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DESCRIPCION
Produccion de acido succinico en una célula eucariota

La presente invencion se refiere a una célula eucariota recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica una fumarato reductasa, y a un procedimiento para la produccién de acido succinico en el que se usa
la célula eucariota recombinante.

El acido succinico es un precursor potencial para numerosas sustancias quimicas. 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
hidrogenacién de butano. Se considera que estos procedimientos son perjudiciales para el medio ambiente, y son
costosos. La produccion fermentativa de acido succinico puede ser un procedimiento alternativo atractivo para la
produccion de acido succinico, en el que se puede usar una materia prima renovable como fuente de carbono.

Se conoce que cierto numero 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 metabodlica de estas cepas bacterianas ha mejorado el rendimiento y/o productividad de acido succinico,
o ha reducido la formacién de subproductos.

El documento EP1.672.077, por ejemplo, describe una Brevibacterium flavum genéticamente modificada con
fumarato reductasa procedente de Escherichia coli, que incrementé el rendimiento de acido succinico.

El documento WO 2007/061590 describe una levadura negativa a piruvato descarboxilasa 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).

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

El objetivo de la presente invencion es un microorganismo alternativo para la produccién de acido succinico.

El objetivo se logra segun la invencién con una célula eucariota recombinante seleccionada del grupo que consiste
en una levadura y un hongo filamentoso que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica fumarato
reductasa dependiente de NAD(H) que cataliza la conversion de acido fumarico en acido succinico.

Sorprendentemente, se encontré que una célula eucariota recombinante segun la presente invencion produce una
cantidad incrementada de acido succinico en comparacion con la cantidad de acido succinico producido por una
célula eucariota de tipo salvaje. Preferiblemente, una célula eucariota segin la presente invencién produce al
menos 1,2, preferiblemente al menos 1,5, preferiblemente al menos 2 veces mas de acido succinico que una célula
eucariota de tipo salvaje que no comprende la secuencia de nucledtidos que codifica la fumarato reductasa
dependiente de NAD(H).

Como se usa aqui, una célula eucariota recombinante segun la presente invencion se define como una célula que
contiene, o es transformada o modificada genéticamente con una secuencia de nucleétidos o polipéptido que no se
produce de forma natural en la célula eucariota, o contiene una copia o copias adicionales de una secuencia de
acido nucleico endogena. Una célula eucariota de tipo salvaje se define aqui como la célula progenitora de la
célula recombinante.

La secuencia de nucledtidos que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) que cataliza la
conversion de acido fumarico en acido succinico puede ser una secuencia de nucleétidos heteréloga u homologa, o
codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) heterdloga u homéloga, que puede haber sido modificada
genéticamente ademas por mutacion, interrupcion o supresion. Las técnicas de ADN recombinante son bien
conocidas en la técnica, tal como en Sambrook y Russel (2001) “Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32
edicion), Cold Spring Harbor Laboratory Press”.

El término “homdloga”, cuando se usa para indicar la relacion 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
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naturaleza la molécula de acido nucleico o polipéptido se produce por una célula hospedante u organismos de la
misma especie, preferiblemente de la misma variedad o cepa.

El término “heterdlogo”, cuando se usa 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 secuencia de ADN o ARN que difieren de la que se encuentra en la naturaleza. Acidos nucleicos o
proteinas heterélogos no son enddgenos a la célula en la que se introducen, sino que se han obtenido a partir de
otra célula o se han producido por via sintética o recombinante.

Una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) segun la presente invencién usa NAD(H) como cofactor, mientras
que la mayoria de las células eucariotas comprenden una fumarato reductasa dependiente de FADH>, en la que
FADH; es el cofactor. Se encontré ventajoso que la célula eucariota comprenda una secuencia de nucleétidos que
codifique una fumarato reductasa dependiente de NAD(H), puesto que la fumarato reductasa dependiente de
NAD(H) proporciona a la célula mas opciones para oxidar NAD(H) a NAD" e influir en el balance rédox en la célula.

Preferiblemente, la célula expresa una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima y cataliza la formacion de
acido succinico, en la que la secuencia de nucleédtidos codifica preferiblemente una fumarato reductasa
dependiente de NAD(H), que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 40%, preferiblemente
al menos 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 1, y/o SEC ID NO: 3, y/o SEC ID NO: 4, y/o SEC ID NO: 6. Preferiblemente, la
secuencia de nucledtidos codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 1, y/o SEC ID NO: 3, y/o SEC ID NO: 4, y/o SEC ID NO: 6.

La identidad de secuencia se define aqui como una relacién entre dos o mas secuencias de aminoacidos
(poliipéptidos o proteinas) o dos o mas secuencias de acidos nucleicos (polinucledtidos), segun se determina
comparando las secuencias. Habitualmente, las identidades o similitudes de 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
las secuencias entre secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos, seguin sea el caso, segin se determina
mediante el apareamiento entre hebras de tales secuencias.

Se disefian métodos preferidos para determinar la identidad, para dar el mayor apareamiento entre las secuencias
ensayadas. Métodos para determinar la identidad y similitud son codificados en programas de ordenador
publicamente disponibles. Métodos de programas 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 usando BLASTP son abertura de salto 11,0, extensién del salto 1, matriz Blosum 62.

Las secuencias de nucleétidos que codifican las enzimas expresadas en la célula de la invencion también se
pueden definir por su capacidad de hibridarse con las secuencias de nucleétidos que codifican una fumarato
reductasa dependiente de NAD(H) de SEC ID NO: 1, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, y/o SEC ID NO: 6, en
condiciones de hibridacién moderadas o, preferiblemente, en condiciones de hibridacion rigurosas. Condiciones de
hibridacion rigurosas se definen aqui como condiciones que permiten que una secuencia de acido nucleico de al
menos alrededor de 25, preferiblemente alrededor de 50 nucleétidos, 75 6 100, y lo mas preferiblemente de
alrededor de 200 o mas nucledtidos, se hibride a una temperatura de alrededor de 65°C en una disoluciéon que
comprende una sal de alrededor de 1 M, preferiblemente 6 x SSC (cloruro de sodio, citrato de sodio) o cualquier
otra disolucion que tenga una fuerza idnica equiparable, y el lavado a 65°C en una disolucion que comprende una
sal alrededor de 0,1 M, o menor, preferiblemente 0,2 x SSC, o cualquier otra disolucién que tenga una fuerza iénica
equiparable. Preferiblemente, la hibridacion 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 disolucién de
lavado. Habitualmente, estas condiciones permitiran la hibridacién especifica de secuencias que tienen una
identidad de secuencia de alrededor de 90% o mas.

Condiciones moderadas se definen aqui como condiciones que permiten que una secuencia de acido nucleico de
al menos 50 nucleétidos, preferiblemente de alrededor de 200 o mas nucledétidos, se hibride a una temperatura de
alrededor de 45°C en una disolucién que comprende una sal alrededor de 1 M, preferiblemente 6 x SSC o cualquier
otra disolucion que tenga una fuerza ionica equiparable, y el lavado a temperatura ambiente en una disolucion que
comprende una sal alrededor de 1 M, preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra disolucion que tenga una fuerza
idnica 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 disolucion
de lavado. Habitualmente, estas condiciones permitiran la hibridacién especifica de secuencias que tienen una
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identidad de secuencia de hasta 50%. La persona experta en la técnica sera capaz de modificar estas condiciones
de hibridacion con el fin de identificar especificamente secuencias que varien en identidad entre 50% y 90%.

Para aumentar la probabilidad de que una enzima o enzimas introducidas se expresen en forma activa en una
célula eucariota de la invencién, se puede adaptar la secuencia de nucleétidos codificante correspondiente para
optimizar su uso de codones con el de la célula hospedante eucariota elegida. En la técnica se conocen varios
métodos para la optimizacion de codones. Un método preferido para optimizar el uso de codones de las
secuencias de nucleodtidos al de la célula eucariota es la tecnologia de la optimizacion del par de codones como se
describe en el documento WO 2008/000632. La optimizacion del par de codones es un método para producir un
polipéptido en una célula hospedante, en el que las secuencias de nucleétidos que codifican el polipéptido han sido
modificadas con respecto a su uso de codones, en particular los pares de codones que se usan, para obtener una
expresion mejorada de la secuencia de nucleétidos 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 codificante.

El término “gen”, como se usa aqui, se refiere a una secuencia de acido nucleico que contiene un molde para una
acido nucleico polimerasa, en eucariotas, ARN polimerasa Il. Los genes se transcriben en los ARNm, que luego se
traducen en proteinas.

