten que una secuencia de acidos
nucleicos de al menos 50 nucleétidos, de preferencia de aproximadamente 200 o mas nucleétidos, se hibride a una
temperatura de aproximadamente 45°C en una disoluciéon que comprende una sal aproximadamente 1 M,
preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra disolucion que tenga una fuerza idnica equiparable, y el lavado a
temperatura ambiente en una disoluciéon que comprende una sal aproximadamente 1 M, preferiblemente 6 x SSC o
cualquier otra disolucién que tenga una fuerza iénica equiparable. Preferiblemente, la hibridacién se realiza durante
una noche, es decir, al menos durante 10 horas y, preferiblemente, el lavado se realiza durante al menos una hora
con al menos dos cambios de la disolucidon de lavado. Habitualmente, estas condiciones permitiran la hibridacion
especifica de secuencias con una identidad de la secuencia de hasta 50%. La persona experta en la técnica sera
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capaz de modificar estas condiciones de hibridacion con el fin de identificar especificamente secuencias que varien
en la identidad entre 50% y 90%.

Una célula microbiana eucariética recombinante de acuerdo con la presente invencion se define en esta memoria
como una célula que contiene, o es transformada o modificada genéticamente con una secuencia de nucleétidos que
no se produce de forma natural en la célula eucaridtica, o que contiene una copia o copias adicionales de una
secuencia de acidos nucleicos endégena. Una célula eucaridtica de tipo salvaje se define en esta memoria como la
célula parental de la célula recombinante.

El término “homdloga”, cuando se utiliza para indicar la relaciéon entre una molécula de acido nucleico o polipéptido
(recombinante) dada y un organismo hospedante o célula hospedante dado, se entiende que significa que en la
naturaleza la molécula de acido nucleico o polipéptido se produce por parte de una célula hospedante o de
organismos de la misma especie, preferiblemente de la misma variedad de cepa.

El término “heterdlogo”, cuando se utiliza con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina se refiere a un
acido nucleico o proteina que no se produce de forma natural como parte del organismo, célula, genoma o secuencia
de ADN o ARN en la que esta presente, o que se encuentra en una célula o lugar o lugares en el genoma o la
secuencia de ADN o ARN que difieren de la que se encuentra en la naturaleza. Acidos nucleicos o proteinas
heterélogos no son endégenos para la célula en la que se introducen, pero han sido obtenidos a partir de otra célula
o han sido producidos por via sintética o recombinante.

El término “gen”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que contiene un
molde para una acido nucleico polimerasa, en eucariotas, ARN polimerasa Il. Los genes se transcriben en ARNms
que luego se traducen en proteinas.

La expresidon “acido nucleico”, tal como se utiliza en esta memoria, incluye la referencia a un polimero de
desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, es decir, un polinucleétido, en una forma de una sola cadena o de doble
cadena y, a menos que se limite de otro modo, comprende analogos conocidos que tienen la naturaleza esencial de
nucledtidos naturales, debido a que se hibridan a acidos nucleicos de cadena sencilla de una manera similar a
nucledtidos que se producen en la naturaleza (p. ej. acidos nucleicos peptidicos). Un polinucleétido puede ser de
longitud completa o una sub-secuencia de un gen estructural o regulador nativo o heterélogo. A menos que se
indigue de otro modo, el término incluye la referencia a la secuencia especifica, asi como a la secuencia
complementaria de la misma.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se utilizan de forma indistinta en esta memoria para aludir a un
polimero de residuos aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos aminoacidos son un analogo quimico artificial de un correspondiente aminoacido que se produce en la
naturaleza, asi como a polimeros de aminoacidos que se producen en la naturaleza. La naturaleza esencial de
analogos de este tipo de aminoacidos que se producen en la naturaleza es que, cuando se incorporan en una
proteina, esa proteina es especificamente reactiva a anticuerpos inducidos a la misma proteina, pero que consisten
enteramente en aminoacidos que se producen en la naturaleza. Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteinas”
incluyen también modificaciones que incluyen, pero no se limitan a la glicosilacién, fijacion de lipidos, sulfatacion,
gamma-carboxilaciéon de residuos acido glutamico, hidroxilacién y ADP-ribosilacion.

El término “enzima” tal como se utiliza en esta memoria se define como una proteina que cataliza una reaccion
(bio)quimica en una célula.

Para aumentar la probabilidad de que la enzima introducida se exprese en forma activa en una célula eucariética de
la invencién, se puede adaptar la correspondiente secuencia de nucleétidos codificadora para optimizar su uso del
codon con el de la célula hospedante eucaridtica elegida. En la técnica se conocen varios métodos para la
optimizacién de codones. Un método preferido para optimizar el uso de codones de las secuencias de nucleétidos a
la célula eucaridtica de acuerdo con la presente invencion es la tecnologia de la optimizacion del par de codones
segun se describe en el documento WO 2008/000632. La optimizaciéon del par de codones es un método para
producir un polipéptido en una célula hospedante, en el que las secuencias de nucledtidos que codifican el
polipéptido han sido modificadas con respecto a su uso de codones, en particular los pares de codones que se
utilizan para obtener una expresion mejorada de la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido y/o la
produccién mejorada del polipéptido. Pares de codones se definen como un conjunto de dos tripletes (codones)
subsiguientes en una secuencia codificadora.

Habitualmente, una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima tal como una enzima con actividad de PEP
carboxiquinasa, o cualquier otra enzima descrita en esta memoria esta enlazada de forma operativa a un promotor
que determina una suficiente expresion de la correspondiente secuencia de nucleétidos en la célula eucariética de
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acuerdo con la presente invencion, con el fin de conferir a la célula la capacidad de producir un acido dicarboxilico.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion “operativamente enlazada” se refiere a un enlace de elementos de
polinucledtidos (o secuencias codificadoras o secuencias de acidos nucleicos) en una relacion funcional. Una
secuencia de acidos nucleicos esta “operativamente enlazada” cuando esta situada en una relacién funcional con
otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o reforzador esta operativamente enlazado a una
secuencia codificadora si afecta a la transcripcion de la secuencia codificadora.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término “promotor” se refiere a un fragmento de acido nucleico que actua
para controlar la transcripcion de uno o mas genes situados aguas arriba con respecto a la direccién de la
transcripcion del lugar de inicio de la transcripcion del gen, y esta estructuralmente identificado por la presencia de
un sitio de unién para la ARN polimerasa ADN-dependiente, sitios de iniciacion de la transcripcion y cualesquiera
otras secuencias de ADN conocidas por un experto en la técnica. Un promotor “constitutivo” es un promotor que es
activo bajo condiciones medioambientales y de desarrollo. Un promotor “inducible” es un promotor que es activo bajo
la regulacién medioambiental o de desarrollo.

Un promotor que podria utilizarse para conseguir la expresién de una secuencia de nucleétidos que codifica una
enzima, p. ej. una enzima con actividad de PEP carboxiquinasa, puede no ser nativo a la secuencia de nucleétidos
que codifica la enzima a expresar, es decir, un promotor que es heterélogo a la secuencia de nucleétidos (secuencia
codificadora) a la que esta operativamente enlazado. Preferiblemente, el promotor es homologo, es decir, endégeno
a la célula hospedante.

Promotores adecuados en células hospedantes eucariéticas son conocidos por la persona experta en la técnica.
Promotores adecuados pueden ser, pero no se limitan a TDH, GPDA, GAL7, GAL10 o GAL 1, CYC1, HIS3, ADH1,
PGL, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO, TPl y AOX1. Otros promotores adecuados incluyen PDC,
GPD1, PGK1y TEF1.

Habitualmente, una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima comprende un terminador. En la presente
invencién se puede utilizar cualquier terminador que sea funcional en la célula. Terminadores preferidos se obtienen
a partir de genes naturales de la célula hospedante. Secuencias de terminador adecuadas son bien conocidas en la
técnica. Preferiblemente, terminadores de este tipo se combinan con mutaciones que evitan el deterioro del ARNm
mediado sin sentido en la célula hospedante de la invencion (véase, por ejemplo: Shirley et al., 2002, Genetics 161:
1465-1482).

En una realizacion preferida, se sobre-expresa una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima tal como una
enzima con actividad de PEP carboxiquinasa. Se encontré que una produccion incrementada de acido malico, acido
fumarico o acido succinico por parte de la célula se puede conseguir cuando se sobre-expresan las secuencias de
nucledtidos.

Se conocen métodos en la técnica para la sobre-expresion de secuencias de nucleétidos que codifican enzimas. Una
secuencia de nucledtidos que codifica una enzima se puede sobre-expresar aumentando el numero de copias del
gen que codifica la enzima en la célula, p. e€j. integrando copias adicionales del gen en el genoma de la célula,
expresando el gen a partir de un vector centromérico, a partir de un vector de expresion de multiples copias episomal
0 introduciendo un vector de expresion (episomal) que comprende multiples copias de uno o mas genes.
Preferiblemente, la sobre-expresion de una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima de acuerdo con la
invencién se consigue con un promotor constitutivo (fuerte).

La invencién se refiere también a una construccion de nucleodtidos que comprende una o mas secuencias de
nucledtidos seleccionadas de SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10.

Una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima se puede ligar en una construccion de acido nucleico, por
ejemplo un plasmido tal como un plasmido de bajo numero de copias o un plasmido de alto niumero de copias. La
célula eucariética de acuerdo con la presente invencion puede comprender una sola copia, pero preferiblemente
comprende multiples copias de la secuencia de nucleétidos que codifica una enzima que cataliza la conversion de
PEP en OAA, por ejemplo mediante multiples copias de una construccién de nucleétidos.

Una construccion de &cidos nucleicos se puede mantener episomalmente y, asi, comprende una secuencia para la
replicacion autbnoma tal como una secuencia de replicacion autosomal. Si la célula eucaridtica es de origen fungico,
una construccién de acido nucleico episomal adecuada puede basarse, p. €j., en los plasmidos 2y o pKD1 de
levadura (Gleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-975), o en los plasmidos AMA (Fierro et al., 1995, Curr Genet. 29:
482-489). Alternativamente, cada una de las construcciones de acido nucleico puede integrarse en una o mas copias
en el genoma de la célula eucaridtica. La integracion en el genoma de la célula puede producirse aleatoriamente
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mediante recombinacién no homdloga pero, preferiblemente, la construccién de acido nucleico se puede integrar en
el genoma de la célula mediante recombinacién homdloga, tal como se conoce bien en la técnica.

En una realizacién preferida, una célula microbiana eucariética de acuerdo con la presente invencién comprende una
enzima que tiene actividad de PEP carboxiquinasa, en donde la enzima es una enzima heterdloga, preferiblemente
la enzima heterdloga se deriva de una bacteria, mas preferiblemente la enzima con actividad de PEP carboxiquinasa
se deriva de Escherichia coli, Mannheimia sp., Actinobacillus sp., o Anaerobiospirillum sp., mas preferiblemente de
Mannheimia succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes, o Anaerobiospirillum succiniciproducens.

En una realizaciéon preferida, una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima con actividad de PEP
carboxiquinasa en la célula eucaridtica de acuerdo con la presente invencion se expresa en el citosol.
Sorprendentemente, la actividad citosdlica de la enzima dio como resultado una produccién incrementada de un
acido dicarboxilico por parte de la célula eucariética.

Se encontrd que una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima con actividad de PEP carboxiquinasa puede
comprender una sefal diana peroxisomal o mitocondrial, por ejemplo segun se determina por el método descrito por
Schliiter et al, Nucleic Acid Research 2007, Vol 25, D815-D822.

Se encontré que la PEP carboxiquinasa derivada de Actinobacillus succinogenes comprende una sefal diana
peroxisomal. Sorprendentemente, se encontré6 que cuando la sefial diana peroxisomal se reemplazaba por el
correspondiente motivo en la PEP carboxiquinasa derivada de Mannheimia succiniproducens, se evito la fijacion
como diana peroxisomal.

Una célula eucariética de acuerdo con la presente invencion expresa una secuencia de nucleétidos que codifica una
enzima con PEP carboxiquinasa, en donde la enzima es una PEP carboxiquinasa, que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de la secuencia de al menos 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98 6 99%
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y/o SEQ ID NO: 5. Preferiblemente, la PEP carboxiquinasa
comprende la SEQ ID NO: 3 y/o SEQ ID NO: 5.

En una realizacion, puede preferirse que la actividad de una enzima nativa o endégena u homoéloga que cataliza la
conversion de OAA en PEP en la célula eucaridtica de acuerdo con la presente invencién se reduzca o se inactive
por completo. La inactivacion o reduccion de la actividad de una enzima que cataliza la conversion de OAA en PEP
son métodos conocidos para la persona experta en la técnica. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante
mutacion, interrupcién o delecién de la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima con actividad de PEP
carboxiquinasa. Se prefiere una actividad reducida de una PEP carboxiquinasa nativa con el fin de evitar que se
produzca la reaccion inversa de OAA a PEP.

Una célula microbiana eucarittica de acuerdo con la presente invencién se selecciona del grupo que consiste en una
levadura y en un hongo filamentoso. Una célula eucaridtica pertenece preferiblemente a los géneros
Saccharomyces, Aspergillus, Penicillium, Pichia, Kluyveromyces, Yarrowia, Candida, Hansenula, Humicola,
Torulaspora, Trichosporon, Brettanomyces, Rhizopus, Zygosaccharomyces, Pachysolen o Yamadazyma.
Preferiblemente, la célula eucariética pertenece a una especie de Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
uvarum, Saccharomyces bayanus, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, P. symplissicum, Pichia stipidis,
Kluyveromyces marxianus, K. lactis, K. thermotolerans, Yarrowia lipolytica, Candida sonorensis, C. glabrata,
Hansenula  polymorpha, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, Rhizopus oryzae o
Zygosaccharomyces bailii.

Preferiblemente, una célula eucaridtica de acuerdo con la invencién es una levadura, preferiblemente
Saccharomyces cerevisiae, preferiblemente una Saccharomyces cerevisiae que comprende una o mas de las
secuencias de nucleodtidos seleccionadas de SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10. La célula eucaridtica también puede
ser un hongo filamentoso, preferiblemente A. niger, preferiblemente A. niger que comprende una o mas secuencias
de nucledtidos heterodlogas seleccionadas de SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8.

Ademas de una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima con actividad de PEP carboxiquinasa, la célula
eucariotica de acuerdo con la presente invencion puede ser modificada o transformada genéticamente de forma
adicional con secuencias de nucledtidos que codifican enzimas homadlogas y/o heterdlogas que catalizan reacciones
en la célula, dando como resultado un flujo incrementado hacia el acido malico, el acido fumarico y/o el acido
succinico. Por ejemplo, puede ser favorable introducir y/o sobre-expresar secuencias de nucleétidos que codifiquen i)
una malato deshidrogenasa que cataliza la conversion de OAA en acido malico; ii) una fumarasa que cataliza la
conversion de acido malico en acido fumarico; o iii) una fumarato reductasa que cataliza la conversion de acido
fumarico en &cido succinico, dependiendo del acido dicarboxilico a producir.
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Preferiblemente, una célula eucaridtica de acuerdo con la presente invencion sobre-expresa una secuencia de
nucledtidos que codifica una piruvato carboxilasa (PYC), preferiblemente una piruvato carboxilasa que es activa en el
citosol tras la expresion de la secuencia de nucledtidos, por ejemplo una piruvato carboxilasa que comprende una
secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO: 26. Preferiblemente, se sobre-expresa una piruvato
carboxilasa enddgena u homéloga. Sorprendentemente, se encontré que la sobre-expresion de una piruvato
carboxilasa enddgena daba como resultado niveles de produccion de acido succinico incrementados por parte de la
célula eucarioética de acuerdo con la presente invencion que comprende una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa segun
se describe en esta memoria. Se encontré que la (sobre)expresion concomitante de una piruvato carboxilasa y una
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa daba como resultado un incremento sorprendente de los niveles de produccién de
acido succinico de al menos 1,5 en comparacion con una célula eucaridtica que comprende piruvato carboxilasa o
una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa segun se describe en esta memoria.

En otra realizacién preferida, una célula de acuerdo con la presente invencion comprende, ademas, una secuencia
de nucledtidos que codifica una malato deshidrogenasa (MDH) activa en el citosol tras la expresion de la secuencia
de nucledtidos. Una MDH citosdlica puede ser cualquier malato deshidrogenasa homoéloga o heteréloga adecuada.
Preferiblemente, la MDH es una MDH de S. cerevisiae tal como MDH3 o MDH1. Preferiblemente, la MDH carece de
una sefal diana peroxisomal o mitocondrial con el fin de localizar la enzima en el citosol. Alternativamente, la MDH
es MDH2 de S. cerevisiae que ha sido modificada de modo que no sea inactivada en presencia de glucosa y sea
activa en el citosol. Es conocido que la transcripcion de MDH2 se reprime y Mdh2p se degrada tras la adicion de
glucosa a células privadas de glucosa. Mdh2p suprimida para los 12 aminoacidos amino-terminales es menos
susceptible a una degradacion inducida por glucosa (Minard y McAlister-Henn, J Biol Chem. 1992 25
agosto;267(24):17458-64). Preferiblemente, una célula eucariética de acuerdo con la presente invencion comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica una malato deshidrogenasa que tiene una identidad de la secuencia de al
menos el 70%, preferiblemente de al menos el 75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99% o 100% con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. Preferiblemente, la actividad de malato deshidrogenasa se incrementa al sobre-
expresar la secuencia de nucleotidos codificadora por métodos conocidos en la técnica.

Preferiblemente, una célula eucariética de acuerdo con la presente invencion comprende, ademas, una secuencia de
nucledtidos que codifica una enzima que cataliza la conversion de acido malico en acido fumarico, que puede ser
una enzima heterégola u homdloga. Una enzima que cataliza la conversion de acido malico en acido fumarico, por
ejemplo una fumarasa, puede proceder de cualquier origen adecuado, preferiblemente de un origen microbiano, por
ejemplo una levadura tal como Saccharomyces o un hongo filamentoso tal como Rhizopus oryzae, Preferiblemente,
una célula eucariética de acuerdo con la presente invencion comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una fumarasa que tiene una identidad de la secuencia de al menos el 70%, preferiblemente de al menos el 75, 80,
85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, preferiblemente la fumarasa
comprende SEQ ID NO: 16.

Preferiblemente, la enzima que cataliza la conversion de acido malico en acido fumarico es activa en el citosol tras la
expresion de la secuencia de nucledtidos. La actividad citosolica de la enzima con actividad de fumarasa se prefiere
para una elevada productividad de un acido dicarboxilico por parte de la célula eucariética. En el caso de que una
secuencia de nucleétidos que codifica una enzima con actividad de fumarasa comprenda una sefial diana
peroxisomal o mitocondrial (por ejemplo segun se determina por el método descrito por Schliter et al., Nucleic Acid
Research 2007, Vol 25, D815-D822), se puede preferir suprimir dicha sefal diana para localizar una enzima con
actividad fumarasa en el citosol. Preferiblemente, una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima que cataliza
la conversion de acido malico en acido fumarico se sobre-expresa por métodos conocidos en la técnica.

Se describe también una célula en donde al menos un gen que codifica alcohol deshidrogenasa no es funcional. Un
gen de alcohol deshidrogenasa que no es funcional se utiliza en esta memoria para describir una célula eucariotica
que comprende una actividad de alcohol-deshidrogenasa reducida en comparacién con una célula en donde todos
los genes que codifican una alcohol deshidrogenasa son funcionales. Un gen se puede convertir en no funcional por
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo por mutacion, interrupcion o delecién, por ejemplo mediante el método
descrito por Gueldener et al. 2002 Nucleic Acids Research, Vol. 30, N° 6, e23. Preferiblemente, la célula es una
Saccharomyces cerevisiae en donde uno o mas genes adh1 y/o adh2 que codifican alcohol deshidrogenasa estan
inactivados.

Se describe también una célula que comprende, ademas, al menos un gen que codifica glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa que no es funcional. Un gen de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa que no es funcional se utiliza en
esta memoria para describir una célula eucaridtica que comprende una actividad de glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa reducida, por ejemplo mediante mutacion, interrupcion o delecidon del gen que codifica glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa, dando como resultado una formacién disminuida de glicerol en comparacion con la célula de
tipo salvaje.
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En otra realizacion preferida, la célula eucaridtica recombinante de acuerdo con la presente invencion comprende al
menos un gen que codifica succinato deshidrogenasa que no es funcional. Una succinato deshidrogenasa que no es
funcional se utiliza en esta memoria para describir una célula eucariética que comprende una actividad de succinato
deshidrogenasa reducida mediante mutacion, interrupcion o delecion de al menos un gen que codifica succinato
deshidrogenasa, dando como resultado una formacién incrementada de acido succinico en comparacion con la
célula de tipo salvaje. Una célula eucariética que comprende un gen que codifica succinato deshidrogenasa, que no
es funcional, puede ser, por ejemplo, Aspergillus niger, preferiblemente un Aspergillus niger, en donde uno o mas
genes que codifican succinato deshidrogenasa tales como sdhA no son funcionales.

Preferiblemente, una célula eucariética de acuerdo con la presente invencion que comprende una cualquiera de las
modificaciones genéticas descritas en esta memoria es capaz de producir al menos 0,3, 0,5, 0,7 g/L de acido
succinico, preferiblemente al menos 1 g/L de acido succinico, preferiblemente al menos 1,5, preferiblemente al
menos 2 6 2,5, 4,5, preferiblemente al menos 8, 10, 15 6 20 g/L de acido succinico, pero habitualmente es menor
que 200 o menor que 150 g/L.

Una célula eucariotica preferida de acuerdo con la presente invencion puede ser capaz de crecer en cualquier fuente
de carbono adecuada conocida en la técnica y convertirse en un acido dicarboxilico deseable segun se menciona
antes en esta memoria. La célula eucariética puede ser capaz de convertir directamente biomasa vegetal, celulosas,
hemicelulosas, pectinas, ramnosa, galactosa, fucosa, maltosa, maltodextrinas, ribosa, ribulosa, o almidén, derivados
de almidén, sacarosa, lactosa y glicerol. Asi, un organismo hospedante preferido expresa enzimas tales como
celulasas (endocelulasas y exocelulasas) y hemicelulasas (p. ej. endo- y exo-xilanasas, arabinasas), necesarias para
la conversiéon de celulosa en monémeros de glucosa y de hemicelulosa en mondmeros de xilosa y arabinosa,
pectinasas capaces de convertir pectinas en acido glucurédnico y acido galacturénico, o amilasas para convertir el
almidéon en mondémeros de glucosa. Preferiblemente, la célula es capaz de convertir una fuente de carbono
seleccionada del grupo que consiste en glucosa, fructosa, galactosa, xilosa, arabinosa, sacarosa, lactosa, rafinosa y
glicerol.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de un acido dicarboxilico, a
saber acido succinico, que comprende fermentar la célula eucariotica de acuerdo con la presente invencién en un
medio de fermentacion adecuado y preparar el acido dicarboxilico. Se encontré ventajoso utilizar una célula
eucariotica segun se define antes en esta memoria en el procedimiento para la producciéon de un acido dicarboxilico
tal como acido succinico, ya que la mayoria de las células eucaridticas no requieren condiciones estériles para su
propagacion y son insensibles a las infecciones por bacteriéfagos. El procedimiento de acuerdo con la presente
invencién puede realizarse en condiciones aerobias y anaerobias. Preferiblemente, el procedimiento se lleva a cabo
en condiciones anaerobias o bajo condiciones micro-aerdfilas o limitadas en oxigeno. Un proceso de fermentacion
anaerobio se define en esta memoria como un proceso de fermentacion realizado en ausencia de oxigeno, o en el
que no se consume esencialmente oxigeno, preferiblemente menos de 5, 2,5 6 1 mmol/L/h, y en donde las
moléculas organicas sirven tanto como donantes de electrones como aceptores de electrones.

Un proceso de fermentacion limitado en oxigeno es un proceso en el que el consumo de oxigeno esta limitado por la
transferencia de oxigeno desde el gas al liquido. El grado de limitacion en oxigeno se determina por la cantidad y
composicién del flujo de gas entrante, asi como por las propiedades de mezcladura/transferencia de masa reales del
equipo de fermentacion utilizado. Preferiblemente, en un proceso bajo condiciones limitadas en oxigeno, la tasa de
consumo de oxigeno es de al menos 5,5, lo mas preferiblemente de al menos 6 e incluso mas preferiblemente de al
menos 7 mmol/L/h.

El procedimiento para la produccion de un acido dicarboxilico de acuerdo con la presente invencién se puede llevar a
cabo a cualquier pH adecuado entre 1 y 9. Preferiblemente, el pH en el caldo de fermentacion oscila entre 2 y 7,
preferiblemente entre 3 y 5. Se encontré ventajoso poder llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con la presente
invencién a un pH bajo, ya que esto evita la contaminacién bacteriana y se necesitan menos sales alcalinas para la
titulacion para mantener el pH a un nivel deseado en el procedimiento para la produccion de un acido dicarboxilico.

Una temperatura adecuada a la que se puede llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con la presente invencion
oscila entre 5 y 60°C, preferiblemente entre 10 y 50°C, més preferiblemente entre 15 y 35°C, lo mas preferiblemente
entre 18°C y 30°C. El experto en la técnica conoce las temperaturas 6ptimas para fermentar una célula eucariotica
especifica.

El acido dicarboxilico que se produce en el procedimiento de acuerdo con la presente invencién es acido succinico.
Se describen adicionalmente acido fumarico y acido malico.

Preferiblemente, el acido dicarboxilico se recupera del caldo de fermentacion por un método adecuado conocido en
la técnica, por ejemplo mediante cristalizacion, precipitacion con amonio o tecnologia de intercambio de iones.
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Preferiblemente, el acido dicarboxilico que se prepara en el procedimiento de acuerdo con la presente invencién se
convierte ulteriormente en un producto farmacéutico, cosmético, alimentario, para piensos o quimico. El acido
succinico puede convertirse adicionalmente, por ejemplo, en un polimero tal como poli(succinato de butileno) (PBS)
u otros polimeros adecuados derivados del mismo.

La presente invencion se refiere también a un caldo de fermentaciéon que comprende un acido dicarboxilico, a saber
acido succinico, que se puede obtener mediante el procedimiento de acuerdo con la presente invencion.

La invencién se refiere a un procedimiento para la producciéon de un acido dicarboxilico, a saber acido succinico, en
el que se utiliza una célula eucaridtica en calidad de productor de acido dicarboxilico, en donde se utiliza
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa para incrementar la produccion de acido dicarboxilico, preferiblemente en donde la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa es activa en el citosol. Preferiblemente, la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa es una
enzima heteréloga, derivada preferiblemente de Actinobacillus succinogenes o Mannheimia succiniciproducens.

Modificaciones genéticas

Técnicas genéticas convencionales tales como la sobre-expresion de enzimas en las células hospedantes, la
modificacion genética de células hospedantes o técnicas de hibridaciéon son métodos conocidos en la técnica tal
como se describen en Sambrook y Russel (2001) “Molecular Cloning; A Laboratory Manual (32 edicién), Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press o F. Ausubel et al. comps., “Current protocols in molecular
biology”, Green Publishing and Wiley Interscience, Nueva York (1987). Métodos para la transformacion, modificacion
genética, etc. de células hospedantes fungicas se conocen, p. ej., de los documentos EP-A-0 635 574, WO
98/46772, WO 99/60102 y WO 00/37671, WO90/14423, EP-A-0481008, EP-A-0635 574 y US 6.265.186.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Mapa del vector pGBTOP-11 utilizado para la expresién fosfoenolpiruvato carboxiquinasa en A. niger.

Figura 2: Mapa del plasmido de pGB414SUS-01 que codifica PEP carboxiquinasa procedente de Actinobacillus
succinogenes para la expresion en Saccharomyces cerivisiae. CPO designa el par de codones optimizado.

Figura 3: Mapa del plasmido de pGB414SUS-04 que codifica PEP carboxiquinasa procedente de Mannheimia
succiniciproducens para la expresion en Saccharomyces cerivisiae. CPO designa el par de codones optimizado.

Figura 4: Mapa del plasmido de pDEL-SDHA.
Figura 5: Esquema de reemplazamiento de sdhA.

Figura 6: Mapa de pGBTOPAN5, en donde el promotor constitutivo gpdA impulsa la expresion de PCKa. Se
utilizaron los flancos GlaA para la integracion. ADN de E. coli se separé mediante digestion con Notl.

Figura 7: Mapa de pGBTOPANG, en donde el promotor constitutivo gpdA impulsa la expresion de PCKa. Se
utilizaron los flancos GlaA para la integracion. ADN de E. coli se separé mediante digestion con Notl.

Figura 8: Mapa del plasmido de pGBS416PPK-1, que codifica PEP carboxiquinasa procedente de Actinobacillus
succinogenes para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. CPO indica par de codones optimizado.

Figura 9: Mapa del plasmido de pGBS416PEK-1, que codifica PEP carboxiquinasa procedente de Mannheimia
succiniciproducens para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. CPO indica par de codones optimizado.

Figura 10: Mapa del plasmido de pGBS415FUM-3 que contiene fumarasa procedente de Rhizopus oryzae (FUMR) y
malato deshidrogenasa peroxisomal procedente de Saccharomyces cerevisiae (MDH3) para la expresion en
Sacharomyces cerevisiae. Las construcciones de genes sintéticas promotor de TDH1-FUMR-terminador de TDH1 y
promotor de TDH3-MDH3-terminador de TDH3 se clonaron en el vector de expresion pRS415. CPO indica par de
codones optimizado.

Figura 11: Niveles de acido succinico (lineas discontinuas) y de acido fumarico (lineas continuas) en cepas SUC-
101 (O, control de vectores vam), SUC -152 (g, sobre-expresion de PCKa, MDH3, FUMR), SUC-154 (u, PCKm,
MDH3, FUMR). Todos los genes sobre-expresados fueron optimizados en el par de codones para la expresion en S.
cerevisiae. Todos los datos representan medias y desviaciones estandar de 3 experimentos de crecimiento
independientes de SUC-152 y 2 experimentos de crecimiento independiente de SUC-154 y desviaciones medias y
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estandares de 6 experimentos de crecimiento independiente de SUC-101.

Figura 12: Mapa del plasmido de pGBS414PPK-3, que contiene PEP carboxiquinasa procedente de Actinobacillus
succinogenes (PCKa) y fumarato reductasa glicosomal procedente de Trypanosoma brucei (FRDg) para la expresiéon
en Saccharomyces cerevisiae. Las construcciones de genes sintéticas promotor de TDH1-PCKa-terminador de
TDH1 y promotor de TDH3-FRDg-terminador de TDH3 se clonaron en el vector de expresion pRS414.

Figura 13: Mapa del plasmido de pGBS426PYC-2 que contiene piruvato carboxilasa procedente de Saccharomyces
cerevisiae para expresion en Saccharomyces cerevisiae. La secuencia de nucleétidos codificadora de PYC2 se
obtuvo mediante PCR utilizando ADN gendmico procedente de la cepa CEN.PK113-5D en calidad de molde vy el
producto de la PCR se clon6 en el vector de expresion p426GPD.

Figura 14: Mapa del plasmido de pGBS414FRE-1 que codifica fumarato reductasa glicosomal (FRDg) procedente
de Trypanosoma brucei para la expresién en Saccharomyces cerevisiae. La construccion de genes sintética
promotor de TDH3-FRDg-terminador de TDH3 se clond en el vector de expresion pRS414.

Figura 15: Niveles de acido succinico en cepas SUC-226 (o, PCKa, MDH3, FUMR, FRDg)-227 (A, PYC2, PCKa,
MDH3, FUMR, FRDg), SUC-228 (m, PYC2, MDH3, FUMR, FRDg) y SUC-230 (O, MDH3, FUMR, FRDg). Los datos
representan la media de 3 experimentos de crecimiento independientes.

Los ejemplos siguientes son sdlo para fines ilustrativos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Clonacion de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa procedente de Actinobacillus succinogenes y Mannheimia
succiniciproducens en Aspergillus niger

1.1. Construcciones de expresion

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa [E.C. 4.1.1.49], nimero de acceso de GenBank 152977907, procedente de
Actinobacillus succinogenes se analiz6 en cuanto a la presencia de secuencias sefial utilizando SignalP 3.0
(http:/www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) Bendtsen, J. et al. (2004) Mol. Biol. 340:783-795 y TargetP 1.1
(http:/www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) Emanuelsson, O. et al. (2007) Nature Protocols 2, 953-971. El andlisis
segun se describe por Schliiter et al., (2007) NAR, 35, D815-D822 reveld una secuencia sefial PTS2 putativa en la
posicion 115-123. La secuencia de A. succinogenes (secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, secuencia de
nucledtidos SEQ ID NO: 2) se modifico para asemejarse a la secuencia proteica de Mannheimia succiniciproducens
reemplazando los aminoacidos EGY en la posicion 120-122 por DAF (secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 3;
secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 4). La secuencia SEQ ID NO: 3 se sometio al método del par de codones
segun se describe en el documento WO2008/000632 para A. niger. La secuencia resultante SEQ ID NO: 7 se colocé
detras de la secuencia del promotor de GPDA constitutiva SEQ ID NO: 11, en donde las ultimas 10 secuencias de
nucledtidos fueron reemplazadas por la secuencia Kozak CACCGTAAA o6ptima. Se afiadieron sitios de restriccion
convenientes. La secuencia resultante se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania). El fragmento era SnaBl, Sfil
clonado en el vector de expresion pGBTOP11 de A. niger (véase la figura 1) utilizando sitios de restriccion
apropiados.

De igual manera, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa [E.C. 4.1.1.49], numero de acceso de GenBank 52426348,
procedente de Mannheimia succiniciproducens, se analizé en cuanto a la presencia de secuencias sefial segun se
describe en Schliter et al.,, (2007) NAR, 35, D815-D822. La secuencia tal como se muestra en SEQ ID NO: 5
(secuencia de nucleotidos SEQ ID NO: 6) no requeria modificaciones. Subsiguientemente, la secuencia se sometio
al método del par de codones segun se describe en el documento W0O2008/000632 para A. niger. La secuencia SEQ
ID NO: 8 resultante se colocd detras de la secuencia del promotor de GPDA constitutiva SEQ ID NO: 11, y se
afadieron sitios de restriccion convenientes. La secuencia resultante se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania).
El fragmento era SnaBl, Sfil clonado en el vector de expresion pGBTOP11 de A. niger (véase la figura 1) utilizando
sitios de restriccion apropiados. Después de la clonacion del gen PCKa en pGBTOP11, el vector se renombro
pGBTOPANS5 (figura 6). Después de la clonacion del gen PCKa en pGBTOP11, el vector se renombré pGBTOPANG
(figura 7).
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1.2. Transformacion de A. niger

WT-1 de A. niger. Esta cepa de A. niger es CBS513.88 que comprende deleciones de los genes que codifican
glucoamilasa (glaA), amilasa fungica y amilasa acida. WT-1 de A. niger se construy6 utilizando la estrategia
“MARKER-GENE FREE” segun se describe en el documento EP 0 635 574 B1.

Las construcciones de expresion se co-transformaron en la cepa WT-1 de A. niger de acuerdo con el método
descrito por Tilburn, J. et al. (1983) Gene 26, 205-221 y Kelly, J y Hynes, M. (1985) EMBO J., 4.475-479, con las
siguientes modificaciones:

Las esporas germinan y se cultivan durante 16 horas a 30 grados Celsius en un matraz oscilante colocado en un
agitador rotatorio a 300 rpm en medio minimo de Aspergillus (100 ml). El medio minimo de Aspergillus contiene, por
litro: 6 g de NaNO;3, 0,52 g de KCl, 1,52 g de KH,PQOy4, 1,12 ml de KOH 4 M, 0,52 g de MgS0O,.7H,0, 10 g de glucosa,
1 g de casaminoacidos, 22 mg de ZnSQO,4.7H,0, 11 mg de H;BO3, 5 mg de FeS0O,4.7H,0, 1,7 mg de CoCl,.6H,0, 1,6
mg de CuS0,4.5H,0, 5 mg de MnCl,.2H,0, 1,5 mg de Na,M00,4.2H,0, 50 mg de EDTA, 2 mg de riboflavina, 2 mg de
tiamina-HCI, 2 mg de nicotinamida, 1 mg de piridoxina-HCI, 0,2 mg de acido pantoténico, 4 g de biotina, 10 ml de
penicilina (5000 Ul/ml), estreptomicina (5000 UG/ml) (Gibco).

- Para la preparacion de protoplastos se utiliza Novozym 234" (Novo Industries) en lugar de helicasa;

- Después de la formacion de los protoplastos (60-90 minutos), se afiade tampon KCI (KCI 0,8 M, acido citrico 9,5
mM, pH 6,2) hasta un volumen final de 45 ml, la suspension de protoplastos se centrifuga durante 10 minutos a 3000
rpm a 4 grados Celsius en un rotor con cubo oscilante. Los protoplastos se resuspenden en 20 ml de tampdn KCl y
subsiguientemente se afiaden 25 ml de tampoén STC (sorbitol 1,2 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, CaCl, 50 mM). La
suspensién de protoplastos se centrifuga durante 10 minutos a 3000 rpm a 4 grados Celsius en un rotor con cubo
oscilante, se lava con tampoén STC y se resuspende en tampdn STC a una concentracion de 10° protoplastos/ml;

- A 200 microlitos de la suspension de protoplastos se afiade el fragmento de ADN, disuelto en 10 microlitros de
tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM) y 100 microlitros de disolucién PEG (PEG 4000 al 20% (Merck),
sorbitol 0,8 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, CaCl, 50 mM);

- Después de la incubacion de la suspensién de protoplastos de ADN durante 10 minutos a la temperatura ambiente
se afiade lentamente una disolucién de 1,5 ml de PEG (PEG 4000 al 60%, (Merck), Tris-HCI 10 mM pH 7,5, CaCl, 50
mM), con mezcladura repetida de los tubos. Después de incubacion durante 20 minutos a la temperatura ambiente,
las suspensiones se diluyen con 5 ml de sorbitol 1,2 M, se mezclan mediante inversién y se centrifugan durante 10
minutos a 4000 rpm a la temperatura ambiente. Los protoplastos se resuspenden suavemente en 1 ml de sorbitol 1,2
M y se extienden en placas sobre medio de regeneracion selectivo sélido que consiste en medio minimo de
Aspergillus sin riboflavina, tiamina.HCI, nicotinamida, piridoxina, acido pantoténico, biotina, casaminoacidos y
glucosa. En el caso de la seleccion de acetamida, el medio contiene acetamida 10 mM en calidad de la Unica fuente
de nitrégeno y sacarosa 1 M en calidad agente osmotico y fuente de C. Alternativamente, los protoplastos se
extienden sobre PDA (agar de patata dextrosa, Oxoid) suplementado con 1-50 microgramos/ml de fleomicina y
sacarosa 1 M en calidad de agente osmético. Las placas de regeneracion se solidifican utilizando agar al 2% (agar n°®
1, Oxoid L11). Después de la incubacién durante 6-10 dias a 30 grados Celsius, conidiosporas de transformantes se
transfieren a placas que consisten en medio selectivo de Aspergillus (medio minimo con contenido en acetamida
como unica fuente de nitrogeno en el caso de la seleccién de acetamida o PDA suplementado con 1-50
microgramos/ml de fleomicina en el caso de la seleccion de fleomicina) con glucosa al 2% y agarosa al 1,5%
(Invitrogen) y se incuban durante 5-10 dias a 30 grados Celsius. Los transformantes sencillos se aislan y esta etapa
de purificacion selectiva se repite una vez, tras lo cual se almacenan los transformantes purificados.

1.3. Crecimiento en matraz oscilante de A. niger

En total 10 transformantes se seleccionan para cada una de las construcciones y la presencia de la construccion se
confirma mediante PCR utilizando cebadores especificos para las construcciones. Subsiguientemente, las esporas
se inoculan en 100 ml de medio enriquecido minimo de Aspergillus que comprende 100 g/l de glucosa. Las cepas se
desarrollan en una incubadora a 250 revoluciones por minuto durante cuatro dias a 34 grados Celsius. El
sobrenadante del medio de cultivo se analiza en cuanto a la formacion de acido oxalico, acido malico, acido fumarico
y acido succinico mediante HPLC y se compara con una cepa no transformada.

1.4. Analisis por HPLC
La HPLC se realiza para la determinacion de acidos organicos y azucares en diferentes tipos de muestras. El
principio de la separacion en una columna de monosacaridos de Phenomenex Rezex-RHM se basa en la exclusion

por el tamafio, exclusion de iones e intercambio de iones utilizando mecanismos de fase inversa. La deteccion tiene
lugar mediante el indice de refraccion diferencial y detectores ultravioleta.
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Ejemplo 2A

Clonacion de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa procedente de Actinobacillus succinoges o Mannheimia
succiniciproducens en Saccharomyces cerevisiae.

2A.1. Construcciones de expresion

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa [E.C. 4.1.1.49] numero de acceso de GenBank 152977907 procedente de
Actinobacillus succinogenes se analizé en cuanto a la presencia de secuencias sefial segun se describe bajo el
paragrafo 1.1. La SEQ ID NO: 3 se sometio al método del par de codones segun se describe en el documento
WO02008/000632 para S. cerevisiae. La secuencia SEQ ID NO: 9 resultante se colocd detras de la secuencia del
promotor TDH1 constitutiva SEQ ID NO: 12 y delante de la secuencia del terminador TDH1 SEQ ID NO: 13, y se
afadieron sitios de restriccion convenientes. La secuencia resultante se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania).
La construccion de expresion pGBS414SUS-01 se creé después de una restriccion con BamHI/Notl del vector de
expresion pRS414 de S. cerevisiae (Sirkoski R.S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122(1):19-27) y ligando
subsiguientemente en este vector un fragmento de restriccion BamHI/Notl que consistia en la construcciéon del gen
sintético de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (origen Actinobacillus succinogenes) (figura 2). La mezcla de ligamiento
se utiliza para la transformacion de DH10B de E. coli (Invitrogen), dando como resultado la construccion de
expresion pGBS414SUS-01 en levaduras (figura 2).

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa [E.C. 4.1.1.49] numero de acceso de GenBank 52426348 procedente de
Mannheimia succiniciproducens, se identificé y modificé segin se describe en el paragrafo 1.1. La SEQ ID NO: 5 se
sometioé al método del par de codones segun se describe en el documento WO2008/000632 para S. cerevisiae. La
secuencia SEQ ID NO: 10 resultante se colocé detras de la secuencia del promotor TDH1 constitutiva SEQ ID NO:
12 y delante de la secuencia del terminador TDH1 SEQ ID NO: 13, y se afnadieron sitios de restriccién convenientes.
La secuencia resultante se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania). La construccion de expresion pGBS414SUS-
04 se cred después de una restriccion con BamHI/Notl del vector de expresion pRS414 de S. cerevisiae (Sirkoski
R.S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122(1):19-27) y ligando subsiguientemente en este vector un fragmento de
restriccion BamHI/Notl que consistia en la construccion del gen sintético de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (origen
Mannheimimia succiniciproducens) (figura 3). La mezcla de ligamiento se utiliza para la transformacion de DH10B de
E. coli (Invitrogen), dando como resultado la construccion pGBS414SUS-04 de expresion en levaduras (figura 3).