La expresion “acido nucleico”, como se usa aqui, incluye la referencia a un polimero de desoxirribonucleétido o
ribonucleétido, es decir, un polinucleétido, en una forma monocatenaria o bicatenaria y, a menos que se limite de
otro modo, comprende analogos conocidos que tienen la naturaleza esencial de nucleétidos naturales, por cuanto
a que se hibridan a acidos nucleicos monocatenarios de una manera similar a nucleétidos de origen natural (por
ejemplo acidos nucleicos peptidicos). Un polinucledtido puede ser de longitud completa o una sub-secuencia de un
gen estructural o regulador nativo o heterélogo. A menos que se indique de otro modo, la expresion incluye la
referencia a la secuencia especifica, asi como a la secuencia complementaria de la misma.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan aqui de forma indistinta para referirse a un polimero de
restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos de
aminoacidos son un analogo quimico artificial de un aminoacido correspondiente de origen natural, asi como a
polimeros de aminoacidos de origen natural. La naturaleza esencial de tales analogos de aminoacidos de origen
natural es que, cuando se incorporan en una proteina, esa proteina es especificamente reactiva frente a
anticuerpos inducidos frente a la misma proteina, pero que consisten enteramente en aminoacidos de origen
natural. Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteinas” incluyen también modificaciones que incluyen, pero no
se limitan a, glicosilacion, fijacion de lipidos, sulfatacion, gamma-carboxilacion de restos de acido glutamico,
hidroxilacién, y ADP-ribosilacion.

El término “enzima”, como se usa aqui, se define como una proteina que cataliza una reaccion (bio)quimica en una
célula.

Habitualmente, la secuencia de nucleétidos que codifica una enzima esta enlazada operablemente a un promotor
que provoca una expresion suficiente de la secuencia de nucleétidos correspondiente en la célula eucariota de
acuerdo con la presente invencion, con el fin de conferir a la célula la capacidad de producir acido succinico.

Como se usa aqui, la expresion “operablemente enlazada” se refiere a un enlace de elementos polinucleotidicos (o
secuencias codificantes o secuencia de acido nucleico) en una relacién funcional. Una secuencia de acido nucleico
esta “operablemente enlazada” cuando esta situada en una relacién funcional con otra secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador estd operablemente enlazado a una secuencia codificante si
afecta a la transcripcion de la secuencia codificante.

Como se usa aqui, el término “promotor” se refiere a un fragmento de acido nucleico que actua para controlar la
transcripcion de uno o mas genes, situados en direccion 5 con respecto a la direccion de la transcripcion del sitio
de iniciacion de la transcripcion del gen, y esta estructuralmente identificado por la presencia de un sitio de unién
para la ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciacion de la transcripcién y cualesquiera otras
secuencias de ADN conocidas por un experto en la técnica. Un promotor “constitutivo” es un promotor que es
activo bajo la mayoria de las condiciones medioambientales y de desarrollo. Un promotor “inducible” es un
promotor que es activo bajo la regulacion medioambiental o de desarrollo.

Un promotor que se podria usar para lograr la expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima,
tal como fumarato reductasa dependiente de NAD(H) o cualquier otra enzima introducida en la célula eucariota de
la invencion, puede no ser nativo a la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima a expresar, es decir, un
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promotor que es heterdlogo a la secuencia de nucleétidos (secuencia codificante) a la que esta operablemente
enlazado. Preferiblemente, el promotor es homologo, es decir, endégeno a la célula hospedante.

Promotores adecuados en este contexto incluyen promotores naturales tanto constitutivos como inducibles, asi
como promotores manipulados mediante ingenieria, que son conocidos por la persona experta en la técnica.
Promotores adecuados en células hospedantes eucariotas pueden ser GAL7, GAL10 o GAL 1, CYCA1, HIS3, ADH1,
PGL, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URAS3, LEU2, ENO, TPl y AOX1. Otros promotores adecuados incluyen PDC,
GPD1, PGK1y TEF1, y TDH.

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

En una realizacion preferida, una secuencia de nucleétidos que codifica una fumarato reductasa dependiente de
NAD(H) se puede sobreexpresar para lograr una produccioén suficiente de acido succinico por la célula.

Hay diversos medios disponibles en la técnica para la sobreexpresion de secuencias de nucledtidos que codifican
enzimas en una célula eucariota de la invencion. En particular, una secuencia de nucleétidos que codifica una
enzima se puede sobreexpresar aumentando el numero de copias del gen que codifica la enzima en la célula, por
ejemplo 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, o introduciendo un vector de
expresion (episomal) que comprende multiples copias del gene. Preferiblemente, la sobreexpresion de la enzima
segun la invencion se logra con un promotor constitutivo (fuerte).

La invencion también se refiere a un constructo de nucledtidos que comprende una o mas secuencias de
nucledtidos seleccionadas del grupo que consiste en SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 8, SEC ID NO: 9 y SEC ID NO:
10.

El constructo de acido nucleico puede ser un plasmido, por ejemplo un plasmido de bajo nimero de copias o un
plasmido de alto nimero de copias. La célula eucariota segun la presente invencién puede comprender una sola
copia, pero preferiblemente comprende multiples copias de la secuencia de nucleétidos que codifica fumarato
reductasa dependiente de NAD(H), por ejemplo mediante multiples copias de un constructo de nucleétidos.

El constructo de acido nucleico se puede mantener episomalmente y, de este modo, comprende una secuencia
para la replicacion autbnoma, tal como una secuencia de replicacion autosomal. Si la célula eucariota es de origen
fungico, un constructo de acido nucleico episomal adecuado se puede basar, por ejemplo, en los plasmidos 2 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 constructo de acido nucleico se puede integrar en una o mas copias
en el genoma de la célula eucariota. La integracion en el genoma de la célula se puede producir aleatoriamente
mediante recombinacién no homoéloga pero, preferiblemente, el constructo de acido nucleico se puede integrar en
el genoma de la célula mediante recombinacién homaologa, como es bien conocido en la técnica.

La secuencia de nucleétidos que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) puede ser una secuencia
de nucledtidos heterdloga u homdloga. Preferiblemente, la fumarato reductasa dependiente de NADH es una
enzima heteroéloga, que puede obtenerse de cualquier origen adecuado, por ejemplo bacterias, hongos, protozoos o
plantas. Preferiblemente, la célula segun la invencién comprende una fumarato reductasa dependiente de NAD(H)
heterdloga, derivada preferiblemente de una Trypanosoma sp, por ejemplo una Trypanosoma brucei.

Sorprendentemente, la actividad citosélica de la enzima dio como resultado una mayor producciéon de acido
succinico por parte de la célula eucariota.

En el caso de que la secuencia de nucledtidos que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H)
comprenda una sefial de localizacion peroxisomal o mitocondrial, puede ser esencial modificar o suprimir un
numero de aminoacidos (y secuencias de nucleétidos correspondientes en la secuencia de nucleétidos codificante)
a fin de evitar la localizaciéon peroxisomal o mitocondrial de la enzima. La presencia de una sefial de localizacién
peroxisomal se puede determinar, por ejemplo, mediante el método descrito por Schliter et al, Nucleic acid
Research 2007, 35, D815-D822.
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Preferiblemente, la fumarato reductasa dependiente de NAD(H) carece de una sefial de localizacion peroxisomal o
mitocondrial para la actividad citosdlica de la enzima al expresar la secuencia de nucleétidos codificante.

Preferiblemente, la célula expresa una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima que cataliza la formacién
de acido succinico, en la que la secuencia de nucleétidos codifica preferiblemente una fumarato reductasa
dependiente de NAD(H), preferiblemente una fumarato reductasa que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 40%, preferiblemente al menos 45, 50, 55, 60, 65 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98, 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 3, y/o SEC ID NO: 6. Preferiblemente, la
secuencia de nucledtidos codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 3, y/o SEC ID NO: 6.

La célula eucariota, seleccionada del grupo que consiste en una levadura y un hongo filamentoso, pertenece
preferiblemente a los géneros Saccharomyces, Aspergillus, Penicillium, Pichia, Kluyveromyces, Yarrowia, Candida,
Hansenula, Humicola, Rhizopus, Torulaspora, Trichosporon, Brettanomyces, Zygosaccharomyces, Pachysolen o
Yamadazyma. Mas preferiblemente, la célula eucariota es una Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum,
Saccharomyces bayanus, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Pichia stipidis, Kluyveromyces marxianus, K.
lactis, K. thermotolerans, Yarrowia lipolytica, Candida sonorensis, C. glabrata, Hansenula polymorpha, Torulaspora
delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, Rhizopus oryzae o Zygosaccharomyces baili.

Ademas de una secuencia de nucledtidos que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H), que
cataliza la conversién de acido fumarico en acido succinico, la célula eucariota recombinante de acuerdo con la
presente invencion puede comprender otras modificaciones genéticas, por ejemplo mutaciones, supresiones o
interrupciones, en secuencias de nucleétidos homologas, y/o la transformacion con secuencias de nucleétidos que
codifican enzimas homélogas o heterélogas que catalizan una reaccion en la célula que da como resultado un flujo
incrementado hacia el acido succinico. Por ejemplo, puede ser favorable introducir, modificar genéticamente y/o
sobreexpresar secuencias de nucledtidos heterélogas y/u homadlogas que codifiquen i) una enzima que cataliza la
conversion de fosfoenolpiruvato o piruvato en oxaloacetato; ii) una malato deshidrogenasa, que cataliza la
conversion de OAA en acido malico; iii) una fumarasa, que cataliza la conversion de acido malico en acido
fumarico.

Una célula eucariota se puede transformar o se puede modificar genéticamente con cualquier secuencia de
nucledtidos adecuada que catalice la reaccion de una molécula de C3 a C4 carbonos, tal como fosfoenolpiruvato
(PEP, C3) a oxaloacetato (OAA, C4), y piruvato (C3) a OAA o acido malico (C3). Las enzimas adecuadas son PEP
carboxicinasa (EC 4.1.1.49, EC 4.1.1.38) y PEP carboxilasa (EC 4.1.1.31), que catalizan la conversion de PEP en
OAA; piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1.), que cataliza la reaccion de piruvato en OAA; o enzima malica (EC
1.1.1.38), que cataliza la reaccion de piruvato a acido malico.

Preferiblemente, una célula eucariota segun la presente invencién sobreexpresa una secuencia de nucleétidos que
codifica una piruvato carboxilasa (PYC), preferiblemente una piruvato carboxilasa que es activa en el citosol con la
expresion de la secuencia de nucledtidos que codifica una PYC, por ejemplo una PYC que comprende una
secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEC ID NO: 41. Preferiblemente, se sobreexpresa una piruvato
carboxilasa enddogena u homologa. Sorprendentemente, se encontré que la sobreexpresion de una piruvato
carboxilasa endégena daba como resultado niveles de produccion de acido succinico incrementados por parte de
la célula eucariota segun la presente invencion.

En otra realizacion preferida, una célula eucariota segun la presente invencion comprende ademas una secuencia
de nucledtidos que codifica una PEP carboxicinasa heterdloga (EC 4.1.1.49) que cataliza la reaccion de
fosfoenolpiruvato a oxaloacetato. Sorprendentemente, se encontré que una célula eucariota segin la presente
invencion que comprende ademas una PEP carboxicinasa heteréloga produjo una mayor cantidad de acido
succinico en comparacion con una célula eucariota que no comprende la PEP carboxicinasa heterdloga.
Preferiblemente, una PEP carboxicinasa que deriva de bacterias, mas preferiblemente la enzima que tiene
actividad de PEP carboxicinasa, deriva de Escherichia coli, Mannheimia sp., Actinobacillus sp., o Anaerobiospirillum
sp., mas preferiblemente Mannheimia succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes, o Anaerobiospirillum
succiniciproducens. Preferiblemente, la PEP carboxicinasa es activa en el citosol con la expresién de la secuencia
de nucledtidos que codifica PEP carboxicinasa, puesto que se encontré que esto dio como resultado una mayor
produccién de acido succinico. En una realizacion, la PEP carboxicinasa de Actinobacillus succinogenes (PCKa) se
ha modificado para sustituir EGY en la posiciéon 120-122 por una secuencia de aminoacidos DAF. Preferiblemente,
una célula eucariota segun la presente invencion comprende una PEP carboxicinasa que tiene al menos 80, 85, 90,
95 6 99% de identidad de secuencia con SEC ID NO: 14 o SEC ID NO: 17, preferiblemente una PEP carboxicinasa
que comprende SEC ID NO: 14 o SEC ID NO: 17. Sorprendentemente, se encontré que la (sobre)expresion
concomitante de una PYC y una PEP carboxicinasa como se describe aqui dio como resultado un incremento de al
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menos 1,5 en la produccion de acido succinico.

En otra realizacion preferida, una célula segun la presente invencién comprende ademas una secuencia de
nucledtidos que codifica una malato deshidrogenasa (MDH), que es activa en el citosol con la expresion de la
secuencia de nucledtidos. Una MDH citosdlica puede ser cualquier malato deshidrogenasa homéloga o heteréloga
adecuada. La MDH puede ser una MDH3 de S. cerevisiae o MDH1 de S. cerevisiae. Preferiblemente, la MDH
carece de una sefal de localizaciéon peroxisomal o mitocondrial con el fin de localizar la enzima en el citosol. Como
alternativa, 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
con la adicién 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 eucariota segun la presente invenciéon comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica una malato deshidrogenasa que tiene una identidad de secuencia de al
menos 70%, preferiblemente al menos 75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 19 0 SEC ID NO: 21. Preferiblemente, la malato deshidrogenasa comprende SEC ID NO: 19 o SEC
ID NO: 21. Preferiblemente, la actividad de malato deshidrogenasa se incrementa sobreexpresando la secuencia
de nucledtidos codificante por métodos conocidos en la técnica.

Preferiblemente, una célula eucariota segun la presente invencién 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 heteréloga u homadloga, por ejemplo una fumarasa (FUM). Una secuencia de nucleétidos que codifica
una enzima heterdloga que cataliza la conversion de acido malico en acido fumarico puede proceder de cualquier
origen adecuado, preferiblemente de origen microbiano, por ejemplo de una levadura, por ejemplo Saccharomyces
cerevisiae, o de un hongo filamentoso, por ejemplo Rhizopus oryzae. Preferiblemente, una célula eucariota segun
la presente invencidon comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una fumarasa que tiene una identidad
de secuencia de al menos 70%, preferiblemente al menos 75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 0 99% con la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 23. Preferiblemente, la fumarasa comprende SEC ID NO: 23.
Preferiblemente, la enzima que tiene actividad de fumarasa es activa en el citosol con la expresién de la secuencia
de nucleétidos que codifica la enzima que tiene actividad de fumarasa. Sorprendentemente, se encontré que una
célula eucariota que comprende ademas una enzima que tiene actividad de fumarasa como se describe aqui
produjo una mayor cantidad de acido succinico.

En otra realizacion, una célula eucariota segun la presente invencion comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina transportadora de acido dicarboxilico, preferiblemente una proteina transportadora de acido
malico (MAE). Una proteina transportadora de acido dicarboxilico puede ser una proteina homdloga o heterdloga.
Preferiblemente, la proteina transportadora de acido dicarboxilico es una proteina heteréloga. Una proteina
transportadora de acido dicarboxilico puede derivar de cualquier organismo adecuado, preferiblemente de
Schizosaccharomyces pombe. Preferiblemente, una proteina transportadora de acido dicarboxilico es una proteina
transportadora de acido malico (MAE) que tiene al menos 80, 85, 90, 95 6 99% de identidad de secuencia con SEC
ID NO: 36. Preferiblemente, la MAE comprende SEC ID NO: 36. Sorprendentemente, se encontré que una célula
eucariota segun la presente invencién que comprende ademas un transportador de acido dicarboxilico, tal como un
transportador de acido malico como se describe aqui, produjo una mayor cantidad de acido succinico en
comparacién con una célula eucariota que no comprende una proteina transportadora de acido dicarboxilico.

En una realizacion preferida, una célula eucariota segun la presente invencidon es una levadura que comprende
secuencia de nucledtidos que codifican una fumarato reductasa dependiente de NAD(H), una malato
deshidrogenasa, una fumarasa heteréloga, una PEP carboxicinasa heteréloga y un transportador de acido
dicarboxilico heterdlogo, y sobreexpresa una piruvato carboxilasa (PYC), como se describe, incluyendo las
realizaciones preferidas, aqui anteriormente. Sorprendentemente, se encontré que una levadura de la invencion
que comprende las secuencia de nucleétidos que codifican las enzimas como se describen aqui produjo una mayor
cantidad de acido succinico en comparacién con una levadura que comprende cualquiera de las secuencia de
nucleodtidos solas.

En otra realizacion preferida, una célula eucariota segun la presente invencion comprende actividad reducida de
enzimas que convierten NAD(H) en NAD", en comparacién con la actividad de estas enzimas en una célula de tipo
salvaje.

Preferiblemente, la célula segun la presente invencion es una célula en la que al menos un gen que codifica alcohol
deshidrogenasa no es funcional. Un gen de alcohol deshidrogenasa que no es funcional se usa aqui para describir
una célula eucariota que comprende una actividad reducida de alcohol deshidrogenasa en comparacién con una
célula en la que todos los genes que codifican una alcohol deshidrogenasa son funcionales. Un gen se puede
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convertir en no funcional por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo por mutacién, interrupcion o supresion,
por ejemplo mediante el método descrito por Gueldener et al. 2002 Nucleic Acids Research, Vol. 30, N° 6, e23.
Preferiblemente, una célula eucariota es una célula de levadura tal como Saccharomyces cerevisiae, en la que uno
o mas genes adh1 y/o adh2, que codifican alcohol deshidrogenasa, estan inactivados.

Preferiblemente, la célula segun la presente invencion 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
usa aqui para describir una célula eucariota que comprende una actividad reducida de glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, por ejemplo mediante mutacion, interrupcién o supresion del gen que codifica glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, dando como resultado una formacién disminuida de glicerol en comparacion con la célula de tipo
salvaje. Sorprendentemente, se encontr6 que la célula eucariota que comprende actividad reducida de alcohol
deshidrogenasa y/o actividad reducida de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y que comprende una fumarasa
dependiente de NAD(H) dio como resultado una mayor produccion de acido succinico en comparacion con una
célula en la que no esta activado uno o mas genes que codifican alcohol deshidrogenasa y/o glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para la produccién de acido succinico, que
comprende fermentar una célula eucariota que comprende al menos un gen que codifica alcohol deshidrogenasa
que no es funcional y/o al menos un gen que codifica glicerol-3-fosfato deshidrogenasa que no es funcional.