2A.2. Transformacion y crecimiento en matraz oscilante

Las construcciones pGBS414SUS-01 y pGBS414SUS-04 se transforman independientemente en las cepas
CEN.PK113-6B de S. cerevisiae (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289), RWB066 (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289
adh1:lox adh2::Kanlox) y RWB064 (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289 adh1::lox adh2:lox gpd1::Kanlox). Las
mezclas de transformacion se extienden en placas sobre levadura con base de nitrégeno (YNB) sin AA (Difco) +
glucosa al 2% suplementado con aminoacidos apropiados. Los transformantes se inoculan en medio de Verduyn que
comprende glucosa, suplementado con aminoacidos apropiados (Verduyn et al., 1992, Yeast. Jul; 8(7):501-17) y se
hacen crecer en condiciones aerobias, anaerobias y limitadas en oxigeno en matraces oscilantes. EI medio para el
cultivo anaerobio se suplementa con 0,01 g/l de ergosterol y 0,42 g/l de Tween 80 disuelto en etanol (Andreasen y
Stier, 1953, J. Cell. Physiol. 41, 23-36; Andreasen y Stier, 1954, J. Cell. Physiol, 43: 271-281). Todos los cultivos de
levaduras se hacen crecer a 30°C en una incubadora oscilante a 250-280 rpm. A diferentes tiempos de incubacion,
se retiran partes alicuotas de los cultivos, se centrifugan y el medio se analiza mediante HPLC en cuanto a la
formacion de acido oxalico, acido malico, acido fumarico y acido succinico segun se describe en la seccion 1.4.

Ejemplo 2B

Clonaciéon de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa procedente de Actinobacillus succinogenes o Mannheimia
succiniciproducens en Saccharomyces cerevisiae

2B.1. Construcciones de expresion

De una manera similar a la descrita en el Ejemplo 2A.1, el gen PCKa (SEQ ID NO: 9) se ligé en el vector de
expresion pRS416 de S. cerevisiae (Sirkoski R.S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122(1):19-27). La mezcla de ligamiento
se utilizé para la transformacion de células TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado la construccion de
expresion en levaduras pGBS416PPK-1 (Figura 8).

De igual manera, el gen PCKm (SEQ ID NO: 10) se ligé en pRS416. La mezcla de ligamiento se utilizé para la
transformacion de células TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado la construccion pGBS416PEK-1 de
expresion en levaduras (figura 9).
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2B.2. Experimentos de transformacion y de crecimiento en placas de microtitulacion (MTP’s)

Las construcciones pGBS416PPK-1 y pGBS416PEK-1 se transformaron independientemente en la cepa
CEN.PK113-5D de S. cerevisiae (MATA ura3-52). Como control negativo, el vector vacio pRS416 se transformé en
la cepa CEN.PK 113-5D. Mezclas de transformacion se extendieron en placas sobre levadura con base de nitrdgeno
(YNB) sin AA (Difco) + glucosa al 2%. Los siguientes numeros de transformantes individuales se inocularon por
duplicado en 250 microlitros de medio de Verduyn que comprende glucosa al 2% en MTP’s de 96 pocillos profundos
y se pre-cultivaron a 30 grados Celsius, 550 rpm y una humedad de 80% en una incubadora oscilante Infors
Microplate: 12 transformantes pGBS416PPK-1 (PCKa), 12 pGBS416PEK-1 (PCKm) y 24 de control vector vacio
pRS416. Después de 3 dias, 25 microlitros del pre-cultivo presente en los pocillos de las MTP’s se transfirieron a
nuevas placas de MTP de 96 pocillos profundos que contenian medio de Verduyn con contenido en glucosa y
CaCO; (concentraciones finales: glucosa 10%, CaCO3; 1% p/v en un volumen total de 250 microlitros). Después de 7
dias de crecimiento a 30 grados Celsius, 550 rpm y una humedad de 80% en una incubadora oscilante Infors
Microplate, las MTP’s se centrifugaron durante 2 minutos a 2000 rpm, se recogieron 200 microlitos de sobrenadante
utilizando el dispositivo Multimek 96 (Beckman) y el sobrenadante se analizé mediante HPLC segun se describe en
el Ejemplo 1.4 en cuanto a la presencia de acido succinico. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Efecto de la insercién de PCKa y PCKm en S. cerevisiae sobre los niveles de produccion de cido
succinico, comparado con la cepa control que comprende el vector vacio pRS416 después de 7 dias de cultivo.

Cepa CEN.PK 113-5D de S. cerevisiae que comprende Acido succinico (mg/L)
el plasmido:
pRS416 20348 (n=48)
pGBS416PPK-1 (PCKa) 259463 (n=24)
pGBS416PEK-1 (PCKm) 268+49 (n=24)

Los resultados en la Tabla 1 demuestran que la introduccién y la sobre-expresion de fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa procedente de Actinobacillus succinogenes o Mannheimia succiniciproducens daba como resultado
un nivel de produccion incrementado de acido succinico en S. cerevisiae (1,8 veces, p=4,92E-, y 1,32 veces
P=2,95E-6 test t de Student, respectivamente).

Ejemplo 2C

Clonaciéon de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa procedente de Actinobacillus succinogenes o Mannheimia
succiniciproducens, malato deshidrogenasa procedente de Saccharomyces cerevisiae y fumarasa
procedente de Rhyzopus oryzae en Saccharomyces cerevisiae.

2C.1. Secuencias de genes

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa:

Las secuencias de genes de PEP carboxiquinasa procedente de A. succinogenes (PCKa) y M. succiniciproducens
(PCKm) se disefiaron y sintetizaron segun se describe en el apartado 2A.1.

Malato deshidrogenasa:

Malato deshidrogenasa peroxisomal (Mdh3) [E.C. 1.1.1.37], nimero de acceso de GenBank 1431095 se analiz6 en
cuanto a la fijacion como diana peroxisomal en hongos filamentosos utilizando el predictor PTS1
http://mendel.imp.ac.at/mendeljsp/sat/pts1/PTS1predictor.jsp con la funcion de prediccion especifica para hongos. Se
separaron los aminoacidos C-terminales en las posiciones 341-343 (SKL), dando como resultado la proteina de SEQ
ID NO: 14. SEQ ID NO: 14 se sometid al método del par de codones seglin se describe en el documento
WO02008/000632 para S. cerevisiae, dando como resultado la SEQ ID NO: 15. El codén de terminacion TGA en la
SEQ ID NO: 15 se modifico a TAAG. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 15, que contenia TAAG como
codon de terminacion, se sintetizd detras de la secuencia del promotor TDH3 constitutiva SEQ ID NO: 18 (600 pb
mas arriba del codén de inicio) y delante de la secuencia del terminador TDH3 SEQ ID NO: 19 (300 pb mas abajo del
coddén de terminacion) y se afadieron sitios de restriccion convenientes. La construccion TDH3p-MDH3-TDH-3t
sintética (SEQ ID NO: 20) se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania).

Fumarasa:

Fumarasa [E.C. 4.2.1.2], nimero de acceso de GenBank 469103, procedente de Rhizopus oryzae se analizd en
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cuanto a la presencia de secuencias sefial utilizando SignalP 3.0 (http/www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) Bendtsen,
J. et al. (2004) Mol. Biol. 340:783-795 y TargetP 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) Emanuelsson, O. et al.
(2007) Nature Protocols 2, 953-971. Se identific6 una secuencia diana mitocondrial putativa en los primeros 23
aminoacidos de la proteina. Para evitar una potencial fijacion como objetivo a mitocondrias en S. cerevisiae, se
separaron los primeros 23 aminoacidos, dando como resultado la SEQ ID NO: 16, y se reintrodujo un aminoacido
metionina. La SEQ ID NO: 16 se sometié al método del par de codones segun se describe en el documento
WQ02008/000632 para S. cerevisiae, proporcionando la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 17. El codén de
terminacion TAA en la SEQ ID NO: 17 se modificé a TAAG. La SEQ ID NO: 17 que contenia TAAG como codon de
terminacion se sintetizé detras de la secuencia del promotor TDH1 constitutiva SEQ ID NO: 12 y delante de la
secuencia del terminador TDH1 SEQ ID NO: 13, y se afadieron sitios de restriccion convenientes. La construccion
TDH1p-FumR-TDH1t sintética (SEQ ID NO: 21) se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania).

2C.2. Construccién de construcciones de expresion.

La construccion de expresion pGBS415FUM-3 (figura 10) se cred después de una restriccion BamHI/Notl del vector
de expresion pRS415 de S. cerevisiae (Sirkoski R.S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122(1):19-27) y ligando
subsiguientemente en este vector un fragmento de restriccion BamHI/Notl que consistia en la construccion del gen
sintético fumarasa (origen Rhizopus oryzae) (SEQ ID NO: 21). La mezcla de ligamiento se utilizd para la
transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado la construccion pGBS415FUM-1 de
expresion en levaduras. Subsiguientemente, pGBK415FUM-1 se restringi6 con Ascl y Notl. Para crear
pGBS415FUM-3, un fragmento de restriccion Ascl/Nofl que consistia en malato deshidrogenasa peroxisomal
procedente de la construccion génica sintética (MDH3) de S. cerevisiae (SEQ ID NO: 20) se ligé en el vector
pGBS415FUM-1 restringido. La mezcla de ligamiento se utilizé para la transformacion de TOP10 de E. coli
(Invitrogen), dando como resultado la construccion pGBS415FUM-3 de expresion en levaduras (figura 10).

La construccion de las construcciones de expresion pGBS414SUS-01 y pGBS414SUS-04 se describe bajo el
Ejemplo 2A1.

2C.3. Cepas de S. cerevisiae

Los plasmidos pGBS414SUS-01, pGBS415FUM-3 y pRS416 se transformaron en la cepa CEN.PK113-6B (MATA
ura3-52 leu2-112 trp1-289) de S. cerevisiae para crear la cepa SUC-152. Los plasmidos pGBS414SUS-04,
pGBS415FUM-3 y pRS416 se transformaron en la cepa CEN.PK113-6B (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289) de S.
cerevisiae para crear la cepa SUC-154. Una cepa control que sobre-expresa solo vectores vacios (SUC-101) se cred
mediante transformacion de pRS414, pRS415 y pRS416. Todos los genes se optimizaron mediante el par de
codones para la expresion en S. cerevisiae. Los vectores de expresion se transformaron en levaduras mediante
electroporacion. Las mezclas de transformacién se extendieron en placas sobre levadura con base de nitrégeno
(YNB) sin AA (Difco) + glucosa al 2%. Los genes sobre-expresados en las cepas SUC-152 y SUC-154 se describen
en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas de levaduras construidas para el Ejemplo 2C.

Nombre Antecedente Plasmidos Genes
SUC-152 CEN.PK113-6B pGBS414SUS-01 PCKa
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pRS416 (vector vacio)
SUC-154 CEN.PK113-6B pGBS414SUS-04 PCKm
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pRS416 (vector vacio)
SUC-101 CEN.PK113-6B pRS414 (vector vacio)
pRS415 (vector vacio)
pRS415 (vector vacio)

2D.4. Experimentos de crecimiento y produccion de acido succinico y acido fumarico

Transformantes se inocularon en 20 ml de medio de pre-cultivo que consistia en medio de Verduyn (Verduyn et al.,
1992, Yeast. Jul;8(7):501-17) que comprende galactosa al 2% (p/v) y se hacen crecer en condiciones aerobias en
matraces oscilantes de 100 ml en una incubadora oscilante a 30°C a 250 rpm. Después de 72 horas, el cultivo se
centrifugé durante 5 minutos a 4750 rpm. Se utilizé 1 ml de sobrenadante para medir los niveles de acido succinico
mediante HPLC segun se describe en la seccion 1.5. El sobrenadante remanente se decanté y el sedimento (células)
se resuspendié en 1 ml de medio de producciéon. El medio de producciéon consistia en medio de Verduyn con
galactosa al 10% (p/v) y CaCO; al 1% (p/v). Las células resuspendidas se inocularon en 50 ml de medio de
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producciéon en matraces oscilantes de 100 ml y se hicieron crecer en una incubadora oscilante a 30°C a 100 rpm. A
diversos instantes, se tomé del cultivo 1 ml de muestra. Los niveles de acido succinico y acido fumarico se midieron
mediante HPLC segun se describe en la seccién 1.4 (Figura 11).

Cepas transformadas con vectores vacios (cepa control) producian hasta 0,3 g/L de acido succinico (figura 11, linea
discontinua). La sobre-expresion de PEP carboxiquinasa procedente de M. succiniciproducens (PCKm), malato
deshidrogenasa peroxisomal (MDH3) procedente de S. cerevisiae y fumarasa procedente de R. oryzae (FUMR) dio
como resultado un nivel de produccion de 0,9 g/L de acido succinico. La sobre-expresion de PEP carboxiquinasa
procedente de A. succinogenes (PCKa), MDH3 y FUMR dio como resultado un nivel de produccion de acido
succinico de 1,0 g/L. Estos resultados demuestran que cuando S. cerevisiae se transformé con un MDH3 truncado y
FUMR ademas de PCKa o PCKm, se produjo una cantidad adicionalmente incrementada de acido succinico en
comparacion con una S. cerevisiae que sobre-expresa PCKa o PCKm solo (Tabla 1).

Cepas transformadas con vectores vacios (cepa control) producian hasta 14 mg/L de &cido fumarico después de 8
dias de crecimiento (figura 11, linea continua). La sobre-expresion de PEP carboxiquinasa procedente de A.
succinogenes (PCKa), malato deshidrogenasa procedente de S. cerevisiae (MDH3) y fumarasa procedente de R.
oryzae (FUMR) dieron como resultado una producciéon maxima de 55 mg/L de acido fumarico después de 7 dias de
crecimiento. La sobre-expresién de PEP carboxiquinasa procedente de M. succiniciproducens (PCKm), malato
deshidrogenasa procedente de S. cerevisiae (MDH3) y fumarasa procedente de R. oryzae (FUMR) dieron como
resultado una produccién maxima de 52 mg/L de acido fumarico después de 8 dias de crecimiento.

Estos datos demuestran que la sobre-expresion de PCKa o PCKm, MDH3 y FUMR en S. cerevisiae daba como
resultado niveles de produccién incrementados de acido fumarico en comparacién con una correspondiente S.
cerevisiae de tipo salvaje.

Ejemplo 2D

Clonacion de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa procedente de Actinobacillus succinogenes, piruvato
carboxilasa procedente de Saccharomyces cerevisiae, malato deshidrogenasa procedente de
Saccharomyces cerevisiae, fumarasa procedente de Rhyzopus oryzae en Saccharomyces cerevisiae y
fumarato reductasa procedente de Trypanosoma brucei.

2D.1. Secuencias de genes

Fumarato reductasa glicosomal (FRDg) [E.C. 1.3.1.6], nimero de acceso de GenBank 23928422, procedente de
Trypanosoma brucei se analiz6é en cuanto a la fijacion como objetivo peroxisomal en hongos filamentosos utilizando
el predictor PTS1 http://mendel.imp.ac.at/mendeljsp/sat/pts1/PTS1predictor.jsp con la funcién de prediccidon
especifica para hongos. Los aminoacidos C-terminales en las posiciones 1140-1142 (SKI) se separaron de la
proteina, dando como resultado la SEQ ID NO: 22. La SEQ ID NO: 22 se sometié al método del par de codones
segun se describe en la solicitud PCT/EP2007/05594 para la expresion en S. cerevisiae. La secuencia SEQ ID NO:
23 resultante se coloco detras de la secuencia del promotor TDH3Sc constitutiva de SEQ ID NO: 24 y delante de la
secuencia del terminador TDH3Sc SEQ ID NO: 25, y se afiadieron sitios de restriccion convenientes. El codén de
terminacion en SEQ ID NO: 23 se modificé a TAAG. La secuencia resultante se sintetizé en Sloning (Puchheim,
Alemania).

La secuencia de genes de PEP carboxiquinasa procedente de A. succinogenes se describid en la seccién 2A.1. Las
secuencias de genes de malato deshidrogenasa procedente de S. cerevisiae y fumarasa procedente de R. oryzae se
describieron bajo 2C.1.

Piruvato carboxilasa citoplasmica procedente de Saccharomyces cerevisiae (Pyc2p) [E.C. 6.4.1.1.], numero de
acceso de GenBank 1041734, SEQ ID NO: 26 es codificada por la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 27. ADN
genomico procedente de la cepa CEN.PK113-5D (MATA ura3-52) de S. cerevisiae se utilizd como molde para
amplificar la secuencia codificadora de PYC2 (SEQ ID NO: 29), utilizando los cebadores P1 SEQ ID NO: 28 y P2
SEQ ID NO: 29 y la ADN polimerasa de Phusion (Finnzymes, Finlandia) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se incluyeron sitios de restriccién convenientes en los cebadores para fines de clonacioén ulteriores.
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2D.2. Construccion de construcciones de expresion

La construccion de expresion pGBS414PPK-3 (figura 12) se cre6 después de una restriccion BamHI/Notl del vector
de expresion pRS414 de S. cerevisiae (Sirkoski R.S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122(1):19-27) y subsiguientemente
se ligd en este vector un fragmento de restriccion BamHI/Nofl que consistia consistia en la construccion del gen
sintético de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (origen Actinobacillos succinogenes) (véase 2A.1). La mezcla de
ligamiento se utilizd para la transformacién de TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado la construccion
de expresion pGBS414PPK-1 en levaduras. Subsiguientemente, pGBK414PPK-1 se restringié con Ascl y Notl. Para
crear pGBS414PPK-3, un fragmento de restriccion Ascl/Notl, que consistia en la construccion del gen sintético de
fumarato reductasa glicosomal procedente de T. brucei (FRDg) (véase 2D.1) se ligd en el vector pGBS414PPK-1
restringido. La mezcla de ligamiento se utilizd para la transformacién de TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como
resultado la construccion pGBS414PPK-3 de expresion en levaduras (figura 12).

La construccion de expresion pGBS426PYC-2 (figura 13) se cred después de una restriccion Spel/Xhol del vector de
expresion p426GPD en S. cerevisiae (Mumberg et al., Gene. 1995, 14 abril 1995; 156(1):119-22) y ligando
subsiguientemente en este vector un fragmento de restriccion Spel/Xhol que consistia en la secuencia de
nucledtidos de PYC2 amplificada (SEQ ID NO: 29). La mezcla de ligamiento se utilizd para la transformacion de
TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado la construcciéon pGBS426PYC-2 de expresion en levaduras
(figura 13).

La construccion de expresion pGBS414FRE-1 (figura 14) se cre6 después de una restriccion BamHI/Notl del vector
de expresion pRS414 de S. cerevisiae (Sirkoski R.S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122(1):19-27) y subsiguientemente
se ligé en este vector un fragmento de restriccion BamHI/Notl que consistia en la construccién del gen sintético de
fumarato reductasa glicosomal (origen Trypanosoma brucei) (véase 2D.1). La mezcla de ligamiento se utilizé para la
transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado la construccion pGBS414FRE-1 de
expresion en levaduras (figura 14).

La construccion de la construccion de expresion pGBS415FUM-3 se describioé en el apartado 2C.2.

2D.3. Cepas de S. cerevisiae

Las cepas SUC-226, SUC-227, SUC-228 y SUC-230 se obtuvieron mediante transformacion de diferentes
combinaciones de los plasmidos pGBS414FRE-1, pGBS414PPK-3, pGBS415FUM-1, pGBS426PYC-2 y p426GPD
en la cepa CEN.PK113-6B (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289), segun se representa en la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas de levaduras construidas para el Ejemplo 2D.

Nombre Antecedente Plasmidos Genes

SUC-226 CEN.PK113-6B pGBS414PPK-3 PCKa, FRDg
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3

p426GPD (vector vacio)

SUC-227 CEN.PK113-6B pGBS414PPK-3 PCKa, FRDg
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pGBS426PYC-2 PYC2

SUC-228 CEN.PK113-6B pGBS414FRE-1 FRDg
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pGBS426PYC-2 PYC2

SUC-230 CEN.PK113-6B pGBS414FRE-1 FRDg
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3

p426GPD (vector vacio)

2D.4. Experimentos de crecimiento y produccion de acido succinico

Los parametros de crecimiento y los analisis de las muestras se realizaron segun se describe en el ejemplo 2C.4 con
las siguientes modificaciones: el pre-cultivo se realizé utilizando glucosa al 2% (p/v) como fuente de carbono. En el
medio de produccion se utilizé glucosa al 10% (p/v) como fuente de carbono.

Segun se representa en la Figura 15, la cepa SUC-230 que sobre-expresa MDH3, FUMR y FRDg producia hasta 3,0
g/L de acido succinico. La sobre-expresion adicional de PCKa incrementaba la produccién de acido succinico hasta
3,4 g/L (cepa SUC-226), y la sobre-expresion adicional de PYC2 incrementaba la produccion de acido succinico
hasta 3,7 g/L (cepa SUC-228). Sorprendentemente, la sobre-expresion tanto de PCKa como de PYC2 (SUC-227) dio
como resultado un incremento de 1,5 de los niveles de produccion de acido succinico hasta 5,0 g/L, en comparacion
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con el efecto de PCK y PYC solos. Estos resultados demuestran un efecto sinérgico de la sobre-expresion
combinada procedente tanto de A. succinogenes (PCKa) como de piruvato carboxilasa procedente de S. cerevisiae
(PYC2) sobre los niveles de produccion de acido succinico en S. cerevisiae.

Ejemplo 3
Inactivacion de los genes codificadores de succinato deshidrogenasa en Aspergillus niger
3.1. Identificacién

ADN gendmico de la cepa CBS513.88 de Aspergillus niger se secuencié y analizé. Se identificaron dos genes con
proteinas traducidas anotadas como proteinas homdlogas a succinato deshidrogenasa, y se denominaron sdhA y
sdhB, respectivamente. Secuencias de los loci de sdhA (An16g07150) y sdhB (An02g12770) estan disponibles de
GenBank con los nimeros de acceso 145253004 y 145234071, respectivamente. Vectores de reemplazamiento
génico para sdhA y sdhB se disefiaron de acuerdo con principios conocidos y que se construyeron de acuerdo con
procesos de clonacion rutinarios (véanse las Figuras 4 y 5). Los vectores comprenden las regiones flanqueantes de
aproximadamente 1000 pb de los ORFs de sdh para la recombinacion homodloga en los locis gendmicos
predestinados. Ademéds, contienen el marcador de seleccidon amdS bi-direccional de A. nidulans, impulsado por el
promotor gpdA, entre repeticiones directas. El disefio general de estos vectores de delecion se describié previamente
en los documentos EP635574B y WO 98/46772.