En otra realizacion preferida, la célula eucariota recombinante segun la presente invencién comprende al menos un
gen que codifica succinato deshidrogenasa que no es funcional. Una succinato deshidrogenasa que no es funcional
se usa aqui para describir una célula eucariota que comprende una actividad reducida de succinato
deshidrogenasa mediante mutacion, interrupciéon o supresién 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 eucariota que comprende un gen que codifica succinato deshidrogenasa, que no
es funcional, puede ser, por ejemplo, Aspergillus niger, preferiblemente un Aspergillus niger, en la que uno o mas
genes que codifican succinato deshidrogenasa, tales como sdhA y sdhB no son funcionales, por ejemplo por
supresion de estos genes.

Preferiblemente, una célula eucariota segin la invencién es una levadura, preferiblemente Saccharomyces
cerevisiae, preferiblemente una Saccharomyces cerevisiae que comprende una o mas de las secuencias de
nucledtidos seleccionadas de SEC ID NO: 9 y SEC ID NO: 10. Una célula eucariota segun la presente invencion
también puede ser un hongo filamentoso, preferiblemente A. niger, preferiblemente A. niger que comprende una o
mas secuencias de nucleotidos seleccionadas de SEC ID NO: 7 y SEC ID NO: 8.

Preferiblemente, una célula eucariota segin la presente invencidon que comprende una cualquiera de las
modificaciones genéticas descritas aqui 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 por debajo de 200 o por
debajo de 150 g/l

Una célula eucariota preferida segun la presente invenciéon puede ser capaz de crecer en cualquier fuente de
carbono adecuada conocida en la técnica y convertirla en acido succinico. La célula eucariota 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. Por tanto, un
organismo hospedante preferido expresa enzimas tales como celulasas (endocelulasas y exocelulasas) y
hemicelulasas (por ejemplo endo- y exo-xilanasas, arabinasas) necesarias para la conversion de celulosa en
monomeros de glucosa y de hemicelulosa en mondmeros de xilosa y arabinosa, pectinasas capaces de convertir
pectinas en acido glucurénico y acido galacturénico, o amilasas para convertir el almidon en monémeros 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, rafinosa, lactosa y glicerol.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la preparaciéon de acido succinico, que
comprende fermentar la célula eucariota segun la presente invencion, en la que se prepara acido succinico.

Se encontré ventajoso usar una célula eucariota segun la invencion en el procedimiento para la produccion de
acido succinico, debido a que la mayoria de las células eucariotas no requieren condiciones estériles para la
propagacion y son insensibles a las infecciones por bacteriéfagos.

Preferiblemente, el acido succinico que se prepara en el procedimiento segun la presente invencion se convierte
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ulteriormente en un producto deseable. Un producto deseable puede ser por ejemplo un polimero, tal como acido
polibutilensuccinico (PBS), un agente descongelante, o un tensioactivo.

El procedimiento segun la presente invencion puede realizarse en condiciones aerobias y anaerobias.
Preferiblemente, el procedimiento se lleva a cabo en condiciones anaerobias o en condiciones micro-aeréfilas o
limitadas en oxigeno. Un proceso de fermentacién anaerobio se define aqui como un proceso de fermentacion
realizado en ausencia de oxigeno, o en el que no se consume sustancialmente oxigeno, preferiblemente menos de
5, 2,56 1 mmol/l/h, y en el que 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 limitacién en oxigeno se determina por la cantidad
y composicion del flujo de gas entrante, asi como por las propiedades de mezclamiento/transferencia de masa
reales del equipo de fermentacion usado. Preferiblemente, en un proceso en condiciones limitadas en oxigeno, la
tasa de consumo de oxigeno es al menos 5,5, mas preferiblemente al menos 6, e incluso mas preferiblemente al
menos 7 mmoles/I/h.

El procedimiento para la produccion de acido succinico segun la presente invencion se puede llevar a cabo a
cualquier pH adecuado entre 1 y 9. Preferiblemente, el pH en el caldo de fermentacion esta entre 2 y 7,
preferiblemente entre 3 y 5. Se encontré ventajoso poder llevar a cabo el procedimiento segin la presente
invencion a un pH bajo, ya que esto evita la contaminacion bacteriana. Ademas, puesto que el pH cae durante la
produccioén de acido succinico, se necesita menor cantidad de agente de valoracion para mantener el pH a un nivel
deseado.

Una temperatura adecuada a la que se puede llevar a cabo el procedimiento segun la presente invencion oscila
entre 5 y 60°C, preferiblemente entre 10 y 50°C, mas preferiblemente entre 15 y 35°C, mas preferiblemente entre
18°C y 30°C. El experto en la técnica conoce qué temperaturas 6ptimas son adecuadas para fermentar una célula
eucariota especifica.

Preferiblemente, el acido succinico se recupera del caldo de fermentacion por un método adecuado conocido en la
técnica, por ejemplo mediante cristalizacion y precipitacion con amonio.

Preferiblemente, el acido succinico que se prepara en el procedimiento segun la presente invencion se convierte
ulteriormente en un producto farmacéutico, cosmético, alimentario, para piensos o quimico. El acido succinico se
puede convertir adicionalmente, por ejemplo, en un polimero tal como poli(succinato de butileno) (PBS) u otros
polimeros adecuados derivados del mismo.

La presente invencion también se refiere a un caldo de fermentacién que comprende un acido succinico, en el que
el caldo de fermentacion se puede obtener mediante un procedimiento segun la presente invencion.

La invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de acido succinico por una levadura o un hongo
filamentoso como productor de acido succinico, con lo que se usa fumarato reductasa procedente de Trypanosoma
brucei para incrementar la produccion de acido succinico, en el que preferiblemente la fumarato reductasa es
activa en el citosol.

Modificaciones genéticas

Técnicas genéticas convencionales, tales como la sobreexpresion de enzimas en las células hospedantes, la
modificacion genética de células hospedantes, o técnicas de hibridacion, son métodos conocidos en la técnica, tal
como se describen en Sambrook y Russel (2001) “Molecular Cloning; A Laboratory Manual (32 edicion), Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, o F. Ausubel et al., eds., “Current protocols in
molecular biology”, Green Publishing and Wiley Interscience, Nueva York (1987). Métodos para la transformacion,
modificacion genética, etc. de células hospedantes flngicas se conocen, por ejemplo, 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.

Los siguientes ejemplos son soélo para fines ilustrativos, y no se han de interpretar como limitantes de la invencion.
Descripcion de las figuras

Figura 1: Mapa del vector pGBTOP-11 usado para la expresion de fumarato reductasa en A. niger.
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Figura 2: Mapa del plasmido de pGB414SUS-07, que codifica fumarato reductasa mitocondrial m1 (FRDm1)
procedente de Trypanosoma brucei para la expresion en Saccharomyces cerivisiae. CPO designa par de
codones optimizado.

Figura 3: Mapa del plasmido de pGBS414SUS-08, que codifica fumarato reductasa glicosomal (FRDg)
procedente de Trypanosoma brucei para la expresion en Saccharomyces cerivisiae. CPO designa par de
codones optimizado.

Figura 4. Mapa del plasmido de pDEL-SDHA.
Figura 5: Mapa del plasmido pGBTPAnN1, para la sobreexpresion de FRDm1 en A. niger.
Figura 6: Esquema de sustitucion de sdhA.

Figura 7: Mapa del plasmido de pGBS416FRD-1, que codifica fumarato reductasa mitocondrial m1 (FRDm1)
procedente de Trypanosoma brucei para la expresion en Saccharomyces cerivisiae. CPO designa par de
codones optimizado.

Figura 8: Mapa del plasmido de pGBS416FRE-1, que codifica fumarato reductasa glicosomal (FRDg)
procedente de Trypanosoma brucei para la expresion en Saccharomyces cerivisiae. CPO designa par de
codones optimizado.

Figura 9: Mapa del plasmido de pGBS414PPK-1, que contiene PEP carboxicinasa procedente de Actinobacillus
succinogenes (PCKa) para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. El constructo génico sintético promotor
de TDH1-PCKa-terminador de TDH1 se clond en el vector de expresion pRS414. CPO designa par de codones
optimizado.

Figura 10: Mapa del plasmido de pGBS414PPK-2, que contiene PEP carboxicinasa procedente de
Actinobacillus succinogenes (PCKa) y fumarato reductasa mitocondrial m1 procedente de Trypanosoma brucei
(FRDm1) para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. Los constructos génicos sintéticos promotor de
TDH1-PCKa-terminador de TDH1 y promotor de TDH3-FRDm1-terminador de TDH3 se clonaron en el vector de
expresion pRS414. CPO designa par de codones optimizado.

Figura 11: Mapa del plasmido de pGBS414PPK-3, que contiene PEP carboxicinasa procedente de
Actinobacillus succinogenes (PCKa) y fumarato reductasa glicosomal procedente de Trypanosoma brucei
(FRDg) para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. Los constructos génicos sintéticos promotor de TDH1-
PCKa-terminador de TDH1 y promotor de TDH3-FRDg-terminador de TDH3 se clonaron en el vector de
expresion pRS414. CPO designa par de codones optimizado.

Figura 12: Mapa del plasmido de pGBS414PEK-1, que codifica PEP carboxicinasa procedente de Mannheimia
succiniciproducens (PCKm) para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. El constructo génico sintético
promotor de TDH1-PCKm-terminador de TDH1 se cloné en el vector de expresion pRS414. CPO designa par de
codones optimizado.