3.2. Inactivacion del gen sdhA en Aspergillus niger.

Se aisl6 ADN lineal del vector de deleciéon pDEL-SDHA (figura 4) y se utilizd para transformar CBS513.88 de
Aspergillus niger segun se describe en: Biotechnology of Filamentous fungi: Technology and Products. (1992) Reed
Publishing (EE.UU.); Capitulo 6: Transformation pags. 113 a 156. Este ADN lineal puede integrarse en el genoma en
el locus sdhA, sustituyendo asi al gen sdhA por el gen amdS segun se representa en la Figura 6. Se seleccionaron
transformantes en medios de acetamida y se purificaron colonias de acuerdo con los procesos convencionales segun
se describe en el documento EP635574B. Las esporas se extendieron en placas en medio de fluoroacetamida para
seleccionar las cepas que perdian el marcador amdS. Las colonias en crecimiento se diagnosticaron mediante PCR
para la integracion en el locus sdhA, y las cepas candidatas se sometieron a ensayo mediante analisis Southern para
la delecion del gen sdhA. La delecién del gen sdhA era detectable mediante la reduccién en tamafio de ~ 2,2 kb de
fragmentos de ADN (fragmento de tipo salvaje de 4,6 kb frente a 2,4 kb para una delecion con éxito de SDHA) que
cubren el locus completo y se hibridaron a sondas apropiadas. Aproximadamente 9 cepas mostraban una separacion
del gen sdhA genémico procedente de una agrupacion de aproximadamente 96 transformantes iniciales.

La cepa dSDHA se seleccioné como una cepa representativa con un gen sdhA inactivado. La produccion de acido
succinico por parte de la cepa dSDHA se midié segun se describe en el Ejemplo 4.

Ejemplo 4

Clonacion de PCKa y PCKm en dSDHA de A. niger y crecimiento en placas de microtitulacion (MTP’s)

La cepa dSDHA de A. niger del ejemplo 3.2 se transformé con la construccion de expresion pGBTOPANS5 (figura 6)
que comprende PEP carboxiquinasa procedente de Actinobacillus succinigenes (PCKa, SEQ ID NO: 7) y la
construccion de expresion pGBTOPANG (figura 7) que comprende PEP carboxiquinasa procedente de Mannheimia
succiniciproducens (PCKm, SEQ ID NO: 8) segun se describe en el Ejemplo 1.1., de acuerdo con el método de
transformacion segun se describe en el Ejemplo 1.2.

Se tomaron transformantes de A. niger utilizando Qpix y se transfirieron a MTP’s que contenian medio selectivo.
Después de 7 dias de incubacién a 30 grados Celsius, la biomasa se transfiri® a mano o con un recolector de
colonias a MTP’s que contenian PDA. Después de 7 dias de incubacion a 30 grados Celsius, se esporuld la
biomasa. Estas esporas se resuspendieron utilizando el Multimek 96 (Beckman) en 100 microlitros de medio de
Aspergillus enriquecido minimo que contenia glucosa al 10%. Subsiguientemente, 2 MTP’s con 170 microlitros de
medio de Aspergillus enriquecido minimo que contenia glucosa al 10% y CaCO; al 1% se inocularon con 30
microlitros de la suspension de esporas. De igual manera, dSDHA y la cepa GBS513.88 control de A. niger se
inocularon en las MTP’s. Estas MTP’s se incubaron durante 5 dias a 34 grados Celsius, 550 rpm a 80% de
humedad. Al cabo de 5 dias, se recolectaron 160 microlitros utilizando el Multimek 96 (Beckman). El acido succinico
en el medio se midié6 mediante HPLC segun se describe en el Ejemplo 1.4. Los resultados se muestran en la Tabla
3.

Tabla 4. Efecto de la delecién de succinato deshidrogenasa (SDHA) e insercion de PCKa y PCKm en A. niger sobre
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los niveles de produccién de acido succinico

Cepa de A. niger Acido succinico mg/l
CBS513.88 38
dSDHA 50
dSDHA + PCKa 160
d,SDHA + PCKm 241

Los resultados en la Tabla 4 demuestran que la insercion de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa procedente tanto de A.
succinogenes como de M. succiniciproducens
aumentaba los niveles de produccion de acido succinico por parte de A. niger.
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Thr Lys Val Ile Phe Leu Thr Ala Asp Ala Phe Gly Val Leu Pro Pro
355 360 365

Val Ser Lys Leu Thr Pro Glu Gln Thr Glu Tyr Tyr Phe Leu Ser Gly
370 -~ 375 380 -

Phe Thr Ala Lys Leu Ala Gly Thr Glu Arg Gly Val Thr Glu Pro Thr
385 390 395 400

Pro Thr Phe Ser Ala Cys Phe Gly Ala Ala Phe Leu Ser Leu His Pro
405 410 415

Ile Gln Tyr Ala Asp Val Leu Val Glu Arg Met Lys Ala Ser Gly Ala
420 425 430

Glu Ala Tyr Leu Val Asn Thr Gly Trp Asn Gly Thr Gly Lys Arg Ile
435 440 445

Ser Ile Lys Asp Thr Arg Gly Ile Ile Asp Ala Ile Leu Asp Gly Ser
450 455 460

Ile Glu Lys Ala Glu Met Gly Glu Leu Pro Ile Phe Asn Leu Ala Ile
465 470 475 480

Pro Lys Ala Leu Pro Gly Val Asp Pro Ala Ile Leu Asp Pro Arg Asp
485 490 495

Thr Tyr Ala Asp Lys Ala Gln Trp Gln Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala
500 505 510

Asn Arg Phe Val Lys Asn Phe Val Lys Tyr Thr Ala Asn Pro Glu Ala
515 520 525

Ala Lys Leu Val Gly Ala Gly Pro Lys Ala

530 535
<210> 2
<211> 1617
<212> DNA

<213> Actinobacillus succinogenes

<400> 2
atgactgact taaacaaact cgttaaagaa cttaatgact tagggcttac cgatgttaag

gaaattgtgt ataacccgag ttatgaacaa cttttcgagg aagaaaccaa accgggtttg
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gagggtttcg ataaagggac gttaaccacg cttggcgcecgg ttgccgtcga tacggggatt 180
tttaccggtc gttcaccgaa agataaatat atcgtttgcg atgaaactac gaaagacacc 240
gtttggtgga acagcgaagc ggcgaaaaac gataacaaac cgatgacgca agaaacttgg 300
aaaagtttga gagaattagt ggcgaaacaa ctttccggta aacgtttatt cgtggtagaa 360
ggttactgcg gcgccagtga aaaacaccgt atcggtgtgce gtatggttac tgaagtggea 420
tggcaggcgc attttgtgaa aaacatgttt atccgaccga ccgatgaaga gttgaaaaat 480
ttcaaagcgg attttaccgt gttaaacggt gctaaatgta ctaatccgaa ctggaaagaa 540
caaggtttga acagtgaaaa ctttgtcgct ttcaatatta ccgaaggtat tcagcttatc 600
ggcggtactt ggtacggcgg tgaaatgaaa aaaggtatgt tctcaatgat gaactacttc 660
ctgccgttaa aaggtgtgge ttccatgcac tgttcegecca acgtaggtaa agacggtgac 720
gtggctattt tcttcggttt atccggtacg ggtaaaacaa cgctttcgac cgatcctaaa 780
cgccaattaa tcggtgatga cgaacacggt tgggatgaat ccggegtatt taactttgaa 840
ggcggttgtt acgcgaaaac cattaacétta tctcaagaaa acgaaccgga tatttacggce 900
gcaatccgtce gtgacgcatt attagaaaac gtcgtggttc gtgcagacgg ttccgttgac 960
tttgacgacg gttcaaaaac agaaaatacc cgtgtttcat atccgattta ccacatcgac 1020
aacatcgttc gtccggtatd gaaagccggt catgcaacca aagtgatttt cttaacégcg 1080
gacgcattcg gcgtattgcc gccggtttca aaactgactc cggaacaaac cgaatactac 1140
ttcttatcecg getttactge aaaattagecg ggtacggaac gcggcgtaac cgaaccgact 1200
ccgacattct cggcctgttt cggtgcggca ttcttaagcc tgcatccgat tcaatatgeg 1260
gacgtgttgg tcgaacgcat gaaagcctcc ggtgcggaag cttatttggt gaacaccggt 1320
tggaacggca cgggtaaacg tatttcaatc aaagataccc gcggtattat cgatgcgatt 1380
ttggacggtt caatcgaaaa agcggaaatg ggcgaattgc caatctttaa tttagcgatt 1440
cctaaagcat taccgggtgt tgatcctget attttggatc cgegecgatac ttacgcagac 1500
aaagcgcaat ggcaagttaa agcggaagat ttggcaaacc gtttcgtgaa aaactttgtg 1560
aaatatacgg cgaatccgga agcggctaaa ttagttggcg ccggtccaaa agcataa 1617
<210> 3

<211> 538

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PEPCK A.s., en donde EGY estd reemplazado por DAF
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280

Pro

val

Glu

Arg

Ala

360

Gln

Thr

Gly

Val

Gly

Met

Ala

Gly

Gly

265

Gly

Asp

val

Asn

Pro

345

Asp

Thr

Glu

Ala

Glu

425

Trp

Asn

Asn

Thr

250

Asp

Gly

Ile

Arg

Thr

330

Val

Ala

Glu

Arg

Ala

410

Arg

Asn

Tyr

Val

235

Gly

Asp

Cys

Tyr

Ala

315

Arg

Ser

Phe

Tyr

Gly

395

Phe

Met

Gly

24

Phe
220

Gly

Lys

Glu

Tyr

Gly

300

Asp

Val-

Lys

Gly

Tyr

380

Val

Leu

Lys

Thr

Leu

Lys

Thr

His

Ala

285

Ala

Gly

Ser

Ala

vVal

365

Phe

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

Asp

Thr

Gly

270

Lys

Ile

Ser

Tyr

Gly

350

Leu

Leu

Glu

Leu

Ser

430

Lys

Leu

Gly

Leu

255

Trp

Thr

Arg

Val

Pro

335

His

Pro

Ser

Pro

His

415

Gly

Arg

Lys

Asp

240

Ser

Asp

Ile

Arg

Asp

320

Ile

Ala

Pro

Gly

Thr

400

Pro

Ala

Ile



ES 2383473 T3

435 440 445

Ser Ile Lys Asp Thr Arg Gly Ile Ile Asp Ala Ile Leu Asp Gly Ser
450 455 460

Ile Glu Lys Ala Glu Met Gly Glu Leu Pro i}g'Phe Asn Leu Ala Ile
465 470 475 480

Pro Lys Ala Leu Pro Gly Val Asp Pro Ala Ile Leu Asp Pro Arg Asp
485 490 495

Thr Tyr Ala Asp Lys Ala Gln Trp Gln Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala
500 505 510

Asn Arg Phe Val Lys Asn Phe Val Lys Tyr Thr Ala Asn Pro Glu Ala
515 520 525

Ala Lys Leu Val Gly Ala Gly Pro Lys Ala

530 535
<210> 4
<211> 1617

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> nt PEPCK A.s. EGY reemplazado por DAF

<400> 4

atgactgact taaacaaact cgttaaagaa cttaatgact tagggcttac cgatgttaag 60
gaaattgtgt ataacccgag ttatgaacaa cttttcgagg aagaaaccaa accgggtttg 120

gagggtttcg ataaagggac gttaaccacg cttggcgegg ttgeccgtcega tacggggatt 180

tttaccggtc gttcaccgaa agataaatat atcgtttgcg atgaaactac gaaagacacc 240
gtttggtgga acagcgaagc ggcgaaaaac gataacaaac cgatgacgca agaaacttgg 300
aaaagtttga gagaattagt ggcgaaacaa ctttccggta aacgtttatt cgtggtagac 360
gcattctgcg gcgccagtga aaaacaccgt atcggtgtge gtatggttac tgaagtggca 420
tggcaggcgc attttgtgaa aaacatgttt atccgaccga ccgatgaaga gttgaaaaat 480
ttcaaagcgg attttaccgt gttaaacggt gctaaatgta ctaatccgaa ctggaaagaa 540
caaggtttga acagtgaaaa ctttgtcgct ttcaatatta ccgaaggtat tcagcttatc 600
ggcggtactt ggtacggcgg tgaaatgaaa aaaggtatgt tctcaatgat gaactacttc 660

25



ctgccgttaa
gtggctattt
cgccaattaa
ggcggttgtt
gcaatccegtc
tttgacgacg
aacatecgttc
gacgcattcg
ttettateeg
ccgacattcet
gacgtgttgg
tggaacggca
ttggacggtt
cctaaagcat
aaagcgcaat

aaatatacgg
<210> 5
«<211> 538
<212> PRT
<213>
<400> 5
Met Thr Asp
1

His Asp Val

Ala Glu Glu
35

Thr Asn Gln
50

aaggtgtggce
tcttoggttt
tcggtgatga
acgcgaaaac
gtgacgcatt
gttcaaaaac
gtccggtatce
gcgtattgcc
gctttactgce
cggeccectgttt
tcgaacgcat
cgggtaaacg
caatcgaaaa
taccgggtgt
ggcaagttaa

cgaatccgga

Leu Asn

Gln
20

Glu
Thr

Lys

Gly Ala

Gln

val

Pro

val

ES 2383473 T3

ttccatgcac
atccggtacg
cgaacacggt
cattaactta
attagaaaac
agaaaatacc
gaaagccggt
gcecggtttea
aaaattagcg
cggtgcggca
géaagcctcc
tatttcaatc
agcggaaatg
tgatcctgcet
agcggaagat

agcggctaaa

Leu

Val

Gly
40

Ala
55

Thr Gln

Tyr Asn

25

Leu Glu

Val Asn

tgttccgececa
ggtaaaacaa
ééggétgaat
tctcaagaaa
gtcgtggttc
cgtgtttcat
catgcaacca
aaactgactc
ggtacggaac
ttecttaagec
ggtgcggaag
aaagataccc
ggcgaattgc
attttggatc
ttggcaaacc

ttagttggcg

Mannheimia succiniciproducens

Glu
10

Leu
Pro Ser
Gly

Tyr

Thr Gly

26

acgtaggtaa
cgctttecgac
ccggegtatt
acgaaccgga
gtgcagacgg
atccgattta
aagtgatttt
cggaacaaac
gcggegtaac
tgcatcegat
cttatttggt
gcggtattat
caatctttaa
cgcgcgatac
gtttcgtgaa

ccggtccaaa

Gly Ala Leu

Leu
30

Tyr Glu

Glu Lys
45

Gly

Ile Phe Thr

60

agacggtgac
cgatcctaaa
taactttgaa
tatttacggc
ttccgttgac
ccacatcgac
cttaaccgceg
cgaatactac
cgaaccgact
tcaatatgeg
gaacaccggt
cgatgcgatt
tttagcgatt
ttacgcagac
aaactttgtg

agcataa

Gly Ile

15

Leu Phe

Thr Vval

Gly Arg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1617



Ser

65

val

Gln

Gly

Thr

Phe

145

Phe

Asn

Ile

Met

Gly

225

Thr

Thr

Asp

Asn

Pro

Trp

AsSp

.Lys

Arg

130

Val

Lys

Trp

Thr

Lys

210

Ile

Ala

Asp

Glu

Leu

Lys

Trp

Thr

Arg

115

Leu

Thr

Pro

Lys

Glu

195

Lys

Ala

Ile

Pro

Gly

275

Ser

Asp

Thr

Trp

100

Leu

Ala

Asn

Asp

Glu

180

Gly

Gly

Ser

Phe

Lys

260

val

Ala

Lys

Ser

85

Asn

Phe

Val

Met

Phe

165

Gln

vVal

Met

Met

Phe

245

Arg

Phe

Glu

Tyr

70

Glu

Ser

Val

Arg

Phe

150

Val

Gly

Gln

Phe

His

230

Gly

Gln

Asn

Asn

Ile

Lys

Leu

val

Val

135

Ile

val

Leu

Leu

Ser

215

Cys

Leu

Leu

Phe

Glu

ES 2383473 T3

Val

Val

Lys

Asp

120

Val

Arg

Met

Asn

Ile

200

Met

Ser

Ser

Ile

Glu

280

Pro

Leu

Lys

Gly

105

Ala

Thr

Pro

AsSn

Ser

185

Gly

Met

Ala

Gly

Gly

265

Gly

BsSp

Asp

Asn

90

Leu

Phe

Glu

Ser

Gly

170

Glu

Gly

Asn

Asn

Thr

250

Asp

Gly

Ile

Asp

75

Asp

val

Cys

Val

Ala

155

Ala

Asn

Thr

Tyr

Val

235

Gly

Asp

Cys

Tyr

27

Lys

Asn

Ala

Gly

Ala

140

Glu

Lys

Phe

Trp

Phe

220

Gly

Lys

Glu

Tyr

Gly

Thr

Lys

Asp

Ala

125

Trp

Glu

Cys

Val

Tyr

205

Leu

Lys

Thr

His

Ala

285

Ala

Lys

Pro

Gln

110

Asn

Gln

Leu

Thr

Ala

190

Gly

Pro

Asp

Thr

Gly

270

Lys

Ile

Asp

Met

95

Leu

Lys

Ala

Lys

Asn

175

Phe

Gly

Leu

Gly

Leu

255

Trp

Thr

Lys

Thr

80

Ser

Ser

Asp

His

Gly

160

Pro

Asn

Glu

Arg

ASp

240

Ser

Asp

Ile

Arg



Asp

305

Tyxr

Tyr

Thr

Val

Phe

385

Pro

Thr

Glu

Ser

Ile

465

Pro

Thr

Gly

290

Ala

Ala

His

Lys

Ser

370

Thr

Thr

Gln

Ala

Ile

450

Asp

Lys

Tyr

Arg

Leu

Asp

Ile

Val

355

Lys

Ala

Phe

Tyr

Tyr

435

Lys

Lys

Ala

Ala

Phe
515

Leu

Gly

Gln

340

Ile

Leu

Lys

Ser

Ala

420

Leu

Asp

Ala

Leu

Asp

500

Val

Glu

Ser

- 325

Asn

Phe

Thr

Leu

Ala

405

Glu

Val

Thr

Glu

Pro

485

Lys

Lys

Asn

310

Lys

Ile

Leu

Pro

Ala

390

Cys

Val

Asn

Arg

Met

470

Gly

Ala

Asn

295

vVal

Thr

Val

Ser

Glu

375

Gly

Phe

Leu

Thr

Gly

455

Gly

Val

Gln

Phe

ES 2383473 T3

Val

Glu

Lys

Ala

360

Gln

Thr

Gly

Val

Gly

440

Ile

Ser

Asn

Trp

Glu
520

val

Asn

Pro

345

Asp

Thr

Glu

Ala

Lys

425

Trp

Ile

Leu

Pro

Glu

505

Lys

Leu

Thr

330

Val

Ala

Lys

Arg

Ala

410

Arg

Asn

Asp

Pro

Ala

490

Glu

Tyr

Asp

315

Arg

Ser

Phe

Tyr

Gly

395

Phe

Met

Gly

Ala

Ile

475

Ile

Lys

Thx

28

300

Asn

Val

Lys

Gly

Tyr

380

Ile

Leu

Gln

Thr

Ile

460

Phe

Leu

Ala

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

365

Phe

Thr

Ser

Glu

Gly

445

Leu

Asp

Asp

Gln

Thr
525

Asp

Tyr

Gly

350

Leu

Leu

Glu

Leu

Ser

430

Lys

Asp

Phe

Pro

Asp

510

Ala

val

Pro

335

Pro

Pro

Ser

Pro

His

415

Gly

Arg

Gly

Ser

Arg

495

Leu

Glu

Asp

320

Ile

Ala

Pro

Gly

Thr

400

Pro

Ala

Ile

Ser

Ile

480

Asp

Ala

Gly



ES 2383473 T3

Gln Ala Leu Val Ala Ala Gly Pro Lys Ala

530

<210> 6

<211l> 1617
<212> DNA
<213>

<400> 6
atgacagatc

gaagttgtgt
gaaggttatg
ttcaccggtce
gtatggtgga
aacagtttga
gcattctgeg
tggcaggcgc
ttcaaacctg
caagggttaa
ggcggtactt
ttaccgcttc
accgcaattt
cgtcaactaa
ggtggttgct
gctatcaaac
tatgcagacg
aatatcgtta
gatgcattcg
ttcttatccg
ccaacattct
gaagtgttag

tggaacggta

ttaatcaatt
ataacccgag
aaaaaggtac
gttctccgaa
ccagcgaaaa
aaggtttagt
gcgcgaataa
attttgtaac
atttcgtgat
attccgaaaa
ggtacggtgg
gtggtattgc
tctteggttt
tcggtgatga
acgcgaaaac
gtgacgcatt
gttccaaaac
aacctgtttc
gtgtattacc
gtttcactgc
ctgcatgttt
taaaacgtat

ccggcaaacg

535

aactcaagaa
ctatgaactt
tgtgactaat
agataaatat

agttaaaaac

tgccgatcaa

agatacgcgt
aaatatgttt
aatgaacggt
cttcgttgeg
tgaaatgaaa
atcaatgcac
gtcaggcaca
cgaacacggt
cattaactta
attggaaaac
agaaaataca
taaagctggt
gceggtgtet
gaaattagcg
tggtgcggct
gcaagaatca