Figura 13: Mapa del plasmido de pGBS414PEK-2, que codifica PEP carboxicinasa procedente de Mannheimia
succiniciproducens (PCKm) y fumarato reductasa mitocondrial m1 procedente de Trypanosoma brucei (FRDm1)
para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. Los constructos génicos sintéticos promotor de TDH1-PCKm-
terminador de TDH1 y promotor de TDH3-FRDm1-terminador de TDH3 se clonaron en el vector de expresion
pRS414. CPO designa par de codones optimizado.

Figura 14: Mapa del plasmido de pGBS414PEK-3, que codifica PEP carboxicinasa procedente de Mannheimia
succiniciproducens (PCKm) y fumarato reductasa glicosomal procedente de Trypanosoma brucei (FRDg) para
la expresion en Saccharomyces cerevisiae. Los constructos génicos sintéticos promotor de TDH1-PCKm-
terminador de TDH1 y promotor de TDH3-FRDg-terminador de TDH3 se clonaron en el vector de expresion
pRS414. CPO designa par de codones optimizado.

Figura 15: Mapa del plasmido de pGBS415FUM-2, que contiene fumarasa procedente de Rhizopus oryzae
(FUMR) y malato deshidrogenasa citoplasmica procedente de Saccharomyces cerevisiae truncada para los
primeros 12 aminoacidos (deltal2N MDH2) para la expresion en Sacharomyces cerevisiae. Los constructos
génicos sintéticos promotor de TDH1-FUMR-terminador de TDH1 y promotor de DH3-MDH3-terminador de
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TDHS se clonaron en el vector de expresion pRS415. CPO designa par de codones optimizado.

Figura 16: 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. Los constructos génicos sintéticos promotor de TDH1-FUMR-
terminador de TDH1 y promotor de TDH3-MDH3-terminador de TDH3 se clonaron en el vector de expresion
pRS415. CPO designa par de codones optimizado.

Figura 17: Niveles de acido succinico en cepas SUC-101 (O, control de vectores vacios), SUC-148 (m,
sobreexpresion de PCKa, MDH3, FUMR, FRDm1), SUC-149 (o, PCKa, MDH3, FUMR, FRDg), SUC-150 (4,
PCKm, MDH3, FUMR, FRDm1), SUC-151 (¢, PCKm, MDH3, FUMR, FRDg), SUC-152 (e, PCKa, MDH3,
FUMR), SUC-154 (X, PCKm, MDH3, FUMR) y SUC-169 (A, PCKm, delta12NMDH2, FUMR, FRDm1). Todos
los genes sobreexpresados se optimizaron en el par de codones para la expresion en S. cerevisiae. Todos los
datos representan medias de 3 experimentos de crecimiento independientes de SUC-148, 149, 150, 151, 152,
154 y SUC-169 y medias de 6 experimentos de crecimiento independiente de SUC-101.

Figura 18: Mapa del plasmido de pGBS416MAE-1, que contiene malato permeasa procedente de
Schizosaccharomyces pombe (SpMAE1) para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. El constructo génico
sintético promotor de Eno1-MAE1-terminador de Eno1 se cloné en el vector de expresion pRS416. CPO
designa par de codones optimizado.

Figura 19: Niveles de acido succinico en cepas SUC-101 (O, control de vectores vacios), SUC-169 (A, PCKm,
delta12NMDH2, FUMR, FRDm1) y SUC-194 (m, PCKm, delta12NMDH2, FUMR, FRDm1, SpMAE1). Todos los
genes sobreexpresados se optimizaron en el par de codones para la expresion en S. cerevisiae. Todos los
datos representan medias de 3 experimentos de crecimiento independientes de SUC-169 y SUC-194 y medias
de 6 experimentos de crecimiento independiente de SUC-101.

Figura 20: Niveles de acido succinico en cepas SUC-103 (O, mutante de supresiéon adh1/2 y gpd1; control de
vectores vacios), SUC-201 (o, mutante de supresion adh1/2 y gpd1; PCKa; MDH3, FUMR, FRDg) y SUC-200
(m,mutante de supresion adh1/2 y gpd1; PCKa, MDH3, FUMR, FRDg, SpMAE1). Todos los genes
sobreexpresados se optimizaron en el par de codones para la expresion en S. cerevisiae.

Figure 21: Mapa del plasmido de pGBS426PYC-2, que contiene piruvato carboxilasa de Saccharomyces
cerevisiae para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. La secuencia de nucleétidos codificante de PYC2 se
obtuvo mediante PCR usando ADN genémico procedente de la cepa CEN.PK113-5D como molde, y el producto
de la PCR se cloné en el vector de expresion p426GPD.

Figura 22: Mapa del plasmido de pGBS414FRE-1, que codifica fumarato reductasa glicosomal (FRDg)
procedente de Trypanosoma brucei para la expresion en Saccharomyces cerivisiae. El constructo génico
sintético promotor de TDH3-FRDg-terminador de TDH3 se clono en el vector de expresion pRS414.

Figura 23: 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.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Clonacién de fumarato reductasas procedentes de Trypanosoma brucei en Aspergillus niger

1.1. Constructos de expresion

Se analizé fumarato reductasa mitocondrial m1 (FRDm1) [E.C. 1.3.1.6], nimero de acceso GenBank 60460035,
procedente de Trypanosoma brucei en busca de la presencia de secuencias sefal usando 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 identifico
una secuencia sefial mitocondrial putativa en la mitad N-terminal de la proteina, incluyendo un posible sitio de

escision entre las pos. 25y 26 (D-S).

Se demostré que la proteina recombinante FRDm1 que carecce de los 68 restos N-terminales se relocalizd en el
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citosol de los tripanosomas prociclicos (Coustou et al., J Biol Chem. 29 abril 2005; 280(17):16559-70). Estos
resultados indican que el motivo sefal N-terminal predicho de FRDm1 es necesario para la localizacién hacia la
mitocondria. Se eliminaron los primeros 68 aminoacidos de SEC ID NO: 1 (que corresponden a la secuencia de
nucledtidos SEC ID NO: 2), y se reintrodujo un nuevo aminoacido de metionina, lo que dio como resultado SEC ID
NO: 3. La secuencia SEC ID NO: 3 se sometié al método del par de codones como se describe en el documento
WO02008/000632 para A. niger. La secuencia resultante SEC ID NO: 7 se colocé detras de la secuencia del
promotor de GPDA constitutivo SEC ID NO: 11, en la que las ultimas 10 secuencias de nucledtidos se sustituyeron
por la secuencia Kozak éptima CACCGTAAA. Se afiadieron sitios de restriccién convenientes. El codéon de parada
TAA en SEC ID NO: 7 se modificé a TAAA. La secuencia resultante se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania).
El fragmento se clon6 mediante SnaBl, Sfil en el vector de expresion pGBTOP11 de A. niger (Figura 1) utilizando
sitios de restriccion apropiados. El plasmido resultante que comprende FRDm1 se denominé pGBTOPAnN1 (Figura
5).

De igual manera, se analiz6 fumarato reductasa glicosomal (FRDg) [E.C. 1.3.1.6], nimero de acceso GenBank
23928422, procedente de Trypanosoma brucei en busca de localizacion peroxisomal en hongos filamentosos
usando el predictor PTS1 httg:/imendel.imp.ac.at/mendeljsp/sat/pts1/PTS1predictor.jsp con la funcion de
prediccion especifica de hongos. Se eliminaron los aminoacidos C-terminales en la posicion 1140-1142 (SKIl) de la
proteina SEC ID NO: 4 (que corresponden a la secuencia de nucledtidos SEC ID NO: 5), dando como resultado
SEC ID NO: 6. SEQ ID NO: 6, se sometio al método del par de codones como se describe en PCT/EP2007/05594
para A. niger. El codén de parada TAA en SEC ID NO: 8 se modificé a TAAA. La secuencia resultante SEC ID NO:
8 se coloco detras de la secuencia del promotor de GPDA constitutivo SEC ID NO: 11, y se afadieron sitios de
restriccion convenientes. La secuencia resultante se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania). El fragmento se
cloné mediante SnaBl, Sfil en el vector de expresion de A. niger pGBTOP11 (Figure 1) usando sitios de restriccion
apropiados.

1.2. Transformacion de A. niger

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

Los constructos de expresion se co-transformaron en la cepa WT-1 de A. niger segun 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 giratorio a 300 rpm en medio minimo de Aspergillus (100 ml). EI medio minimo de Aspergillus
contiene, por litro: 6 g de NaNOs;, 0,52 g de KCI, 1,52 g de KH,PO4, 1,12 ml de KOH 4 M, 0,52 g de
MgS0.4.7H20, 10 g de glucosa, 1 g de casaminoacidos, 22 mg de ZnS04.7H20, 11 mg de H3BO3, 5 mg de
FeS04.7H,O, 1,7 mg de CoCl,.6H,0, 1,6 mg de CuS045H;0, 5 mg de MnCl2.2H,0, 1,5 mg de
Na;Mo04.2H,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 usa Novozym 234™ (Novo Industries) en lugar de helicasa;

- Después de la formacion de los protoplastos (60-90 minutos), se afiade tampon de KC (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 cuba oscilante. Los protoplastos se resuspenden en 20
ml de tampon de KC y subsiguientemente se afiaden 25 ml de tampén STC (sorbitol 1,2 M, Tris-HCI 10 mM, pH
7,5, CaCl, 50 mM). La suspension de protoplastos se centrifuga durante 10 minutos a 3000 rpm a 4 grados
Celsius en un rotor con cuba oscilante, se lava en tampén STC y se resuspende en tampéon STC a una
concentracion de 10E8 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 disolucion de 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 suspension de protoplastos y ADN durante 10 minutos a la temperatura
ambiente, se afade lentamente 1,5 ml de disolucion de PEG (PEG 4000 al 60%, (Merck), Tris-HCI 10 mM pH
7,5, CaCl, 50 mM), con mezclamiento repetido de los tubos. Después de incubar durante 20 minutos a
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temperatura ambiente, las suspensiones se diluyen con 5 ml de sorbitol 1,2 M, se mezclan mediante inversion y
se centrifugan durante 10 minutos a 4000 rpm a 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 soélido
que consiste en medio minimo de Aspergillus sin riboflavina, tiamina.HCI, nicotinamida, piridoxina, acido
pantoténico, biotina, casaminoacidos y glucosa. En el caso de la seleccidon con acetamida, el medio contiene
acetamida 10 mM como la unica fuente de nitrégeno, y sacarosa 1 M como agente osmatico y fuente de C.
Alternativamente, los protoplastos se extienden sobre PDA (agar de dextrosa de patata, Oxoid) suplementado
con 1-50 microgramos/ml de fleomicina y sacarosa 1 M como agente osmotico. Las placas de regeneracion se
solidifican utilizando agar al 2% (agar n° 1, Oxoid L11). Después de incubar durante 6-10 dias a 30 grados
Celsius, se transfieren conidiosporas de transformantes a placas que consisten en medio selectivo de
Aspergillus (medio minimo que contiene acetamida como Unica fuente de nitrdgeno en el caso de la seleccion
con acetamida, o PDA suplementado con 1-50 microgramos/ml de fleomicina en el caso de la seleccién con
fleomicina) con glucosa al 2% y agarosa al 1,5% (Invitrogen), y se incuban durante 5-10 dias a 30 grados
Celsius. Los transformantes individuales 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 se seleccionan 10 transformantes para cada constructo, y la presencia del constructo se confirma
mediante PCR usando cebadores especificos para los constructos. Subsiguientemente, las esporas se inoculan en
100 ml de medio enriquecido minimo de Aspergillus, que comprende 100 g/l de glucosa. Las cepas se hacen crecer
en una incubadora a 250 revoluciones por minuto durante cuatro dias a 34 grados Celsius. El sobrenadante del
medio de cultivo se analiza para determinar la formacién 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 lleva a cabo para la determinacion de acidos organicos y azucares en diferentes tipos de muestras. El
principio de la separacién en una columna de monosacaridos de Phenomenex Rezex-RHM se basa en la exclusion
por el tamafo, exclusién de iones e intercambio de iones usando mecanismos de fase inversa. La deteccion tiene
lugar mediante el indice de refraccion diferencial y detectores ultravioleta.

Ejemplo 2A
Clonacién de fumarato reductasas procedentes de Trypanosoma brucei en Saccharomyces cerevisiae
2A.1. Constructos de expresion

Se analiz6 fumarato reductasa mitocondrial m1 (FRDm1) [E.C. 1.3.1.6], nimero de acceso de GenBank 60460035,
procedente de Trypanosoma brucei en busca de la presencia de secuencias sefial, y se optimizé en los codones
como se describe en la seccidén 1.1 para la expresion en S. cerevisiae. La secuencia resultante SEC ID NO: 9 se
colocéd detras de la secuencia del promotor TDH3 constitutivo SEC ID NO: 12 y delante de la secuencia del
terminador TDH3 SEC ID NO: 13, y se afadieron sitios de restriccion convenientes. El codén de parada TGA en
SEC ID NO: 9 se modificé a TAAG. La secuencia resultante se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania). El
constructo de expresion pGBS414SUS-07 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 el constructo del gen
sintético de fumarato reductasa (Figura 2). La mezcla de ligamiento se usa para la transformacién de DH10B de E.
coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo de expresion pGBS414SUS-07 de levadura (Figura 2).

De forma similar, se analizé fumarato reductasa glicosomal (FRDg) [E.C. 1.3.1.6], nimero de acceso de GenBank
23928422, procedente de Trypanosoma brucei en busca de la localizacion peroxisomal, y se aplicé la optimizacion
de los codones como se describe en la seccidon 1.1 para la expresion en S. cerevisiae. La secuencia resultante SEC
ID NO: 10 se colocé detras de la secuencia del promotor TDH3 constitutivo SEC ID NO: 12 y delante de la
secuencia del terminador TDH3 SEC ID NO: 13, y se afadieron sitios de restriccion convenientes. El codéon de
parada TGA en SEC ID NO: 10 se modifico a TAAG. La secuencia resultante se sintetizd en Sloning (Puchheim,
Alemania). El constructo de expresion pGBS414SUS-08 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 el constructo del gen
sintético de fumarato reductasa (Figura 3). La mezcla de ligamiento se usa para la transformacion de DH10B de E.
coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo de expresion pGBS414SUS-08 de levadura (Figura 3).
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Los constructos pGBS414SUS-07 y pGBS414SUS-08 se ftransforman 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 base de levadura nitrogenada (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. El
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 par
determinar la formacién de acido oxalico, acido malico, acido fumarico y acido succinico como se describe en la
seccion 1.4.

Ejemplo 2B
Clonacioén de fumarato reductasas procedentes de Trypanosoma brucei en Saccharomyces cerevisiae
2B.1. Constructos de expresion

De una manera similar a la descrita en el Ejemplo 2A.1, se ligd fumarato reductasa mitocondrial procedente de
Trypanosoma brucei (FRDm, SEC ID NO: 9) en un vector de expresion pRS416 de S. cerevisiae (Sirkoski R.S. y
Hieter P, Genetics, 1989, 122(1):19-27). La mezcla de ligamiento se uso para la transformacién de células TOP10
de E. coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo de expresion de levaduras pGBS416FRD-1 (Figura 7).

Igualmente, se ligé fumarato reductasa glicosomal (FRDg, SEC ID NO: 10) procedente de Trypanosoma brucei en
un vector de expresion pRS416 de S. cerevisiae. La mezcla de ligamiento se usé para la transformacion de células
TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo de expresion de levaduras pGBS416FRE-1
(Figura 8).

2B.2 Transformacion y experimentos de crecimiento en placas de microtitulacion (MTP’s)

Los constructos pGBS416FRD-1 y pGBS416FRE-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 base de levadura nitrogenada (YNB)
sin AA (Difco) + glucosa al 2%. Los siguientes niumeros 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 , y se pre-
cultivaron a 30 grados Celsius, 550 rpm y una humedad de 80% en una incubadora oscilante Infors Microplate: 12
transformantes pGBS416FRD-1 (FRDm1), 12 pGBS416FRE-1 (FRDg) y 24 de control de vector vacio pRS416.
Después de 3 dias, se transfirieron 25 microlitros del pre-cultivo presente en los pocillos de las placas MTP a
nuevas MTP’s de 96 pocillos profundos que contenian medio de Verduyn, que contiene glucosa y CaCOs3
(concentraciones finales: glucosa 10%, CaCOs 1% p/v en un volumen total de 250 microlitros). Después de 3y 7
dias de crecimiento a 30°C, 550 rpm y una humedad de 80% en una incubadora oscilante Infors Microplate, las
MTP’s se centrifugaron durante 2 minutos a 2000 rpm, y se cosecharon 200 microlitos de sobrenadante usando el
dispositivo Multimek 96 (Beckman). El sobrenadante se analiz6 mediante HPLC como se describe en el Ejemplo
1.4 para determinar la presencia de acido succinico. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Efecto de la introduccion de fumarato reductasa mitocondrial (FRDm1) y glicosomal (FRDg) procedentes
de T. brucei en S. cerevisiae sobre los niveles de produccién de acido succinico después de 3 y 7 dias de
incubacion

Plasmido que comprende S. Acido succinico (mg/l) después de 3 | Acido succinico (mg/l) después de 7
cerevisiae: dias dias

Vector vacio pRS416 138118 (n=48) 203448 (n=48)
pGBS416FRD-1 (FRDm1) 340465 (n=24) 399472 (n=24)
pGBS416FRE-1 (FRDg) 489130 (n=24) 516157 (n=24)

Los resultados en la Tabla 1 muestran que la introduccién y sobreexpresion de fumarato reductasa mitocondrial
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(FRDm1) procedente de T. brucei dio como resultado un incremento de los niveles de produccion de acido
succinico (2,47 veces, p=6,96E-14, prueba de la t de Student, después de 3 dias de incubacion, y 1,97 veces,
p=8,63E-14, prueba de la t de Student, después de 7 dias de incubacion).

Igualmente, la introduccion y sobreexpresion de fumarato reductasa glicosomal (FRDg) procedente de T. brucei dio
como resultado un incremento de los niveles de produccion de acido succinico (3,55 veces, p=5,08E-32, prueba de
la t de Student, después de 3 dias de incubacién, y un incremento de 2,55 veces, p=8,63E-25, prueba de la t de
Student, después de 7 dias de incubacion).