tatctcaatt

Mannheimia succiniciproduces

cttggtgctt
ctttttgcgg
caaggagcgg
atcgttttag
gataacaaac
ctttceggta
ttagctgttc
atccgeectt
gcaaaatgta
ttcaacatta
aaaggtatgt
tgttccgcaa
ggtaaaacga
tgggacgatg
tccgctgaaa
gtggttgttt
cgtgtttett
ccggcaacta
aaattaactc
ggtacggaac
tttttaagct
ggtgcggaag

aaagataccc

29

taggtattca
aagaaaccaa
ttgctgtaaa
acgacaaaac
caatgagcca
aacgtttatt
gtgtggttac
cagcggaaga
caaatcctaa
cagaaggcgt
tctcaatgat
acgttggtaa
cattatcaac
aaggcgtatt
acgagccgga
tagataacgg
atccgattta
aagttatctt
cggaacaaac
gcggtattac
tgcatccgac
cgtatcttgt

gtggtattat

tgatgtacaa
accaggttta
taccggtatt
taaagatacc
agatacctgg
tgttgttgac
tgaagttgca
attaaaaggt
ctggaaagaa
tcaattaatc
gaactacttc
agacggcgat
agatcctaaa
taacttcgaa
tatctatggc
tgacgttgac
tcacattcaa
cttgtctgce
caaatactat
agagcctaca
acaatatgcc
taatacaggt

tgatgcaatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



ttagacggct
cctaaagcat
aaagcgcaat
aaatataccg
<210> 7

<211>

<212> DNA

1617

caattgataa
tacctggtgt
gggaagaaaa

gtacggcgga

ES 2383473 T3

agcggaaatg
taaccctgca
agctcaagat

aggtcaggca

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 7
atgaccgacc

gagatcgtct
gaaggattcg
ttcaccggcec
gtctggtgga
aagtccctcce
gctttctgeg
tggcaggctc
ttcaaggceg
cagggtctga
ggtggtacct
cttcctcetcea
gttgccatcet
cgccagttga
ggtggctgcet
gccatccgcec
ttcgatgacg
aacattgtcc

gatgcttteg

tcaacaagct
acaaccccag
acaagggcac
gctctcccaa
actccgaggce
gtgagcttgt
gtgecctcecga
acttcgtcaa
acttcaccgt
actccgagaa
ggtacggtgg
agggtgttgce
tctteggtet
ttggtgatga
acgccaagac
gtgatgctct
gcagcaagac
gcectgtcete

gtgteccttcc

cgtcaaggaa
ctacgagcag
cctcaccact
ggacaagtac
tgccaagaac
tgccaagcag
gaagcaccgt
gaacatgttc
cctcaacggt
cttcgtcget
tgagatgaag
ctccatgcac
gtctggcact
cgaacacggc
catcaacctg
cctcgagaac
cgagaacact
caaggcceggt

tcctgtctee

ggctcattac
atcttagatc
cttgcaggtc

ttagttgctg

PEPCK A.s., optimizado para A. niger

ttgaacgacc
ctgttcgaag
ctgggtgctg
attgtctgeg
gacaacaagc
ctctceggea
atcggtgtcc
atccgcccca
gccaagtgca
ttcaacatca
aagggcatgt
tgctctgcceca
ggcaagacca
tgggatgaga
agccaggaga
gttgttgtcc
cgtgtctect
cacgccacca

aagctcaccc

30

caatcttcga
cgcgcgatac
gctttgtgaa

ccggtcctaa

ttggattgac
aagaaaccaa
ttgctgttga
atgagactac
ccatgactca
agcgtctgtt
gcatggtcac
ccgacgagga
ccaaccccaa
ccgagggtat
tctccatgat
acgtcggcaa
ccctetecac
gcggtgtttt
acgagcctga
gcgccgatgg
accccatcta
aggtcatctt

ccgagcagac

tttctcaatt
ttatgcggat
aaactttgaa

agcataa

tgatgtcaag
gcecggtetg
cactggtatc
caaggacacc
ggaaacctgg
cgttgttgat
cgaggttgcce
gctcaagaac
ctggaaggag
ccagctgatc
gaactacttc
ggacggtgat
cgaccccaag
caacttcgag
catctacggt
cagcgttgac
ccacattgac
cttgactgcc

cgaatactac

1440

1500

1560

i617

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



ttcectgtetg
cctaccttcet
gatgtccttg
tggaacggca
ttggatggca
cccaaggcetce
aaggcccagt
aagtacactg
<210> 8

<211>

<212>
<213>

DNA

<220>
<223>

<400> 8

gcttcactge
ctgcttgett
ttgagcgcat
ctggcaagcg
gcattgagaa
tceceeggtgt
ggcaggtcaa

ccaaccececega

1617

ES 2383473 T3

caagcttgcet
cggtgctgcet
gaaggcctcce
tatctccatc
ggctgagatg
tgacccegee
ggctgaggac

ggctgccaag

Secuencia artificial 2

PEPCK M.s., optimizado para

atgaccgacc tcaaccagct cacccaggag

gaggttgtct
gaaggatacg
ttcactggcc
gtctggtgga
aactcgctga
gctttetgeg
tggcaggctc
ttcaagcccg
cagggtctga
ggtggtacct
cttcctctec
actgccatct
cgccagttga
ggtggctgcet

gccatcaagc

acaaccccag
agaagggtac
gctccccceaa
cctcecgagaa
agggtcttgt
gtgccaacaa
acttcgtcac
acttcgtegt
actccgagaa
ggtacggtgg
gtggcattgce
tctteggtcet
ttggtgatga
acgccaagac

gtgatgccct

ctacgagctt
cgtcaccaac
ggacaagtac
ggtcaagaac
tgccgaccag
ggacaccecgce
caacatgttc
catgaacggt
cttcgttget
tgagatgaag
ctccatgcac
gtctggcact
cgaacacggc
catcaacctg

cctcgagaac

ggcaccgagc
ttcctctece
ggtgctgagg
aaggacaccc
ggtgagctcc
atéctggacc
cttgccaacc

ctcgteggtg

A. niger

cttggtgctce
ctgttcgectg
cagggtgctg
attgtccteg
gacaacaagc
ctctcecggea
ctggccegtec
atccgecect
gccaagtgca
ttcaacatca
aagggcatgt
tgctctgeea
ggcaagacca
tgggatgatg
tctgctgaga

gttgttgtcc

31

gtggtgtgac
tgcaccccat
cctacctggt
gtggtatcat
ccatcttcaa
ctcgtgacac
gcttcgtcaa

ctggtcccaa

ttggtatcca
aggaaaccaa
ttgctgtcaa
atgacaagac
ccatgagcca
agcgtctgtt
gcgttgtcac
ctgctgagga
ccaaccccaa
ccgagggtgt
tctccatgat
acgtcggcaa
cccteageac
agggtgtttt
acgagcctga

tcgacaacgg

cgagcctact
ccagtacgcce
caacactggc
tgatgccatt
cctggceccatce
ctacgccgac
gaacttecgtc

ggcgtaa

cgatgtgcag
gcecggtetg
cactggtatc
caaggacacc
ggacacctgg
cgtcgtcgat
cgaggttgce
gctcaagggt
ctggaaggag
gcagctgatce
gaactacttc
ggacggtgac
tgaccccaag
caacttcgag
catctacggt

cgatgttgac

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

i617

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tacgccgatg
aacattgtca
gatgctttcg
ttectgtctg
cccaccttet
gaggttctcg
tggaacggca
ttggatggct
cccaaggceec
aaggcccagt
aagtacactg
<210> 9

<211> 1617

<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 9
atgactgatt

gaaattgtct
gaaggtttcg
ttcaccggte
gtctggtgga
aaatctttga
gctttetgtg
tggcaagctc
ttcaaggctyg
caaggtttga
ggtggtacct

ttgccattga

gcagcaagac
agcctgtctce
gtgtecttcece
gcttcactge
ccgectgett
tcaagcgcat
ccggcaageg
ccattgacaa
tccocecggtgt
gggaggagaa

gtactgcgga

tgaacaaatt
acaacccatc
acaagggtac
gttctccaaa
actctgaagc
gagaattggt
gtgcttectga
atttcgtcaa
acttcaccgt
actctgaaaa
ggtacggtgg

aaggtgttgc

ES 2383473 T3

tgagaacacc
caaggccggt
tcetgtctec
caagctggct
cggtgctget
gcaggagtcc
tatctccatc
ggctgagatg
caacccogec
ggcccaggat

aggccaggcec

Secuencia artificial

PEPCK A.s., optimizado para S.

ggtcaaggaa
ttacgaacaa
tttgaccact
ggacaaatac
tgccaagaac
tgccaagcaa
aaagcacaga
gaacatgttc
tttgaatggt
ctttgttget
tgaaatgaag

ttccatgeac

cgtgtcaget
cctgeccacca
aagctcaccce
ggtactgagc
ttcctgagcet
ggtgctgagg
aaggacaccc
ggctcectcee
atcctcgace
cttgetggec

ttggttgctg

cerevisiae

ttgaatgatt
ttattcgaag
ttaggtgctg
attgtttgtg
gataacaagc
ttgtctggta
attggtgtca
atcagaccaa
gccaagtgta
ttcaacatca
aagggtatgt

tgttctgcca

32

accccatcta
aggtcatctt
ccgagcagac
gtggtatcac
tgcaccccac
cctacctegt
gtggtatcat
ccatcttega
ctcgtgacac
gcttegtcaa

ctggtcctaa

tgggtttgac
aagaaaccaa
ttgctgttga
atgaaaccac
caatgactca
agagattatt
gaatggtcac
ctgacgaaga
ccaacccaaa
ctgaaggtat
tctccatgat

atgtcggtaa

ccacatccag
cctgtetgee
caagtactac
cgagcctact
ccagtacgct
caacactggc
tgatgccatt
cttctccatce
ctacgccgac
gaacttcgag

agcgtaa

tgacgtcaag
gccaggtttg
caccggtatt
caaggacacc
agaaacctgg
cgttgttgac
tgaagttgct
attgaagaac
ctggaaggaa
ccaattgatt

gaactatttc

ggatggtgac

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1617

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gttgccatct
agacaattga
ggtggttgtt
gccatecegtce
ttcgacgacg
aacattgtca
gatgctttceg
ttcttgtceg
ccaactttct
gatgtecttgg
tggaacggta
ttggacggtt
ccaaaggctt
aaggctcaat
aaatacactg
<210>
<211>

<212>
<213>

10

DNA

<220>

<223> PEPCK M.s., optimizado para S.

<400> 10
atgaccgatt

gaagttgtct
gaaggttacg
ttcaccggtc
gtctggtgga
aactctttaa
gctttetgtg
tggcaagctc

ttcaagccag

1617

tctteggtcet
ttggtgatga
acgccaagac
gtgatgcttt
gttccaagac
gacctgtttc
gtgtcttgee
gtttcactgc
ctgecttgttt
ttgaaagaat
ccggtaagag
ccattgaaaa
tgccaggtgt
ggcaagtéaa

ctaacccaga

ES 2383473 T3

atccggtact
cgaacacggt
catcaactta
gttggaaaac
tgaaaacacc
caaggctggt
acctgtttcce
caaattggct
cggtgetgcet
gaaggcttct
aatctccatc
ggctgaaatg
tgacccagece
ggctgaagat

agctgccaaa

Secuencia artificial

ggtaagacca
tgggacgaat
tctcaagaaa
gttgttgteca
agagtttctt
cacgctacca
aaattgactc
ggtactgaaa
ttcttatett
ggtgctgaag
aaggatacca
ggtgaattgc
atcttagatc
ttégctaaca

ttggttggtg

ctctatccac
ctggtgtcett
acgaaccaga
gagctgacgg
acccaatcta
aggttatctt
cagaacaaac
gaggtgtcac
tgcacccaat
cttacttggt
gaggtatcat
caatcttcaa
caagagacac
gattcgtcaa

ctggteccaaa

cerevisiae

tgaaccaatt gactcaagaa ttgggtgctt tgggtattca

acaacccatc
aaaagggtac
gttctccaaa
cttctgaaaa
agggtttagt
gtgccaacaa
acttcgttac

atttcgttgt

ttacgaattg
tgttaccaac
ggacaaatac
ggtcaagaac
cgctgaccaa
ggacaccaga
caacatgttc

catgaacggt

ttgtttgctg
caaggtgctg
attgtcttgg
gacaacaaac
ttgtctggta
ttagctgtca
atcagaccat

gccaaatgta

33

aagaaaccaa
ttgctgtcaa
atgacaagac
caatgtccca
agagattatt
gagttgtcac
ctgctgaaga

CCaacccaaa

tgacccaaag
taactttgaa
tatctacggt
ttectgttgac
ccacattgac
cttgactgct
cgaatactac
tgaaccaact
ccaatacgct
caacaccggt
tgatgctatc
cttggccatt
ctacgctgac
gaactttgtc

ggcttaa

cgatgtccaa
gccaggtttg
caccggtatc
caaggacact
agacacttgg
cgttgtcgat
tgaagttgct
attgaaaggt

ctggaaggaa

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1617

60

120

180

240

300

360

420

480

540



caaggtttga
ggtggtacct
ttgccattga
actgccatct
agacaattga
ggtggttgtt
gccatcaagc
tatgctgacg
aacattgtca
gatgctttceg
ttcttgtctg
ccaactttct
gaagttttgg
tggaacggta
ttggatggtt
ccaaaggctt
aaagctcaat
aaatacactg
<210>
<211>

<212>
<213>

11
898
DNA

<220>
<223>

<400> 11
tcagecgtcca

ggacggtcge
aggtgcagtg
ctggtgtgec

gaatcaccgg

actctgaaaa
ggtaéggtgg
gaggtattge
tcttcggtct
ttggtgatga
acgccaagac
gtgacgctct
gttccaagac
agccagtttc
gtgttttgcc
gtttcaccge
ctgcttgttt
tcaagagaat
ccggtaagag
ccattgacaa
tgccaggtgt
gggaagaaaa

gtactgctga

Promotor GPDA

attcgagctc
agagaggagg
gatgattatt
cctegttgac

cagtaagcga

ES 2383473 T3

ctttgttget
tgaaatgaag
ftccatgcac
atccggtacc
cgaacacggt
catcaactta
attggaaaac
tgaaaacacc
caaggctggt
tcctgtttee
caagttggct
cggtgctgcc
gcaagaatct
aatctccate
ggctgaaatg
caacccagcce
ggctcaagac

aggtcaagct

Secuencia artificial

tgtacagtga
gctgagtaat
aatccgggac

caagaatcta

aggagaatgt

ttcaacatca
aagggtatgt
tgttctgeca
ggtaagacca
tgggatgacg
tctgctgaaa
gttgttgttt
agagtttctt
ccagctacca
aagttgactc
ggtactgaaa
tttttgtctt
ggtgctgaag
aaagatacca
ggttctttge
atcttagacc
ttggctggta

ttggttgctg

ccggtgacte
aagcgcactc
cggecgecce

ttgcatcatc

gaagccaggg

34

ctgaaggtgt
tctccatgat
atgtcggtaa
ctttgtccac
aaggtgtttt
atgaaccaga
tggacaatgg
acccaatcta
aagttatctt
cagaacaaac
gaggtatcac
tgcacccaac
cttacttggt
gaggtatcat
caattttcga
caagagacac
gattcgtcaa

ctggtccaaa

tttctggeat
atgtcagctc
tcegeccecega
ggagaatatg

gtgtatagcc

tcaattgatt
gaactacttc
ggacggtgac
tgacccaaag
caactttgaa
tatctacggt
tgacgtcgat
ccatattcaa
cttgtctgct
caagtactac
tgaaccaact
tcaatacgct
caacactggt
cgatgccatc
tttctccatt
ctacgctgac
gaacttcgaa

ggcctaa

gcggagacac
tggcgctetg
agtggaaagg
gagcttcatc

gtcggcgaaa

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1617

60
120
180
240

300



tagcatgcca
gagatagtac
gcccatcegg
gaaaccggaa
gtcgacccat
ctttgcceeg
aacatttgtt
tttecccatcet
actttgctac
agctttcccea
<210>
<211>

<212>
<213>

12

<220>
<223>

<400> 12
cttcccetttt

agttaatgca
aaaaaaaaat
aagaaaagcc
gaggagaaaa
aagttgggct
agccaacact
agcttagtaa
cgtggggect
acaccacatt
tcgegetttt
gagtggtcgc
ttcttaggtg

ggagcatgtt

ttaacctagg
cttctcecgaa
catctgtagg
aggccgctca
ccggtgetet
tctgtcecgece
gccatatttt
tcagtatatt
atccatactc

cttecatcgea

1000
DNA
Secuencia artificial

Promotor TDH1

acagtgcttc
taagaaatat
gagtaaattt
cgcttetgaa
agaaacgaat
gagcttctga
tgatagtatc
aaatgtgcgce
tgttgcgcta
ttcagggggt
tttttaaaag
agatctggag
catgcgacgg

cattctctgt

ES 2383473 T3

tacagaagtc
gtaggtagag
gcgtccaaat
ggagctggec-
gcactcgacce
cggtgtgteg
cctgetctece
catcttccca
catcecttcecece

gcttgactaa

ggaaaagcac
ctttttttat
ctcgatggat
aactacagtt
gtatatgctce
tccaatttat
tactcgccat
accacaagcce
ggaataggat
cgatctgctt
gcgcgagaca
actggatctt
tatccacgtg

agcagtaaga

caattgcttc
cgagtacccg
atcgtgcctc
agcggegeag
tgctgaggtce
gcggggttga
ccaccagctg
tccaagaacc
atcccttatt

cagctaccce

agcgttgtcc
gtttagctaa
tagtttctca
gacttgtatg
atttacactc
tctatccatt
tcacttccag
tacatgactc
atgcgacgaa
gctteccttta
gcaaacagga
tacaatacag
cagaacaaca

gcttggtgat

35

cgatctggta
gcgcgtaagce
tcctgetttg
accgggaaca
cctcagtcecce
caaggtcgtt
ctcttttcett
tttatttccc
cctttgaacc

gcttgagcca

aagggaacaa
gtaaaagcag
caggtaacat
ctaaagggcc
tatatcacca
agttgctgat
cagcgccagt
cacgtcacat
gacgcttctg
ctgtcacgag
agctcgggtt
taaggcaagc
tagtctgaag

aatgaccaaa

aaagattcac
tccctaattg

cccggtgtat

caagctggead”

tggtaggcag
gcgtcagtcce
ttctctttet
ctaagtaagt
tttcagttcg

ccgtcaaa

tttttcttca
cttggagtaa
aacaaaaacc
agactaatgg
tatggaggat
atgtcccace
agggttgttg
gaaaccacac
cttagtaacc
cggcccataa
tcaaccttcg
caccatctgc
aaggggggga

actggagtct

360
420
480
540
600
660
720
780
840

898

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

840



ES 2383473 T3

cgaaatcata taaatagaca atatattttc acacaatgag atttgtagta cagttctatt

ctctctettg cataaataag aaattcatca agaacttggt ttgatatttc accaacacac

acaaaaaaca gtacttcact aaatttacac acaaaacaaa

<210> 13
<211> 500
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 13
ataaagcaat
ttctgctaga
ttaagcatta
agttatggcg
ctaggatggt
tgcaaaacgc
aggtggatac
ttgtcttett
cagtatatat
<210> 14
<211> 340
<212> PRT
<213>
<220>
<223> MDH3
<400> 14

Terminador TDH1

cttgatgagg
ttttgtgaag
actttaccct
agaacgtcgg
ttaaagattt
acatacccac
tgatactaag
acgtatcaga

atactaagaa

de S.