Ejemplo 2C

Clonacion de PEP carboxicinasa procedente de Actinobacillus succinogenes o Mannheimia succiniciproducens, y
malato deshidrogenasa procedente de Saccharomyces cerevisiae y fumarasa procedente de Rhyzopus oryzae y
fumarato reductasa procedente de Trypanosoma brucei en Saccharomyces cerevisiae

2C.1. Secuencias génicas

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa [E.C. 4.1.1.49], numero de acceso de GenBank 152977907, procedente de
Actinobacillus succinogenes se analizé en busca de la presencia de secuencias sefal usando 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
como se describe por Schliter et al., (2007) NAR, 35, D815-D822 revel6 una secuencia sefial PTS2 putativa en la
posicion 115-123. La secuencia de A. succinogenes se modificd para asemejarse a la secuencia proteica de
Mannheimia succiniciproducens sustituyendo los aminoacidos EGY en la posicion 120-122 por DAF, dando como
resultado la secuencia de aminoacidos SEC ID NO: 14 (secuencia de nucleétidos SEC ID NO: 15). SEC ID NO: 14
se sometié al método del par de codones como se describe en el documento W0O2008/000632 para S. cerevisiae.
El codén de parada TAA en la secuencia de nucledétidos resultante SEC ID NO: 16 se modificé a TAAG. Esta SEC
ID NO: 16 que contiene el codén TAAG se coloco detras de la secuencia del promotor de TDH1 constitutivo SEC
ID NO: 25 y delante de la secuencia del terminador TDH1 SEC ID NO: 26, y se afiadieron sitios de restriccion
convenientes. La secuencia resultante SEC ID NO: 29 se sintetiz6 en Sloning (Puchheim, Alemania).

Igualmente, se analizé fosfoenolpiruvato carboxicinasa [E.C. 4.1.1.49] nimero de acceso de GenBank 52426348,
procedente de Mannheimia succiniciproducens, en busca de la presencia de secuencias sefal como se describe en
Schliter et al., (2007) NAR, 35, D815-D822. La secuencia como se muestra en SEC ID NO: 17 no requirio
modificaciones. SEC ID NO: 17 se sometié al método del par de codones como se describe en el documento
WO02008/000632 para S. cerevisiae. El codén de parada TAA en la secuencia resultante SEC ID NO: 18 se
modificé a TAAG. SEC ID NO: 18 que contiene el codén de parada TAAG se coloco detras de la secuencia del
promotor de TDH1 constitutivo SEC ID NO: 25 y delante de la secuencia del terminador TDH1 SEC ID NO: 26. Se
afadieron sitios de restriccion convenientes. El constructo sintético resultante (SEC ID NO: 30) se sintetizd en
Sloning (Puchheim, Alemania).

Malato deshidrogenasa

Malato deshidrogenasa citoplasmica (Mdh2p) [E.C. 1.1.1.37], ndmero de acceso de GenBank 171915, esta
regulada por repression del catabolito de carbono: la transcripciéon de MDH2 esta reprimida, y Mdh2p es degrada
con la adicién de glucosa a células privadas de glucosa. Mdh2p suprimida para los 12 aminoacidos amino-
terminales es menos susceptible a la degradacion inducida por glucosa (Minard y McAlister-Henn, J Biol Chem.
1992 25 agosto; 267(24):17458-64). Para evitar la degradacion de Mdh2 inducida por glucosa, se eliminaron los
nucledtidos que codifican los primeros 12 aminoacidos, y se introdujo un nuevo aminoacido de metionina (SEC ID
NO: 19) para la sobreexpresion de Mdh2 en S. cerevisiae. SEC ID NO: 19 se sometié6 al método del par de
codones como se describe en el documento W02008/000632 para S. cerevisiae. El codén de parada TAA en la
secuencia resultante SEC ID NO: 20, se modific6 a TAAG. SEC ID NO: 20, que contiene un codén de parada
TAAG modificado, que codifica delta12NMDH2, se colocé detras de la secuencia del promotor de TDH3
constitutivo SEC ID NO: 12 y delante de la secuencia del terminador TDH3 SEC ID NO: 13, y se afiadieron sitios
de restriccion convenientes. El constructo sintético resultante (SEC ID NO: 31) se sintetizé en Sloning (Puchheim,
Alemania).

Malato deshidrogenasa peroxisomal (Mdh3p) [E.C. 1.1.1.37], nimero de acceso de GenBank 1431095, se analizd
en busca de la localizacion peroxisomal en hongos filamentosos usando el predictor PTS1
http://mendel.imp.ac.at/mendeljsp/sat/pts1/PTS1predictor.jsp con la funcién de prediccion especifica para hongos.
Los aminoacidos C-terminales en las posiciones 341-343 (SKL) se eliminaron de la proteina MDH3, dando como
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resultado SEC ID NO: 21. SEC ID NO: 21 se sometié al método del par de codones como se describe en el
documento W02008/000632 para S. cerevisiae. El codén de parada TGA en la secuencia resultante SEC ID NO:
22 se modific6 a TAAG. SEC ID NO: 22, que contiene TAAG como codoén de parada, se sintetizé detras de la
secuencia del promotor TDH3 constitutivo SEC ID NO: 27 (600 pb en direcciéon 5’ del coddn de iniciacion) y delante
de la secuencia del terminador TDH3 SEC ID NO: 28 (300 pb en direccion 3’ del codén de parada), y se afiadieron
sitios de restriccion convenientes. La secuencia resultante SEC ID NO: 32 se sintetizé6 en Sloning (Puchheim,
Alemania).

Fumarasa:

Fumarasa [E.C. 4.2.1.2], numero de acceso de GenBank 469103, procedente de Rhizopus oryzae (FumR) se
analizé en busca de la presencia de secuencias sefial usando 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 de localizacion
mitocondrial putativa en los primeros 23 aminoacidos de la proteina. Para evitar una localizacién potencial a
mitocondrias en S. cerevisiae, los primeros 23 aminoacidos se eliminaron de FumR, y se reintrodujo un
aminoacido metionina, dando como resultado SEC ID NO: 23. SEC ID NO: 23 se sometié al método del par de
codones como se describe en el documento W02008/000632 para S. cerevisiae, dando como resultado SEC ID
NO: 24. El coddén de parada TAA en SEC ID NO: 24 se modifico a TAAG. SEC ID NO: 24 que contiene TAAG
como codoén de parada se sintetizé detras de la secuencia del promotor TDH1 constitutivo SEC ID NO: 25 y delante
de la secuencia del terminador TDH1 SEC ID NO: 26, y se afiadieron sitios de restriccion convenientes. El
constructo sintético resultante SEC ID NO: 33 se sintetizé en Sloning (Puchheim, Alemania).

Fumarato reductasa:

Las secuencias génicas de fumarato reductasa mitocondrial (FRDm1) y fumarato reductasa glicosomal (FRDg)
procedentes de T. brucei se disefiaron y sintetizaron como se describe en 2A.1.

2C.2. Construccién de constructos de expresion

Los constructos de expresion pGBS414PPK-1 (Figura 9), pGBS414PPK-2 (Figura 10) y pGBS414PPK-3 (Figura
11) se crearon 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 ligando subsiguientemente en este vector un fragmento de
restriccion BamHI/Notl que consistia en el constructo génico sintético de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (origen
Actinobacillus succinogenes) (SEC ID NO: 29). La mezcla de ligamiento se us6 para la transformacion de TOP10
de E. coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo pGBS414PPK-1 de expresion en levaduras.
Subsiguientemente, pGBK414PPK-1 se restringié con Ascl y Notl. Para crear pGBS414PPK-2, un fragmento de
restriccion Ascl/Notl que consiste en el constructo génico sintético de fumarato reductasa mitocondrial procedente
de T. brucei (FRDm1) (SEC ID NO: 34) se ligé en el vector pPGBS414PPK-1 restringido. La mezcla de ligamiento se
uso para la transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo pGBS414PPK-2
de expresion en levaduras (Figura 10). Para crear pGBS414PPK-3, un fragmento de restriccion Ascl/Notl que
consiste en el constructo génico sintético de fumarato reductasa glicosomal procedente de T. brucei (FRDg) (SEC
ID NO: 35) se ligo en el vector pGBS414PPK-1 restringido. La mezcla de ligamiento se usé para la transformacion
de TOP10 de E. coali (Invitrogen), dando como resultado el constructo pGBS414PPK-3 de expresion de levaduras
(Figura 11).