Secuencia artificial

ataatgattt
acgtaaataa
tttctecttet
cggttaaaat
ttcetttttg
aatatgtgac
agagtctcta

acaagaaagc

Secuencia artificial

ttttttgaat
gtacatatta
aagtttcaat
atattaccct
ggaaataagt
tattggcaaa
ttceggcetcec

atttccaaag

atacataaat
ctttttaage
actagttatc
gaacgtggtg
aaacaatata
gaacgcatta
acttttagtc

taattgcatt

cerevisiae que carece de sefial diana SKL

actaccgttt
caagacaaga
actgtttaaa
aattgaagtt
ttgctgecett
tcctttgaag
cagagattac

tgcccttgag

Met Val Lys Val Ala Ile Leu Gly Ala Ser Gly Gly Val Gly Gln Pro

1

5

10

15

Leu Ser Leu Leu Leu Lys Leu Ser Pro Tyr Val Ser Glu Leu Ala Leu

20

25

30

Tyr Asp Ile Arg Ala Ala Glu Gly Ile Gly Lys Asp Leu Ser His Ile

35

40

36

45

900

960

1000

60

120

180

240

300

360

420

480

500



Asn

Thr

65

Lys

Val

Ile

Glu

Val

145

Leu

Met

Ile

Tyr

Lys

225

Gly

Pro

Thr

50

Leu

Pro

Lys

Leu

Thr

130

Thr

Met

His

Pro

Glu

Asn

Ser

Gly

Ser

val

115

Leu

Asn

Leu

Arg

Ile

195

His

210 |

Ala

Ala

Glu

Lys

Lys

Thr

Ser

Asn

Leu

Leu

100

Ile

Lys

Leu

Lys

Lys

180

Ile

Phe

Gln

Phe

Glu
260

Ser

Ala

Thr

85

Val

Ser

Lys

Asp

Asn

165

Val

Thr

Ile

Gly

Ala

245

Ser

Cys

Gln

70

Arg

Thr

Asn

Met

Leu

150

Pro

Thr

Asp

His

Ala

230

Glu

Leu

val

55

val

Asp

Ala

Pro

Gly

135

val

Lys

Val

Lys

Arg

215

Gly

Glu

Ser

ES 2383473 T3

Val

Asp

Val

val

120

Lys

Arg

I1le

Ile

Ser

200

val

Ser

vVal

Ala

Tyr

Leu

Leu

Gly

105

Asn

Phe

Ala

Gly

Gly

185

Leu

Gln

Ala

Leu

Phe
265

Asp

Ile

Phe

90

Lys

Ser

Lys

Glu

Gln

170

Gly

Val

Phe

Thr

Arg

250

Val

37

Lys

Pro

75

Lys

Phe

Leu

Pro

Thr

155

Glu

His

Phe

Gly

Leu

235

Ser

Tyr

Asp

60

Ala

Met

Ala

val

Gly

140

Phe

Gln

Ser

Glin

Gly

220

Ser

Phe

Leu

Ser

Gly

Asn

Pro

Pro

125

Asn

Leu

Asp

Gly

Leu

205

AsSD

Met

His

Pro

Ile

Val

Ala

Asn

110

Ile

val

Val

Lys

Glu

190

Asp

Glu

Ala

Asn

Gly
270

Glu

Pro

Gly

95

Ala

Ala

Met

Asp

Thr

175

Thr

Lys

Ile

Phe

Glu

255

Leu

Asn

Arg

80

Ile

Arg

Val

Gly

Tyr

160

Thr

Ile

Gln

Val

Ala

240

Lys

Lys



Asn Gly

Lys

Lys Ala

275

Ser
290

Phe

Thr
305

Ser

Thr Ala

Ile Leu

<210>
<211>
<212>

15

DNA

Leu

val

val

Asp

Pro Ile

Leu Glu

Gln

Val

Lys

ES 2383473 T3

Gln
280

Leu
295

Leu

31¢

Glu
325

Lys

Ser
340

1023

Leu

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> nt de

<400> 15
atggttaagg

ttgaaattgt
attggtaagg
tccatcgaaa
aagccaggtt
gttactgctg
aactctttgg
aacgttatgg
ttgatgttga
gtcaccgtca
ttggttttcc
gacgaaattg
ggtgccaaat

tctttgtcetg

MDH3 de S.

ttgccatett
ctccatacgt
atttgtccca
acactttgte
tgaccagaga
tcggtaaatt
ttccaattge
gtgtcaccaa
agaacccaaa
tcggtggtca
aattggacaa
tcaaggccaa
ttgctgaaga

ctttcgtcta

cerevisiae que carecen de nt que codifican la sefial diana SKL

aggtgcttct
ttctgaattg
catcaacacc
caatgctcaa
tgatttgttc
tgccccaaac
cgttgaaact
cttggatttg
gatcggtcaa
ctctggtgaa
gcaatacgaa
gcaaggtgcc
agtcttacgt

cttgccaggt

Leu Val Gly Asp

Arg Asn Gly Ser

Ser Pro Arg Glu

315

Lys Asn Ile Glu

330

ggtggtgtcg
gctttgtacg
aactcctctt
gttgtcttga
aagatgaacg
gctcgtatct
ttgaagaaga
gtcagagctg
gaacaagaca
accatcattc
catttcatcc
ggttctgcta
tctttccaca

ttgaagaacg

38

Ser
285

Asn

Val Vval

300

Glu Gln

Lys Gly

gtcaaccatt
atatcagagc
gtgttggtta
ttccagectgg
ctggtatcgt
tagtcatctc
tgggtaagtt
aaactttctt
agaccaccat
caatcatcac
acagagtcca
ccttgtecat
acgaaaagcc

gtaagaaggc

Ile

Ser

Leu

Lys

Glu Tyr

Ile Asp

Val Asn

320

Ser Phe

335

atctctatta

tgctgaaggt

cgacaaggat
tgttccaaga
taagtctttg
caaccctgtt
caagccaggt
ggttgactac
gcacagaaag
tgacaaatcc
attcggtggt
ggcttteget
agaaactgaa

tcaacaatta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ES 2383473 T3

gtcggtgaca actccattga atacttctct ttgccaattg ttttgagaaa cggttcegtt 900
gtttccattg acacttctgt tttggaaaaa ttgtctccaa gagaagaaca attggtcaac 960

actgctgtca aggaattgag aaagaacatt gaaaagggta agtctttcat cttggacagt 1020

taa 1023
<210> 16

<211> 472

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fumarasa de R. oryzae que carece de los primeros 23 aa + M

<400> 16

Met Ser Ser Ala Ser Ala Ala Leu Gln Lys Phe Arg Ala Glu Arg Asp
1 5] 10 15

Thr Phe Gly Asp Leu Gln Val Pro Ala Asp Arg Tyr Trp Gly Ala Gln
20 25 30

Thr Gln Arg Ser Leu Gln Asn Phe Asp Ile Gly Gly Pro Thr Glu Arg
35 40 45

Met Pro Glu Pro Leu Ile Arg Ala Phe Gly Val Leu Lys Lys Ala Ala
50 55 60

Ala Thr Val Asn Met Thr Tyr Gly Leu Asp Pro Lys Val Gly Glu Ala
65 70 75 80

Ile Gln Lys Ala Ala Asp Glu Val Ile Asp Gly Ser Leu Ile Asp His
85 90 95

Phe Pro Leu Val Val Trp Gln Thr Gly Ser Gly Thr Gln Thr Lys Met
100 105 110

Asn Val Asn Glu Val Ile Ser Asn Arg Ala Ile Glu Leu Leu Gly Gly
115 120 125

Glu Leu Gly Ser Lys Ala Pro Val His Pro Asn Asp His Val Asn Met
130 135 140

Ser Gln Ser Ser Asn Asp Thr Phe Pro Thr Ala Met His Val Ala Ala
145 150 155 160

39



val

Asp

Gly

Phe

Gly

225

Gly

Ala

Phe

Leu

Tyx

305

Glu

Gln

Thr

Phe

Val

Ala

Arg

Ser

210

Thr

Thr

Ile

Glu

Asn

290

Leu

Asn

Cys

Ala

Lys
370

Glu

Leu

Thr

195

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

275

Thr

Gly

Glu

Glu

Ile

355

Pro

Ile

Gln

180

His

Tyr

Glu

Leu

Ser

260

Leu

Val

Ser

Pro

Ala

340

Ser

Val

His

165

Ala

Leu

Thr

Arg

Asn

245

Ile

Ala

Ala

Gly

Gly

325

Met

vVal

Met

Gly

Lys

Gln

Gln

Leu

230

Thr

Thr

Ala

Cys

Pro

310

Ser

Thr

Ala

Ile

Arg

Ser

Asp

Gln

215

Tyxr

Arg

Gly

-His

Ser

295

Arg

Ser

Met

Gly

Lys
375

ES 2383473 T3

Leu

Ala

Ala

200

Leu

Asn

Lys

Leu

Asp

280

Leu

cys

Ile

Val

Ser

360

Asn

Ile

Glu

185

Thr

Thr

Leu

Gly

Pro

265

Ala

Met

Gly

Met

Cys

345

Asn

Leu

Pro

170

Phe

Pro

Tyr

Ala

Phe

250 -

Phe

Leu

Lys

Leu

Pro

330

Ala

Gly

Ile

40

Ala

Glu

Leu

Gly

Gln

235

Asp

Lys

Val

Ile

Gly

315

Gly

Gln

Gln

Gln

Leu

His

Thr

Ile

220

Ala

Thr

Glu

Ala

300

Glu

Lys

Val

Phe

Ser
380

Thr

Ile

Leu

205

Ala

Gly

Lys

Ala

Ala

285

Asn

Leu

Val

Met

Glu

365

Ile

Thr

Ile

190

Gly

Arg

Thr

Val

Pro

270

His

Asp

Ser

Asn

Gly

350

Leu

Arg

Leu

175

Lys

Gln

Val

Ala

Ala

255

Asn

Gly

Ile

Leu

Pro

335

Asn

Asn

Leu

Arg

Ile

Glu

Gln

Val

240

Glu

Lys

Ala

Arg

Pro

320

Thr

Asn

Val

Ile



Ser
385

Asp
Ala Asn
Thr

val

Ala Lys

Ala

Glu

Ala

Lys

Ser Ile

Ser

ES 2383473 T3

Phe Thr

390

Lys Lys

405

Leu
420

Asn

Ala His

435

Leu
450

Ser

Glu
465

Asp

<210> 17
<211>

<212>
<213>

DNA

<220>

<223> nt de

<400> 17
atgtcctetg

ttgcaagttc
gacattggtg
aagaaggctg
atccaaaagg
gtctggcaaa
agagccattg
catgtcaaca
gttgttgaaa
gccaaatctg
accccattga

gctegtgtte

Gly

Met

Tyr Leu

Ile Ser

Ile

Pro

Lys

Thr

Ala

Ser Ser

His Ile

Glu Gly

440

Ser Glu

455

Lys Asp

470

1419

FumR cpo para S.

cttctgctge
cagctgaccg
gtccaactga
ctgccaccgt
ctgctgacga
ccggttcectgg
aattgttggg
tgtctcaatc
ttcacggtag
ctgaattcga
ctttaggtca

aaggtacttt

Secuencia artificial

tttgcaaaaa
ttactggggt
aagaatgcca
caacatgacc
agttatcgat
tactcaaacc
tggtgaatta
ttccaacgac
attgattcca
acacatcatc
agaattctcc

ggaaagatta

Lys Asn

Cys

vVal val

395

Met
410

Ile

Gly
425

Tyr
Thr

Thr

Glu Phe

cerevisiae que carecen

ttcagagctg
gctcaaactc
gaaccattaa
tacggtttgg
ggttctttga
aagatgaacg
ggttccaagg
actttcccaa
gctttgacca
aagattggta
ggttacactc

tacaacttgg

41

Asn

Asp

Leu

Asp

Glu Ser

Lys Ala

Gly

Leu

Ala

Ile Glu

400

Met
415

Leu

Lys Cys

430

Glu
445

Lys

Gln
460

Trp

de nt que codifican los primeros 23 aa + M

aaagagatac
aaagatcttt
tcagagcttt
acccaaaggt
ttgaccattt
tcaatgaagt
ctccagtcca
ctgccatgca
ctttgagaga
gaacccactt
aacaattgac

ctcaaggtgg

Ala

vVal

Ala Leu

Arg Pro

cttcggtgac
gcaaaacttt
cggtgttttg
tggtgaagcc
cccattggtt
catctccaac
cccaaacgat
cgttgctgece
tgctttgcaa
gcaagatgct
ctacggtatt

tactgctgtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ggtactggtt
atcactggtt
gctttggttg
aacgatatcc
gaaaacgaac
atgaccatgg
aacggtcaat
atcagattaa
gctaacgaaa
aaccctcaca
accactttga
tgggttagac
<210>
<211>

<212>
<213>

18
600
DNA

<220>
<223>

<400> 18
ttagtcaaaa

gggttacaca
actaaatata
Ccaaaatatt
cagagaacag
tgecctggagt
tacaccttct
accagttccce
gattgtaatt

tgeetttagt

<210> 19

tgaacaccag
taccattcaa
aagctcacgg
gttacttggg
caggttcttc
tttgtgctca
tcgaattgaa
tctectgacge
agaagatctc
ttggttacga
aagaagctgc

ctgaggacat

Promotor TDH3

aattagccett
gaatatataa
atggagcccg
gttttcttca
gggcacaaac
aaatgatgac
attaccttct
tgaaattatt
ctgtaaatct

tttaaaacac

aaagggtttc
gaccgctcca
tgctttgaac
ttctggtcca
catcatgcca
agtcatgggt
tgtctttaaa
ttccatctcet
ctccatcatg
caaggctgce
tctatctttg

gatttctgcce

Secuencia artificial

ttaattctgc
catcgtaggt
ctttttaagce
ccaaccatca
aggcaaaaaa
acaaggcaat
gctctetetg
cccctacttg
atttcttaaa

caagaactta

ES 2383473 T3

gatgccaagg
aacaaattcg
accgttgcett
égatgtggtt
ggtaaggtca
aacaacactg
ccagtcatga
ttcaccaaga
aacgaatctt
aagtgtgcca
ggttacttga

aaggattaa

tgtaacccgt
gtctgggtga
tggcatccag
gttcataggt
cgggcacaac
tgacccacgc
atttggaaaa
actaataagt
cttcttaaat

gtttcgaata

ttgctgaagc
aagctttggce
gttctttgat
taggtgaatt
acccaactca
ccatctctgt
tcaagaactt
actgtgttgt
tgatgttggt
agaaggctca

cctctgaaga

acatgcccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattctcett
ctcaatggag
atgtatctat
agctgaaaaa
atataaagac
tctactttta

aacacacata

42

cattgcttcc

tgctcacgac
gaagattgce
gtcfctacca
atgtgaagct
tgctggttce
gatccaatcc
cggtattgaa
cactgctttg
caaggaaggt

attcgaccaa

aatagggggc
cctggcecatcece
aatcccagca
agcgcaacta
tgatgcaacc
ctcattttct
aaaggttgaa
ggtaggtatt
tagttagtct

aacaaacaaa

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1419

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



<211>
<212>
<213>

300
DNA

<220>
<223>

<400> 19

gtgaatttac tttaaatctt

tttcaattta
tttcttgatg
atacctgata
aattttgggg
<210>
<211l>

<212>
<213>

20

DNA

<220>

<223> Construccidén sintética TDH3p-MDH3-TDH3t

<400> 20
ggatceggeg

taacccgtac
ctgggtgaac
gcatccagaa
tcataggtcc
ggcacaacct
acccacgcat
ttggaaaaag
taataagtat
tcttaaattc
ttcgaataaa
tggtgtcggat
tttgtacgat
ctectettgt

tgtcttgatt

Terminador TDH3

tatactattt
cgctattgceca
cattgtggat

atattggctt

1966

cgccacgcegt
atgcccaaaa
agtttattcc
aaaaaaagaa
attctcttag
caatggagtg
gtatctatct
ctgaaaaaaa
ataaagacgg
tacttttata
cacacataaa
caaccattat
atcagagctg
gttggttacg

ccagctggtg

ES 2383473 T3

Secuencia artificial

gcatttaaat
taatgacatt
ttgttcttgt
gctgagtgaa

ttcctttttaa

Secuencia artificial

ggcecggectt
tagggggcag
tggcatccac
tceccagceacce
cgcaactaca
atgcaacctg
cattttctta
aggttgaaac
taggtattga
gttagtcttt
caaacaaaat
ctctattatt
ctgaaggtat
acaaggattc

ttccaagaaa

aaatttﬁctt
ttcgattcat
ctttttegece
attttagtta

agtttacaaa

agtcaaaaaa
gttacacaga
taaatataat
aaaatattgt
gagaacaggg
cctggagtaa
caccttctat
cagttecctg
ttgtaattct
tttttagttt
ggttaaggtt
gaaattgtct
tggtaaggat
catcgaaaac

gccaggtttg

43

tttatagett
tgattgaaag
acatgtaata
ataatggagg

tgaatttttt

ttagcetttt
atatataaca
ggagcccgcet
tttcttcacc
gcacaaacag
atgatgacac
taccttctge
aaattattcc
gtaaatctat
taaaacacca
gccatcttag
ccatacgttt
ttgtcccaca
actttgtcca

accagagatg

tatgacttag
ctttgtgttt
tctgtagtag
cgctcttaat

ccgccaggat

aattctgctg
tcgtaggtgt
ttttaagctg
aaccatcagt
gcaaaaaacg
aaggcaattg
tctctetgat
cctacttgac
ttcttaaact
agaacttagt
gtgcttetgg
ctgaattggc
tcaacaccaa
atgctcaagt

atttgttcaa

60

120

180

240

300

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



gatgaacgct
tcgtatctta
gaagaagatg
cagagctgaa
acaagacaag
catcattcca
tttcatccac
ttctgctacce
tttccacaac
gaagaacggt
gccaattgtt
gtctccaaga
aaagggtaag
ataaattttc
ttttcgattc
gtcttttteg
aaattttagt
aaagtttaca
<210>
<211>

<212>
<213>

21

DNA

<220>

ggtatcgtta
gtcatctcca
ggtaagttca
actttcttgg
accaccatgc
atcatcactg
agagtccaat
ttgtccatgg
gaaaagccag
aagaaggctc
ttgagaaacg
gaagaacaat
tctttcatcet
tttttatagc
attgattgaa
ccacatgtaa
taataatgga

aatgaatttt

2950
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agtctttggt tactgctgtc
accctgttaa ctectttggtt
agccaggtaa cgttatgggt
ttgactactt gatgttgaag
acagaaaggt caccgtcatc
acaaatcctt ggttttccaa
tcggtggtga cgaaattgtc
ctttcgetgg tgccaaattt
aaactgaatc tttgtctgct
aacaattagt cggtgacaac
gttccgttgt ttccattgac
tggtcaacac tgctgtcaag
tggacagtta aggtgaattt
tttatgactt agtttcaatt
agctttgtgt tttttcttga
tatctgtagt agatacctga
ggcgctctta ataattttgg

ttcegeocagg atgggcecege

Secuencia artificial

<223> Construccién sintética TDH1p-FUMR-TDH1t

<400> 21
ggatcecctte

tcttcaagtt
gagtaaaaaa
aaaaccaaga

taatgggagg

ccttttacag
aatgcataag
aaaaatgagt
aaagcccgcet

agaaaaagaa

tgcttcggaa aagcacagcg
aaatatcttt ttttatgttt
aaatttctcg atggattagt
tctgaaaact acagttgact

acgaatgtat atgctcattt

44

ggtaaatttg
ccaattgceg
gtcaccaact
aacccaaaga
ggtggtcact
ttggacaagc
aaggccaagc
gctgaagaag
ttcgtctact
tccattgaat
acttctgttt
gaattgagaa
actttaaatc
tatatactat
tgcgctattg
tacattgtgg
ggatattggc

ggcege

ttgtccaagg
agctaagtaa
ttctcacagg
tgtatgctaa

acactctata

ccccaaacgce
ttgaaacttt
tggatttggt
tcggtcaaga
ctggtgaaac
aatacgaaca
aaggtgccgg
tcttacgtte
tgccaggttt
acttctettt
tggaaaaatt
agaacattga
ttgcatttaa
tttaatgaca
cattgttctt
atgctgagtg

tttetettet

gaacaatttt
aagcagcttg
taacataaca
agggccagac

tcaccatatg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1966

60

120

180

240

300



gaggataagt
ccecaccagcece
ttgttgagct
ccacaccgtg
gtaaccacac
ccataatcgce
cctteggagt
atctgcttct
99999aggag
gagtctcgaa
tctattctct
acacacacaa
tgctgctttg
tgaccgttac
aactgaaaga
caccgtcaac
tgacgaagtt
ttctggtact
gttgggtggt
tcaatcttec
cggtagattg
attcgaacac
aggtcaagaa
tactttggaa
caccagaaag
attcaagacc
tcacggtgct
cttgggttct

ttcttccatc

tgggctgagc
aacacttgat
tagtaaaaat
gggcettgtt
cacattttca
getttttttt
ggtcgcagat
taggtgcatg
catgttcatt
atcatataaa
ctcttgcata
aaaacagtac
caaaaattca
tggggtgctc
atgccagaac
atgacctacg
atcgatggtt
caaaccaaga
gaattaggtt
aacgacactt
attccagett
atcatcaaga
ttctccggtt
agattataca
ggtttcgatg
gctccaaaca
ttgaacaccg
ggtccaagat

atgccaggta

ES 2383473 T3

ttctgatcca
agtatctact
gtgcgeacga
gcgctaggaa
gggggtcgat
taaaaggcgc
ctggagactg
cgacggtatc
ctctgtagca
tagacaatat
aataagaaat
ttcactaaat
gagctgaaag
aaactcaaag
cattaatcag
gtttggaccc
ctttgattga
tgaacgtcaa
ccaaggctcc
tcccaactgce
tgaccacttt
ttggtagaac
acactcaaca
acttggctca
ccaaggttgce
aattcgaagc
ttgcttgttc
gtggtttagg

aggtcaaccc

atttattcta
cgccattcac
caagcctaca
taggatatgc
ctgcttgett
gagacagcaa
gatctttaca
cacgtgcagg
gtaagagctt
attttcacac
tcatcaagaa
ttacacacaa
agataccttc
atctttgcaa
agctttcggt
aaaggttggt
ccatttccca
tgaagtcatc
agtccaccca
catgcacgtt
gagagatgct
ccacttgcaa
attgacctac
aggtggtact
tgaagccatt
tttggctgcet
tttgatgaag
tgaattgtct

aactcaatgt

45

tccattagtt
ttccagcagc
tgactccacg
gacgaagacg
cctttactgt
acaggaagct
atacagtaag
acaacatagt
ggtgataatg
aatgagattt
cttggtttga
aacaaaatgt
ggtgacttge
aactttgaca
gttttgaaga
gaagccatcc
ttggttgtct
tccaacagag
aacgatcatg
gctgcegttg
ttgcaagcca
gatgctaccc
ggtattgctc
gctgtcggta
gcttccatca
cacgacgctt
attgccaacg
ctaccagaaa

gaagctatga

gctgatatgt
gccagtaggg
tcacatgaaa
cttctgctta
cacgagcggce
cgggtttcaa
gcaagccacce
ctgaagaagg
accaaaactg
gtagtacagt
tatttcacca
cctectgette
aagttccagce
ttggtggtce
aggctgctgce
aaaaggctgc
ggcaaaccgg
ccattgaatt
tcaacatgtc
ttgaaattca
aatctgctga
cattgacttt
gtgttcaagg
ctggtttgaa
ctggtttacce
tggttgaagc
atatccgtta
acgaaccagg

ccatggtttg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



tgctcaagtc
attgaatgtc
tgacgcttcc
gatctcctcc
ttacgacaag
agctgctcta
ggacatgatt
atttttttee
ataagtacat
ttctaagttt
aaatatatta
tttgggaaat
tgactattgg
tctattccgg
aagcatttcc
cégcggccgc
<210>

<211>

<212>
<213>

22
1139
PRT

<220>
<223>

<400> 22

Met Val Asp Gly Arg Ser Ser Ala

1

Arg Ala Ala Arg Glu Arg Asp Ala

Ser Pro Leu His Thr Thr Met Gln

35

Thr Val Pro Tyr Ala Leu Lys Vval

atgggtaaca
tttaaaccag
atctctttca
atcatgaacg
gctgccaagt
tctttgggtt
tctgccaagy
gaatatacat
attacttttt
caatactagt
ccctgaacgt
aagtaaacaa
caaagaacgc

ctccactttt

aaagtaattg

FRDg de Trypanosoma brucei

5

20

ES 2383473 T3

acactgccat

tcatgatcaa

ccaagaactg

aatctttgat
gtgccaagaa
acttgacctce
attaaggcce
aaatactacc
aagccaagac
tatcactgtt
ggtgaattga
tatattgctg
attatccttt
agtccagaga

catttgcecct

Secuencia artificial

25

40

que

Ser

Ala

Tyr

val

ctctgttget

gaacttgatc

‘tgttgtcggt

gttggtcact
ggctcacaag
tgaagaattc
gggcataaag
gtttttctge
aagattaagc
taaaagttat
agttctagga
cctttgcaaa
gaagaggtgg
ttacttgtct

tgagcagtat

Ile

10

Ala

Ala

Ala

46

Val Ala

Arg Ala

Thr Ser

Ser Ala

ggttccaacg
caatccatca
attgaagcta
gctttgaacc
gaaggtacca
gaccaatggg
caatcttgat
tagattttgt
attaacttta
ggcgagaacg
tggtttaaag
acgcacatac
atactgatac
tcttacgtat

atatatacta

15

Leu Leu Gl
30

Gly Leu Gl
45

Val Asp Pro

Asp Thr Phe

gtcaattcga
gattaatctc
acgaaaagaa
ctcacattgg
ctttgaaaga
ttagacctga
gaggataatg
gaagacgtaa
ccecttttetce
tcggeggtta
atttttcectt
ccacaatatg
taagagagtc
cagaacaaga

agaaggcgcg

Glu

n Asp

u Leu

ASp

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2950

carece de la secuencia diana SKI C-terminal



Arg

65

Ala

val

Lys

Cys

Ala

145

Ala

Ile

Lys

Phe

Met

225

Ser

Val

Asn

50

Ala

Asp

Gly

Axrg

Phe

130

Leu

Cys

Ser

Gly

Gln

210

Asn

Leu

Ile

Leu

Lys

Thr

Arg

Val

115

Asp

Gly

Thr

Arg

Tyr

195

Asn

Ala

Asp

Ser

Ile
275

Glu

Val

Leu

100

Met

Pro

Lys

Leu

Lys

180

Ile

Val

Arg

Met

Leu

260

Tyr

Val

Leu

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Pro

165

His

Val

Phe

Asn

Leu

245

Asp

Thr

Ala

70

Asn

Val

Cys

Thr

Arg

150

Asn

Glu

Asp

Phe

Thr

230

Pro

Asn

Ala

55

Asp

Ser

Gly

Cys

Ala

135

Asn

Ser

His

Tyx

Asp

215

Pro

Asn

Glu

Asp

ES 2383473 T3

Glu

Phe

Gln

Gln

120

Pro

Asn

Phe

Ala

val

200

Trp

Trp

Pro

Ala

Asp
280

val

Asn

Lys

105

Arg

Val

Ala

Val

Ser

185

Ile

Gly

val

Pro

Leu

- 265

Lys

Leu
Pro
90

His
val
Ala
Cys
Ile
170
Leu
Asp
Gly
val
Lys
250

Ala

Pro

Arg

75

Asn

Gln

Tyr

Lys

Leu

155

Asp

Asp

Asn

Asp

Gly

235

Glu

Thr

Leu

47

60

Cys

Ser

Met

Asn

Ala

140

Glu

Phe

Leu

Ile

Cys

220

Ile

Ala

Ser

Thr

Ala

Glu

Ser

Ser

125

Leu

Ala

Glu

Gly

Asn

205

Arg

Thr

Ser

Gly

Cys
285

Trp

Val

Ala

110

Ser

Arg

Leu

Ala

Gly

190

Ala

Ala

Arg

Tyr

Asp

270

Thr

Gln

Ser

95

Pro

Ala

Glu

Thr

Gly

175

Val

Ala

Ser

Pro

Ile

255

Tyr

Tyr

Leu

80

Leu

Leu

Gly

Ile

Gln

160

Thr

Ser

Gly

Gly

Pro

240

Ser

Glu

Asp



Trp

val

305

Ala

Gly

Arg

Ala

Ile

385

Ala

Gly

Arg

Arg

Val

465

Ser

Arg

Lys

290

Ser

Cys

Trp

Glu

Glu

370

Val

Gly

Gly

Ala

Asp

450

Lys

Leu

Lys

Gly

Val

Phe

Arg

Asn

355

Met

Val

Cys

Asn

Gln

435

Thr

Thr

Arg

Lys Glu

Lys Cys

Ile Lys
325

Tyr Val
340

Glu Arg

Arg Lys

Gly Gly

Gly Ala
405

Ser Ala
420

Ala Lys

Tyr Lys

Leu Ser

Val Pro

485

Thr His
500

Leu

Tyr

310

Arg

Arg

Val

Arg

Gly

390

Gln

Lys

Ala

Ser

Met

470

Leu

Arg

Met

295

Ser

Asp

Asp

Ala

Arg

375

Leu

Val

Ala

Ser

Gly

455

Lys

Thr

Ala

ES 2383473 T3

Lys

Ala

Pro

Thr

Lys

360

Ile

Ala

val

Thr

Ile

440

Ile

Ser

vVal

Pro

Pro

Met

Ala

Val

345

Met

Ser

Gly

Leu

Ser

425

val

Gly

Ala

Leu

Asp
505

Ser

Tyr

Lys

330

Arg

Phe

Asn

Leu

Met

410

Gly

Asp

Gly

Asp

Ser

490

Lys

48

Gln

Ala

315

Val

Asp

Glu

Thr

Ser

395

Glu

Ile

Gly

Asn

Ala

475

Gln

Lys

Ser

300

Asp

Arg

Tyr

Ile

Leu

380

Ala

Lys

Asn

Gly

Thr

460

Ile

Leu

Asp

Asn

Ala

Gln

Arg

Ala

365

Pro

Ala

Glu

Gly

Lys

445

Asp

Gly

Gly

Gly

Ile
Leu
Leu
val
350
Thr
Ala
Ile
Ala
Trp
430
Tyr
Pro
Trp

Gly

Thr
510

Ala

Ala

Leu

335

Tyr

Glu

Arg

Glu

Lys

415

Gly

Phe

Ala

Leu

His

495

Pro

Gln

Thr

320

Asp

Val

Asp

Val

Ala

400

Leu

Thr

Glu

Leu

Thr

480

Ser

Leu



Pro

Asn

Leu

545

Val

Leu

Thr

Pro

Gln

625

Pro

Leu

Gln

Lys

Met

705

val

Ile

Leu

530

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

610

Arg

Thr

Gly

Gly

Ala

690

Phe

Ser

Gly

515

Ser

Ser

Gly

Asp

Asp

595

Thr

Leu

Gly

Pro

Lys

675

Ile

Ala

Ser

Phe

Gly

Glu

Val

Ala

580

Ser

Asn

Gly

Leu

Glu

660

Arg

Met

Tyr

His

Thr

Arg

Thr

Glu

565

val

Leu

Gly

Ala

Ile

645

Ala

Phe

Glu

Cys

Glu
725

Ile

Ile

Lys

550

Phe

Ile

Leu

Pro

Gln

630

Asn

Leu

Val

Gln

Val

710

Phe

Met

Thr

535

Glu

Thr

Leu

Arg

Trp

615

Leu

Pro

Arg

Asn

Gly

695

Leu

Ty

ES 2383473 T3

Lys

520

Ile

Arg

Gln

Ala

Glu

600

Ala

val

Lys

Gly

Glu

680

Ala

Asn

Trp

Thr

Met

Pro

Ala

Thr

585

His

Thr

Asp

Asp

Ser

665

Leu

Glu

Ala

Lys

Leu

Glu

Asp

Gly

570

Gly

Ala

Gly

Met

Pro

650

Gly

Asp

Tyr

Ala

Lys
730

49

Glu

Asn

Gly

555

Ser

Gly

Pro

Asp

Asp

635

Ala

Gly

Leu

Pro

Ala

715

Met

Asp

Cys

540

Thx

Gly

Phe

His

Gly

620

Lys

Asn

Val

Arg

Gly

700

Gln

Gly

His

525

Ser

Lys

Lys

Ser

Leu

605

Val

Val

Pro

Leu

Ser

€85

Ser

Lys

Leu

Val

Val

Gln

Thr

Asn

590

Val

Lys

Gln

Thr

Leu

670

vVal

Gly

Leu

Phe

Arg

Thr

Ile

Thr

575

Asp

Asn

Leu

Leu

Lys

655

Asn

Val

Gly

Phe

Val
735

Gly

Ser

Arg

560

Ile

Lys

Phe

Ala

His

640

Phe

Lys

Ser

Ser

Gly

720

Lys



Ala

Ser

Arg

Thr

785

Thr

Asn

Leu

Leu

Gly

865

Phe

Val

Leu

Asp

Pro

945

Thr

Asp

Val

Ser

770

Lys

Met

Thr

Phe

Gly

850

Asp

Lys

Tyr

Gln

Trp

930

Asp

Leu

Thr

Glin

755

Cys

Gly

Gly

Ser

Gly

835

Gly

Arg

Val

Gly

Arg

915

Asp

Asp

Arg

Met
740
Gln
Pro
Pro
Gly
Ser
820
Ala
Asn
Ala
Trp
Ala
300
Ser
Gly

Leu

Glu

Arg

Thr

Ile

Tyr

Cys

805

Arg

Gly

Ser

Ser

Thr

885

Gly

Gly

Gln

Gly

Trp

Asp

Leu

Thr

Tyr

790

Leu

Ala

Glu

Leu

Thr

870

Thr

Ser

Leu

Gln

Met

950

Ile

Leu

Glu

Arg

775

val

Ile

Pro

val

Leu

855

Ile

Val

Arg

Ser

Leu

935

Ile

Ser

ES 2383473 T3

Ala

Glu

760

Lys

Ala

Ser

Leu

Thr

840

Glu

Leu

Val

val

Leu

920

Ile

Asp

Ala

Ala

745

Tyr

Ser

Phe

Pro

Ser

825

Gly

Cys

Gln

Leu

Leu

905

Gly

Gly

Ile

Leu

Leu
Glu
val
Val
Ser
810
His
Gly
Val
Arg
Arg
890
Arg
Gln
Tyr

Leu

Glu

50

Ile

Arg

Tyr

Thr

795

Ala

Ser

val

Val

Lys

875

Glu

Phe

Phe

Tyr

Ala

955

Pro

Gly

Leu

Pro

780

Pro

Glu

Asn

His

Phe

860

Ser

Val

Asn

Ile

Ser

940

Arg

Gly

Cys

Ser

765

Cys

Ser

Ile

Pro

Gly

845

Gly

Ser

Arg

Leu

Ala

925

Pro

Ser

Asp

Pro

750

Ile

val

Ile

Gln

Ile

830

Gly

Arg

Ala

Glu

Pro

910

Ile

Ile

Asp

Ala

Val

Ser

Leu

His

Met

815

Leu

Asn

Ile

Leu

Gly

895

Gly

Arg

Thr

Lys

val

Glu

Gln

Gly

Tyr

800

Lys

Gly

Arg

Ala

Ser

880

Gly

Ala

Gly

Leu

Gly

960

Glu



Met

His

Gly

Phe

Tyr

Glu

val

ES 2383473 T3

965 970 975

Lys Ala Cys Gly Gly Leu Val Ile Glu Arg Arg Leu Ser Asp Lys
- 980 - 985 990

- T T —
. “ e o

Phe Val Phe Met Gly His Ile 1Ile Asn Lys Leu Cys Leu Ile Ala
995 1000 1005

Gly Thr Gly val Ala Pro Met Leu Gln Ile Ile Lys Ala Ala
1010 1015 1020

Met Lys Pro Phe Ile Asp Thr Leu Glu Ser Val His Leu Ile
1025 1030 1035

Ala Ala Glu Asp Val Thr Glu Leu Thr Tyr Arg Glu Val Leu
1040 1045 1050

Glu Arg Arg Arg Glu Ser Arg Gly Lys Phe Lys Lys Thr Phe
1055 1060 1065

Leu Asn Arg Pro Pro Pro Leu Trp Thr Asp Gly Val Gly Phe
1070 1075 1080

Ile Asp Arg Gly Ile Leu Thr Asn His Val Gln Pro Pro Ser Asp
1085 1090 1095
Asn Leu Leu Val Ala Ile Cys Gly Pro Pro Val Met Gln Arg Ile
1100 1105 1110
Val Lys Ala Thr Leu Lys Thr Leu Gly Tyr Asn Met Asn Leu Val
1115 1120 1125
Arg Thr Val Asp Glu Thr Glu Pro Ser Gly Ser
1130 1135
<210> 23
<211> 3421
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cpo nt de FRDg de T. brucei que carece de nt que codifican SKI C-terminal
<400> 23
atggttgatg gtagatcttc tgcttccatt gttgcegttg acccagaaag agctgccaga 60

51



gaaagagatg
tacgctacct
gacactttceg
gctgacaccg
ccagtcggtc
agagtctaca
ttgagagaaa
gcttgtacct
cacgaacacg
attgacaaca
cgtgcecetecg
tccttggaca
gacaatgaag
aaaccattga
aatatcgctce
gcttgtttea
gttagagaca
atgttcgaaa
ccagctegtg
gctggttgtg
gccaaggcta
gtcgatggtg
gatccagett
tctectaggtyg
cacagagctc
actttagaag
tcegttacct

gttaccggtyg

ctgctgccag
ctggtttgga
acagagccaa
ttttgaactc
aaaagcatca
actcctetge
ttgctttggg
tgccaaactc
cttctttgga
tcaatgctgc
gtatgaacgc
tgttgccaaa
ctttggctac
cctgtaccta
aagtttccgt
tcaagcgtga
ccgtcagaga
ttgccactga
tcattgttgt
gtgctcaagt
cctctggtat
gtaagtactt
tggttaagac
ttccattgac
cagacaagaa
atcatgttag
ctttgttgtc

tcgaattcac

ES 2383473 T3

agctttgttg
attgactgtt
ggaagttgct
tttcaaccca
aatgtctgct
tggttgtttc
taaggaaaga
tttcgtcatt
tttgggtggt
tggtttccaa
cagaaacact
ccctccaaag
ctctggtgat
cgattggaaa
caagtgttac
cccagccaag
ttaccgtgtc
agatgctgaa
tggtggtggt
tgttttgatg
caacggttgg
cgaaagagat
tttgtccatg
tgttttgtcce
ggatggtact
aggtaacttg
tgaaaccaag

tcaagctggt

caagactctc
ccatacgctt
gatgaagtct
aactctgaag
ccattgaaac
gacccatcca
aacaatgctt
gatttcgaag
gtttccaagg
aacgttttct
ccatgggttg
gaagcttctt
tacgaaaact
ggtaaggaat
tctgececatgt
gtcagacaat
tacgtcagag
atgagaaaga
ttggctggtt
gaaaaggaag
ggtactagag
acctacaagt
aaatctgctg
caattaggtg
ccattgccaa
tcecggtagaa
gaaagaccag

tctggtaaga

52

cattgcacac
tgaaggttgt
tgagatgtgc
tctctttagt
gtgtcatggc
ctgctccagt
gtttggaagc
ctggtactat
gttacatcgt
ttgactgggg
tcggtatcac
acatctccgt
tgatctacac
tgatgaagcc
acgctgacge
tgttggatgg
aaaacgaaag
gaagaatttc
tgtccgetge
ccaagttggg
ctcaagctaa
ctggtatcgg
acgctatcgg
gtcactccag
ttggtttcac
tcaccatcat
acggtaccaa

ccaccatttt

caccatgcaa
tgcttctget
ctggcaattg
cggtagatta
ttgttgtcaa
tgccaaggct
tttgactcaa
ctccagaaag
cgattacgtc
tggtgactgt
tagacctcct
catctctttg
tgctgacgat
atctcaatcc
tttggctacc
ttggagatac
agttgccaag
caacacttta
cattgaagct
tggtaactct
ggcttccatt
tggtaacacc
ttggttgact
aaagagaact
catcatgaaa
ggaaaactgt
gcaaatcaga

ggctgatgcet

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



gttatcttgg
catgccccac
gtcaagttgg
ccaactggtt
gctctaagag
ttggatttga
tctggtggtt
gtttcctetce
agagacttgg
tacgaaagat
tgtgttttgg
accatgggtg
agagctccat
ggtggtgtcec
ggtagaattg
ttcaaggtct
ggttccegtg
ggtcaattca
ccaatcactt
actttacgtg
ggtggtttgg
atcaacaagc
aaggccgett
gctgaagatg
agaggtaaat
gtcggtttca
ttggttgcca

ttaggttaca

g

ccaccggtgg
acttggttaa
ctcaaagatt
tgatcaacce
gttctggtag
gatctgttgt
ccatgtttgce
acgaattcta
ctgctttgat
tatccatctc
gtaccaaagg
gttgtttgat
tgtcccacte
acggtggtaa
ccggtgacag
ggaccactgt
tcttgagatt
ttgccatcag
tgccagacga
aatggatctc
tcatcgaaag
tatgtttgat
tcatgaagcc
tcactgaatt
tcaagaaaac
tcgaccgtgg
tctgtggtcc

acatgaactt
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tttctccaac
cttceccaacce
aggtgctcaa
aaaggaccca
tgttttgttg
ttccaaggcc
ttactgtgtc
ctggaagaag
tggttgtcca
tcaaagatct
tccatactat
ttctccatct
caacccaatc
cagattaggt
agcttctacc
tgttttgaga
caacttacca
aggtgactgg
tttgggtatg
tgctttggaa
aagattatct
tgctggtggt
attcatcgac
gacttacaga
tttegttttg
tatcttgacc
accagttatg

ggtcagaacc

gacaagactg
accaacggtc
ttggtcgata
gccaacécéa
aacaaacaag
atcatggaac
ttgaacgctg
atgggtttgt
gttgaatccg
tgtccaatta
gtcgecetttg
gctgaaatcc
ttgggtttat
ggtaactctt
attttgcaaa
gaagtcagag
ggtgctctac
gacggtcaac
attgacattt
ccaggtgacg
gacaagcact
accggtgttg
actttggaat
gaagttttgg
aacagacctc
aaccacgttc
caaagaattg

gttgacgaaa
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ctgattcttt
catgggctac
tggacaaggt
ccaaattctt
gtaagagatt
aaggtgctga
ctgctcaaaa
tcgtcaaggce
ttcaacaaac
ccagaaaatc
tcactccatc
aaatgaagaa
tcggtgctgyg
tgttggaatg
gaaagtcctc
aaggtggtgt
aaagatctgg
aattgattgg
tggccagatc
ctgtcgaaat
tcgttttcat
ctccaatgtt
ccgtecactt
aagaacgtcg
ctccattatg
aaccaccatc
tcaaggccac

ctgaaccatc

gttgagagaa
tggtgatggt
tcaattg;ac
gggtccagaa
tgtcaacgaa
atacccaggt
attgtttggt
tgacaccatg
tttagaagaa
tgtttaccca
tatccactac
cacttcttcc
tgaagtcacc
tgttgtttte
tgctttgtcet
ctacggtgct
tctatccttg
ttactactct
tgacaagggt
gaaggcttgt
gggtcacatt
gcaaatcatce
gatctacgct
tcgtgaatcce
gactgacggt
tgacaactta
tttaaagact

tggaagttaa

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3421



<210> 24
<211> 1000
<212> DNA

ES 2383473 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Promotor TDH3Sc

<400> 24
ctattttcga

acttgatgca
ttgacctctt
tacctgaaaa
atgacgcgga
gaataaaaaa
atacgtaaat
ttaattctgc
catcgtaggt
ctttttaagc
ccaaccatca
aggcaaaaaa
acaaggcaat
gctctctetg
ccecctacttg
atttcttaaa
caagaactta
<210>
<211>

<212>
<213>

25
500
DNA

<220>
<223>

<400> 25

ggaccttgtc
aattcccaaa
aacaggttca
aaacgaatat
ggccaaggca
cacgcttttt
aattaatagt
tgtaacccgt
gtctgggtga
tggcatccag
gttcataggt
cgggcacaac
tgacccacgce
atttggaaaa
actaataagt
cttcttaaat

gtttcgaata

accttgagcec
gctaataaca
gacgcgactg
atactagcgt
aaaagattcc
cagttcgagt
agtgattttc
acatgcccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattctctt
ctcaatggag
atgtatctat
agctgaaaaa
atataaagac

tctactttta

aacacacata

Secuencia artificial

Terminador TDH3Sc

caagagagcc
tgcaagacac
cctcatcagt
tgaatgttag
ttgattacgt
ttatcattat
ctaactttat
aatagggggc
cctggcatcece
aatcccagca
agcgcaacta
tgatgcaacc
ctcattttct
aaaggttgaa
ggtaggtatt
tagttagtct

aacaaacaaa

aagatttaaa
gtacggtcaa
aagacccgtt
cgtcaacaac
aagggagtta
caatactgcc
ttagtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
ccaaaatatt
cagagaacag
tgcctggagt
tacaccttct
accagttccecc
gattgtaatt

tttttttagt

ttttcctatg
gaagacatat
gaaaagaact
aagaagttta
gaatcatttt
atttcaaaga
aattagcctt
gaatatataa
atggagcccg
gttttctteca
gggcacaaac
aaatgatgac
attaccttct
tgaaattatt
ctgtaaatct

tttaaaacac

gtgaatttac tttaaatctt gcatttaaat aaattttctt tttatagctt tatgacttag

54

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1000

60



tttcaattta
tttcttgatg
atacctgata
aattttgggg
aacgattctg
atcatgcecta
ttatagaata
cagtaatata
<210>
<211>

<212>
<213>

26
1180
PRT

<400> 26
Met Ser Ser
1

Leu Gly Glu

Ile
35

Ile Arg

Ile Tyr Ser

50

Glu
65

Ala Tyr

Tyr Leu Ala

Asp Phe Ile

Ala Asp Lys

115

Glu val Ile

tatactattt
cgctattgca
cattgtggat
atattggcett
aagttactct
tatttgcgtg
cgttgaaaat

cacagattcc

Ser Lys

Lys Asn

20

Phe Arg

His Glu

Val Ile

Met Asp

His Pro

100

Val Val

Asp Ser

Lys

Lys

Ser

Asp

Gly

70

Glu

Gly

Lys

Val

ES 2383473 T3

taatgacatt
ttgttecttgt
gctgagtgaa
ttttttttaa
tagcgttect
cagtcagtat

taaatgtacg

Saccharomyces cerevisiae

Leu Ala

Ile Leu

Ala His

40

Arg Leu

55

Glu Glu

Ile Ile

Tyr Gly

Ala Gly

120

Gly Asp

Gly

Val

25

Glu

Ser

Gly

Glu

Phe

105

Ile

Lys

ttcgattcat
ctttttegece
attttagtta
agtttacaaa
atcggtacag
catctacatg

cgccaagata

Leu
10

Arg

Ala Asn

Leu Ser

Met His

Gln Tyr

75

Ile Ala

90

Leu Ser

Thr

Trp

vVal Ser

55

tgattgaaag
acatgtaata
ataatggagg
tgaatttttt
ccatcaaatc
aaaaaaactc

agataacata

Asp Asn Phe

Glu
30

Arg Gly

Met Arg Thr

45

Arg Leu

60

Lys

Thr Pro val

Lys Lys His

Glu Ser

110

Asn

Ile Gly Pro

125

Ala Arg His

ctttgtgttt
tctgtagtag
cgctcttaat
ccgccaggat
atgcctataa
ccgcaatttce

tatctagatg

Ser
15

Leu
Ile Pro
Ile Ala
Ala

Asp

Ala
80

Gly

Lys Val

95

Glu Phe

Ala

Pro

Leu Ala

120

180

240

300

360

420

480

500



Ala

145

Thr

Ile

Arg

Ala

AsSp

225

Asn

Gln

Arg

Tyr

His

305

Thr

Ala

Thr

130

Arg

val

Ile

Glu

Arg

210

Lys

val

Lys

Asp

Arg

290

Tyr

Glu

Ala

Thr

Ala Asn

Gln Glu

Lys Ala
180

Gly Asp
195

Thr Ala

Pro Lys

val His

val val
260

Ala Ile
275

Asn Ala

Phe Ile

Glu Ile

Gly Ala

. 340

Arg Gly
355

Val

Ala

165

Ala

Asp

Phe

His

Leu

245

Glu

Leu

Gly

Glu

Thr

325

Thr

Phe

Pro

150

Leu

Phe

Val

Gly

Ile

230

Phe

Val

Thr

Thr

Ile

310

Gly

Leu

Ser

135

Thr

Asp

Gly

Ala

Asn

215

Glu

Glu

Ala

Asp

Ala

295

Asn

Ile

Thr

Ile

val

Phe

Gly

Asp

200

Gly

Val

Arg

Pro

Ala

280

Glu

Pro

Asp

Gln

Gln
360
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Pro

Val

Gly

185

Ala

Thr

Gln

Asp

Ala

265

Val

Phe

Arg

Ile

Leu

345

Cys

Gly

Asn

170

Gly

Phe

Cys

Leu

Cys

250

Lys

Lys

Leu

Ile

val

330

Gly

Arg

Thr

155

Glu

Arg

Gln

Phe’

Leu

235

Ser

Thr

Leu

Val

Gln

315

Ser

Leu

Ile

56

140

Pro

Tyr

Gly

Arg

Val

220

Ala

val

Leu

Ala

Asp

300

val

Ala

Leu

Thr

Gly

Gly

Met

Ala

205

Glu

Asp

Gln

Pro

Lys

285

Asn

Glu

Gln

Gln

Thr
365

Pro

Tyr

Arg

190

Thr

Arg

Asn

Arg

Arg

270

Val

Gln

His

Ile

Asp

350

Glu

Ile

Pro

175

Val

Ser

Phe

Hisg

Arg

255

Glu

Cys

Asn

Thr

Gln

335

Lys

Asp

Glu

160

Val

val

Glu

Leu

Gly

240

His

Val

Gly

Arg

Ile

320

Ile

Ile

Pro



Ser

Ala

385

Ala

Ser

Ile

Thr

Phe

465

Arg

Ser

Ser

Lys

Pro

545

Met

Val

Lys

370

Gly

Thr

Gly

Glu

Leu

450

Ile

Ala

Ser

Val

Ser

530

Ser

Asp

Arg

Asn

Gly

Ile

Ser

Phe

435

Leu

Asp

Gln

Ile

Pro

515

Ala

Glu

Thr

Thr

Phe

Asn

Ser

Thr

420

Arg

Thr

Asp

Lys

Lys

500

His

Pro

Phe

Thr

His
580

Gln

Gly

Pro

405

Tyr

Ile

Asn

Thr

Leu

485

Gly

Leu

Pro

Ala

Trp

565

Asp

Pro

Val

390

Hisg

Glu

Arg

Pro

Pro

470

Leu

Gln

His

Ser

Lys

550

Arg

Leu

Asp

375

Arg

Tyr

Ile

Gly

Val

455

Gln

His

Ile

ASp

Gly

535

Gln

Asp

Ala
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Thr

Leu

Asp

Val

vVal

440

Phe

Leu

Tyr

Gly

Ala

520

Val

Ala

Thr

Gly

Asp

Ser

Arg

425

Lys

Ile

Phe

Leu

Leu

505

Gln

Arg

Arg

His

Ile
585

Arg

Gly

Met

410

Arg

Thr

Glu

Gln

Ala

450

Pro

Gln

Gln

Gln

570

Ala

57

Leu

Gly

395

Leu

Lys

Asn

Gly

Met

475

Asp

Lys

Asn

Val

Phe

555

Ser

Pro

Glu

380

Asn

Val

Met

Ile

Thr

460

Val

Leu

Leu

Val

Leu

540

Asn

Leu

Thr

Val

Ala

Lys

Ile

Pro

445

Tyr

Ser

Ala

Lys

Ile

525

Leu

Gly

Leu

Thr

Tyr

Tyr

Cys

Arg

430

Phe

Trp

Ser

Val

Ser

510

Asn

Glu

Thr

Ala

Ala
590

Arg

Ala

Ser

415

Ala

Leu

Thr

Gln

Asn

495

Asn

Val

Lys

Leu

Thr

575

His

Ser

Gly

400

Cys

Leu

Leu

Thr

Asn

480

Gly

Pro

Thr

Gly

Leu

560

Arg

Ala



Leu

Val

Leu

625

Ala

Phe

Asp

Lys

Met

705

Val

Met

Leu

Ser

Ala

785

Gln

Ala

Ala

610

Arg

Asn

Val

Ala

Lys

690

Leu

Glu

Ala

Arg

Ala

770

Asp

Pro

Gly

595

Met

Ser

Gly

Lys

Leu

675

Ala

Gln

Lys

Gly

Thr

755

Gly

Val

Ser

Ala

Arg

Leu

Val

Gln

660

Asn

Gly

Pro

Ile

Thr

740

Arg

Thr

Val

Ile

Phe

Phe

val

Ala

645

Ala

Asp

Gly

Gly

Val

725

Met

Tyr

Ala

Asp

Asn
805

Ala

Leu

Pro

630

Tyr

Lys

Leu

Val

Lys

710

Gln

Lys

Pro

Val

Val

790

Ala

Leu

His

615

Asn

Ser

Asp

Glu

Val

695

Lys

Met

Pro

Asp

Ala

775

Ala

Leu
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Glu

600

Glu

Ile

Ser

Asn

Gln

680

Glu

Tyr

Gly

Ala

Leu

760

Ser

Ile

Leu

Cys

Asp

Pro

Leu

Gly

665

Leu

Ala

Agn

Thr

Ala

745

Pro

Met

Asn

Ala

Trp

Pro

Phe

Pro

650

Val

Lys

Thr

Leu

His

730

Ala

Ile

Thr

Ser

Ser
810

58

Gly

Trp

Gln

635

Asp

Asp

Val

Val

Asp

715

Ile

Lys

His

Ala

Met

795

Leu

Gly

Glu

620

Met

Asn

Ile

Gly

Cys

700

Tyr

Leu

Leu

Val

Cys

780

Ser

Glu

Ala

€05

Arg

Leu

Ala

Phe

Val

685

Tyr

Tyr

Gly

Leu

His

765

Ala

Gly

Gly

Thr

Leu

Leu

Ile

Arg

670

Asn

Ser

Leu

Ile

Ile

750

Ser

Leu

Leu

Asn

Phe

Arg

Arg

Asp

655

Val

Ala

Gly

Glu

Lys

735

Gly

His

Ala

Thr

Ile
815

Asp

Lys

Gly

640

His

Phe

Val

AsSp

val

720

Asp

Ser

Asp

Gly

Ser

800

Asp
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Thr Gly Ile Asn Val Glu His Val Arg Glu Leu Asp Ala Tyr Trp Ala
820 825 830

Glu Met Arg Leu Leu Tyr Ser Cys Phe Glu Ala Asp Leu Lys Gly Pro
835 840 845

Asp Pro Glu val Tyr Gln His Glu Ile Pro Gly Gly Gin Leu Thr Asn
850 855 860

Leu Leu Phe Gln Ala Gln Gln Leu Gly Leu Gly Glu Gln Trp Ala Glu
865 870 875 880

Thr Lys Arg Ala Tyr Arg Glu Ala Asn Tyr Leu Leu Gly Asp Ile Val
885 890 895

Lys Val Thr Pro Thr Ser Lys Val Val Gly Asp Leu Ala Gln Phe Met
900 905 910

Val Ser Asn Lys Leu Thr Ser Asp Asp Ile Arg Arg Leu Ala Asn Ser
915 920 925

Leu Asp Phe Pro Asp Ser Val Met Asp Phe Phe Glu Gly Leu Ile Gly
930 935 940

Gln Pro Tyr Gly Gly Phe Pro Glu Pro Leu Arg Ser Asp Val Leu Arg
945 950 955 %960

Asn Lys Arg Arg Lys Leu Thr Cys Arg Pro Gly Leu Glu Leu Glu Pro
965 970 975

Phe Asp Leu Glu Lys Ile Arg Glu Asp Leu Gln Asn Arg Phe Gly Asp
980 985 990

Ile Asp Glu Cys Asp Val Ala Ser Tyr Asn Met Tyr Pro Arg Val Tyr
995 1000 1005

Glu Asp Phe Gln Lys Ile Arg Glu Thr Tyr Gly Asp Leu Ser Val
1010 1015 1020

Leu Pro Thr Lys Asn Phe Leu Ala Pro Ala Glu Pro Asp Glu Glu
1025 1030 1035

Ile Glu Val Thr Ile Glu Gln Gly Lys Thr Leu Ile Ile Lys Leu
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Gln
Tyx
Lys
His
Glu
Ile
Pro
Ser

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1040

Ala
1055

Phe
1070

Ser G1

1085

Asp
1100

val
1115

Ala
1130

Ala
1145

As

Val
1160

As

Pro
1175

27
3543
DNA

27

Val

Glu

Thr

Lys

Val

Pro

atgagcagta
aataagatct
gagctgtcta
ttgaaggcgg
tacttggcaa

ccaggttatg

Gly Asp

Asn

Leu

n Asn Ile

His Gln
Val His
Leu Ser
p Gly Gln
Ser

p Ala

Ser Gln

Saccharomyces

gcaagaaatt
tggtcgccaa
tgagaaccat
acgaagcgta
tggacgagat

ggttcttgtc

Leu

Gly

Gln

Ile

Lys

Ala

val

Asp

Lys

1045

Asn
1060

Glu
1075

Ser
1090

Gly
1105

Gly
1120

Met
1135

Lys
1150

Leu
1165

Lys
1180
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Lys

Leu

Val

Ala

Ser

Lys

Asp

Leu

cerevisiae

Lys Thr

Arg Lys
Ala Lys
Pro Met
Leu Val
Met Glu
Val

Phe

vVal val

Gly

Ile

Pro

Ala

Lys

Met

Ile

Leu

1050

Gln
1065

Arg
1080

Lys
1095

Gly
1110

Lys
1125

Val
1140

Lys
1155

Glu
1170

Arg

Val

Ala

Val

Gly

Val

Asp

Glu

Glu

Ala

Asp

Ile

Glu

Ser

Gly

Glu

Val

Asp

Val

Ile

Ser

Ser

Glu

Thr

ggcecggtcett
tagaggtgaa
cgccatatac
tgttatcggg
catcgaaatt

tgaaaattcg

agggacaatt
attccgatta
tcccatgagg
gaggagggcc
gcaaagaagc

gaatttgccg

60

tcagtttgct
gaatttttag
accgtctttc
agtatacacc
ataaggtgga

acaaagtagt

cggcgaaaag
atctgctceat
aatgcacagg
tgtgggtgct
tttcatccat

gaaggccggt

60

120

180

240

300

360



atcacttgga
agacacttgg
actgtgcaég
gcectttggtg
gcectttecaac
gaaagattct
aacgtggttc
gaagtcgctc
gttaaattag
aaccaaaaca
actgaagaaa
actttgactc
tgtcgtatta
gtctatcgtt
gctactatct
tatgaaatcg
aagaccaaca
tactggacga
agagcgcaaa
ggtcaaattg
cagggcaatg
ctggaaaagg
atggacacca
gatttggcta
tgttggggtg
cgtctgagaa
gccaacggtg
gccaaggata

ttaaaagttg

tcggeectee
cagcaagagc
aggcacttga
gtggtggtag
gtgctacctc
tggacaagcc
atcttttecga
cagcaaagac
ctaaggtatg
gacactattt
tcaccggtat
aactaggtct
ccactgaaga
ctgccggtgg
cgcctcacta
tccgtaggaa
ttcececttect
cttttattga
aactgttaca
gcttgccaaa
tcatcaacgt
gaccatctga
cctggagaga
caatcgctcc
gtgctacatt
aattaagatc
tggcttactc
atggtgttga

gtgtgaatgc
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agctgaagtt
taacgttcct
cttcgttaat
aggtatgaga
cgaagcccgt
aaagcatatt
aagagactgt
ttetgecececgt
tggttacaga
cattgaaatt
tgacattgtt
attacaggat
tccctctaag
taatggtgtg
cgactcaatg
gatgattcgt
attgactctt
cgacacccca
ctatttggca
actaaaatca
tacaaagtct
atttgccaag
cgctcatcaa
aacaaccgca
cgacgttgca
tctggtgect
ttcattacct
tatatttaga

tgtcaagaag

attgactctg
accgttcccg
gaatacggct
gtcgttagag
actgccetteg
gaagttcaat
tctgtgcaaa
gaagttcgtg
aacgcaggta
aatccaagaa
tctgcccaaa
aaaatcacca
aatttccaac
agattggacg
ctggtcaaat
gccctgatceg
ttgaccaatc
caactgttcc
gacttggcag
aatccaagtg
gcaccaccat
caagtcagac
tctctacttg
catgccettg
atgagattct
aatattccat
gacaatgcta

gtttttgatg

gccggtggtg

61

tgggtgacaa
gtactccagg
acccggtgat
aaggtgacga
gtaatggtac
tgttggctga
gaagacacca
acgctatttt
ccgccgaatt
ttcaagtgga
tccagattgc
ccegtgggatt
cggataccgg
gtggtaacgc
gttcatgctc
aattcagaat
cagtttttat
aaatggtatc
ttaacggttc
tccececattt
ccggatggag
agttcaatgg
caacaagagt
caggtgcttt
tgcatgagga
tccaaatgtt
ttgaccattt
ccttgaatga

ttgtcgaage

agtctctgec
acctatcgaa
cattaaggcc
cgtggcagat
ctgctttgtg
taaccacgga
aaaagttgtc
gacagatgct
cttggttgac
gcataccatc
cgcaggtgcc
ttccatccaa
tcgectggag
ttatgcaggt
tggttctact
cagaggtgtt
tgagggtaca
gtcacaaaac
ttctattaag
gcacgatgct
acaagtgcta
tactctactg
cagaacccac
cgctttagaa
tccatgggaa
attacgtggt
tgtcaagcaa
tttagaacaa

tactgtttgt

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



tactctggtg
gttgaaaaaa
atgaaaccgg
ccaattcatg
gccctagceag
caaccatcaa
gttgagcatg
ttcgaggecg
caattgacta
actaaaagag
acttctaagg
gatattagac
ggtttaattg
aacaagagaa
aaaattagag
tacaatatgt
ttatcagttc
gtcaccatcg
aagaaaactg
gttgcagaca
actcaccaaa
tctttggtga
gtctcttcac
gacgcatcag
taa

<210>

<211>

<212>
<213>

28
30
DNA

acatgcttca
tagttcaaat
ccgctgecaa
ttcacagtca
gtgctgatgt
ttaatgcact
ttcgtgaatt
acttgaaggag
acttgttatt
cttacagaga
ttgtcggtga
gtttagctaa
gtcaaccata
gaaagttgac
aagacttgca
atccaagggt
taccaaccaa
aacéaggtaa
ggcaaagaga
agtcacaaaa
tcggtgcacc
aaaagggcga
cagcagatgg

atttgttggt
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gccaggtaag
gggtacacat
attattaatt
tgactccgca
tgtcgatgta
gttggcttca
agatgcatac
accagatcca
ccaagctcaa
agccaattac
tttagctcaa
ttctttggac
cggtgggttce
gtgccgtcca
gaacagattc
ctatgaagat
aaatttccta
gactttgatt
agtgtatttt
catacaatct
aatggctggt
atcgattgcet
tcaagttaaa

tgtcctagaa

Secuencia artificial

aaatacaact
atcttgggta
ggctccectaa
ggtactgctg
gctatcaatt
ttagaaggta
tgggccgaaa
gaagtttacc
caactgggtc
ctactgggag
ttcatggttt
tttcctgact
ccagaaccat
ggtttagaat
ggtgatattg
ttccaaaaga
gcaccagcag
atcaaattgc
gaattgaacg
gttgctaaac
gttatcatag
gttttgagtg
gacgttttca

gaagaaaccc

62

tagactacta
ttaaggatat
gaaccagata
ttgcgtctat
caatgtcggg
acattgatac
tgagactgtt
aacatgaaat
ttggtgaaca
atattgttaa
ctaacaaact
ctgttatgga
taagatctga
tagaaccatt
atgaatgcga
tcagagaaac
aacctgatga
aagctgttgg
gtgaattaag
caaaggctga
aagttaaagt
ccatgaaaat
ttaaggatgg

tacccccatc

cctagaagtt
ggcaggtact
tcecggattta
gactgcatgt
cttaacttcc
tgggattaac
gtattcttgt
cccaggtggt
atgggctgaa
agttacccca
gacttccgac
cttttttgaa
tgtattgaga
tgatctcgaa
tgttgettet
atacggtgat
agaaatcgaa
tgacttaaat
aaagatcaga
tgtccacgat
acataaaggg
ggaaatggtt
tgaaagtgtt

CCaaaaaaag

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3543
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<220>
<223> Cebador P1

<400> 28
ggactagtat gagcagtagc aagaaattgg

<210> 29

<211> 31

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador P2

<400> 29
ccgctcgagt tacttttttt gggatggggg t
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REIVINDICACIONES

1.- Una célula microbiana eucariética recombinante, seleccionada del grupo que consiste en una levadura y en un
hongo filamentoso, que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima que cataliza la conversion
de fosfoenolpiruvato en oxaloacetato, en donde se genera ATP, en donde la enzima comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 55% con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y/o
SEQ ID NO: 5, en donde la secuencia de nucledtidos se expresa en el citosol y la enzima es activa en el citosol.

2.- Una célula de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la enzima es una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

3.- Una célula de acuerdo con la reivindicaciéon 1 6 2, en donde la enzima es una enzima heterdéloga, preferiblemente
derivada de una bacteria.

4.- Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la célula es una levadura,
preferiblemente una Saccharomyces cerevisiae, o un hongo filamentoso tal como Aspergillus niger.

5.- Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la célula sobre-expresa,
ademds, una secuencia de nucleétidos que codifica una piruvato carboxilasa.

6.- Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la célula comprende, ademas,
una secuencia de nucledtidos que codifica una malato deshidrogenasa, en donde la malato deshidrogenasa es activa
en el citosol tras la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica malato deshidrogenasa.

7.- Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la célula comprende, ademas,
una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima que cataliza la conversion de acido malico en acido fumarico
en el citosol, tras la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica una enzima que cataliza la conversion de
acido malico en acido fumarico.

8.- Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde al menos un gen que codifica
succinato deshidrogenasa no es funcional.

9.- Una célula de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, que es una Aspergillus niger que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una fosfoenolpiruvato carboxquinasa de SEQ ID NO: 7 y/o SEQ ID NO: 8.

10.- Una célula de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, que es una Saccharomyces cerevisiae que comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO:
10.

11.- Un procedimiento para la preparacion de acido succinico, que comprende fermentar la célula microbiana
eucaridtica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en un medio de fermentacion adecuado, y

preparar el acido succinico.

12.- Un caldo de fermentaciéon que comprende acido succinico, en donde el caldo de fermentacion se puede obtener
mediante el procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11.
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Acido succinico (gfl)
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