Los constructos de expresion pGBS414PEK-1 (Figura 12), pGBS414PEK-2 (Figura 13) y pGBS414PEK-3 (Figura
14) se crearon 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 ligando subsiguientemente en este vector un fragmento de
restriccion BamHI/Notl que consistia en el constructo génico sintético de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (origen
Mannheimia succiniciproducens) (SEC ID NO: 30). La mezcla de ligamiento se us6 para la transformacion de
TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo pGBS414PEK-1 de expresion en levaduras.
Subsiguientemente, pGBK414PEK-1 se restringié con Ascl y Notl. Para crear pGBS414PEK-2, un fragmento de
restriccion Ascl/Notl que consiste en el constructo génico sintético de fumarato reductasa mitocondrial procedente
de T. brucei (FRDm1) (SEC ID NO: 34) se ligoé en el vector pPGBS414PEK-1 restringido. La mezcla de ligamiento se
uso para la transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo pGBS414PEK-2
de expresion en levaduras (Figura 13). To create pGBS414PEK-3, un fragmento de restriccion Ascl/Notl que
consiste en el constructo génico sintético de fumarato reductasa glicosomal procedente de T. brucei (FRDg) (SEC
ID NO: 35) se ligo en el vector pGBS414PEK-1 restringido. La mezcla de ligamiento se usé para la transformacion
de TOP10 de E. coali (Invitrogen), dando como resultado el constructo pGBS414PEK-3 de expresion de levaduras
(Figura 14).
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Los constructos de expresion pGBS415FUM-2 (Figura 15) y pGBS415FUM-3 (Figura 16) se crearon 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 el constructo génico sintético de fumarasa (origen Rhizopus oryzae) (SEC ID NO: 33). La mezcla de
ligamiento se usé para la transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen), dando como resultado el constructo
pGBS415FUM-1 de expresion en levaduras. Subsiguientemente, pGBK415FUM-1 se restringié con Ascl y Notl.
Para crear pGBS415FUM-2, un fragmento de restriccion Ascl/Notl que consiste en el constructo génico sintético de
malato deshidrogenasa citoplasmica procedente de S. cerevisiae (delta12N MDH2) (SEC ID NO: 31) se ligd en el
vector pGBS415FUM-1 restringido. La mezcla de ligamiento se usé para la transformacion de TOP10 de E. coli
(Invitrogen), dando como resultado el constructo pGBS415FUM-2 de expresion en levaduras (Figura 15). Para
crear pGBS415FUM-3, un fragmento de restriccion Ascl/Notl que consiste en el constructo génico sintético de
malato deshidrogenasa peroxisomal procedente de S. cerevisiae (MDH3) (SEC ID NO: 32) se ligo en el vector
pGBS415FUM-1 restringido. La mezcla de ligamiento se us6 para la transformacion de TOP10 de E. coli
(Invitrogen), dando como resultado el constructo pGBS415FUM-3 de expresion de levaduras (Figura 16).

2C.3. Cepas de S. cerevisiae

Diferentes combinaciones de plasmidos pGBS414PPK-1, pGBS414 PPK-2, pGBS414PPK-3, pGBS414PEK-1,
pGBS414PEK-2, pGBS414PEK-3, pGBS415FUM-2, pGBS415-FUM-3 se transformaron en la cepa CEN.PK113-6B
(MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289) de S. cerevisiae, dando como resultado las cepas de levaduras en la Tabla 2.
Ademas de los plasmidos mencionados, se transformé pRS416 (vector vacio) para crear cepas de levaduras
prototréficas. Los vectores de expresion se transformaron en levadura mediante electroporaciéon. Las mezclas de
transformacion se extendieron en placas sobre base de levadura nitrogenada (YNB) sin AA (Difco) + glucosa al
2%.

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

Nombre Contexto Plasmidos Genes

SUC-148 CEN.PK113-6B pGBS414PPK-2 PCKa, FRDm1
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pRS416 (vector vacio)

SUC-149 CEN.PK113-6B pGBS414PPK-3 PCKa, FRDg
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pRS416 (vector vacio)

SUC-150 CEN.PK113-6B pGBS414PEK-2 PCKm, FRDm1
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pRS416 (vector vacio)

SUC-151 CEN.PK113-6B pGBS414PEK-3 PCKm,FRDg
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pRS416 (vector vacio)

SUC-152 CEN.PK113-6B pGBS414PPK-1 PCKa
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pRS416 (vector vacio)

SUC-154 CEN.PK113-6B pGBS414PEK-1 PCKm
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pRS416 (vector vacio)
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Nombre Contexto Plasmidos Genes
SUC-169 CEN.PK113-6B pGBS414PEK-2 PCKm, FRDm1
pGBS415FUM-2 FUMR, A12NMDH2

pRS416 (vector vacio)

SUC-101 CEN.PK113-6B pRS414 (vector vacio)
pRS415 (vector vacio)

pRS415 (vector vacio)

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

Se inocularon transformantes 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
centrifugd durante 5 minutos a 4750 rpm. Se us6 1 ml de sobrenadante para medir los niveles de acido succinico
mediante HPLC, como se describe en la seccién 1.4. El sobrenadante que queda se decantd y el pelete (células)
se resuspendié en 1 ml de medio de produccion. El medio de produccion consistia en medio de Verduyn con
galactosa al 10% (p/v) y CaCOs al 1% (p/v). Las células resuspendidas se inocularon en 50 ml de medio de
produccién en matraces oscilantes de 100 ml y se hicieron crecer en una incubadora oscilante a 30°C a 100 rpm. A
diversos instantes, se tomd del cultivo 1 ml de muestra. Los niveles de acido succinico se midieron mediante
HPLC como se describe en la seccion 1.4 (Figura 17).

Cepas transformadas con vectores vacios (cepa de control) produjeron hasta 0,3 g/l de acido succinico. La
sobreexpresion de PEP carboxicinasa 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 produccién de 0,9 g/l de acido succinico. La sobreexpresion de PEP carboxicinasa procedente de A.
succinogenes (PCKa), MDH3 y FUMR dio como resultado un ligero incremento en la produccion de acido succinico
hasta 1,0 g/l.

Estos resultados demuestran que, en S. cerevisiae como se describe, la produccién de acido succinico aumentd
alrededor de 3 veces.

La sobreexpresion adicional de fumarato reductasa mitocondrial (FRDm1) procedente de T. brucei incrementd
adicionalmente los niveles de produccién de acido succinico; la sobreexpresion de PCKa, MDH3, FUMR, FRDm1
dio como resultado la produccién de 2,6 g/l de acido succinico, y la sobreexpresion de PCKm, MDH3, FUMR y
FRDm1 dio como resultado la produccion de 2,7 g/l de acido succinico. La sobreexpresion de delta12NMDH2 en
combinacién con PCKm, FUMR y FRDm1 dio como resultado la produccion de 2,7 g/l de acido succinico,
indicando que se produjeron niveles similares de acido succinico usando MDH2 o MDH3 truncadas. La
sobreexpresion adicional de fumarato reductasa glicosomal (FRDg) procedente de T. brucei dio como resultado un
incremento incluso mayor en los niveles de produccion de acido succinico; la sobreexpresion de PCKa, MDH3,
FUMR y FRDg dio como resultado la produccién de 3,9 g/l de acido succinico, mientras que la sobreexpresion de
PCKm, MDH3, FUMR y FRDg dio como resultado una produccion ligeramente menor de 3,6 g/l de acido succinico.

Los resultados muestran que la adicion de fumarato reductasa dependiente de NAD(H) como se describe aqui en
una S. cerevisiae que comprende una modificacion genética de PCKa/m, MDH3 y FUMR incremento
significativamente los niveles de produccion de acido succinico.

La sobreexpresion de FRDg tuvo un efecto mas positivo sobre los niveles de produccion de acido succinico en S.
cerevisiae en comparacion con la sobreexpresion de FRDm1 en S. cerevisiae.

Ejemplo 2D

Efecto de la sobreexpresion de un transportador de acido dicarboxilico sobre la produccién de acido succinico en
células de S. cerevisiae productoras de acido succinico

2D.1 Secuencia génicas
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Malato permeasa, nimero de acceso de GenBank 119368831, procedente de Schizosaccharomyces pombe (SEC
ID NO: 36) se sometié al método del par de codones como se describe en el documento W02008/000632 para S.
cerevisiae, dando como resultado SEC ID NO: 37. El codén de parada TAA en SEC ID NO: 37 se modificé a
TAAG. SEC ID NO: 37, que contiene TAAG como coddn de parada, se coloco detras de la secuencia del promotor
ENO1 constitutivo SEC ID NO: 38 y delante de la secuencia del terminador ENO1 SEC ID NO: 39, y se afiadieron
sitios de restriccion convenientes. En el promotor ENO1, T en la posicién 596 (-5) se cambié a A a fin de obtener
una mejor secuencia de Kozak. La secuencia resultante SEC ID NO: 40 se sintetizé6 en Sloning (Puchheim,
Alemania).

2D.2. Construccién de constructos de expresion

El constructo de expresion pGBS416MAE-1 (Figura 18) se creé después de una restriccion de BamHI/Notl del
vector de expresion de S. cerevisiae pRS416 (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 consiste en el constructo génico
sintético del transportador de malato de Schizosaccharomyces pombe (SEC ID NO: 40). La mezcla de ligamiento
se uso para la transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen) dando como resultado el constructo de expresion
pGBS416MAE-1 de levaduras.

2D.3. Cepas de S. cerevisiae

Los plasmidos pGBS414PEK-2, pGBS415FUM-2 y pGBS416MAE-1 (descritos en 2C.2.) se transformaron en la
cepa CEN.PK113-6B (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289) de S. cerevisiae para crear la cepa SUC-194, que
sobreexpresa PCKm, delta12NMDH2, FUMR, FRDm1 y SpMAE1. Todos los genes se optimizaron en el par de
codones para la expresion en S. cerevisiae.

Los vectores de expresidon se transformaron en levadura mediante electroporacion. Las mezclas de la
transformacion se extendieron en placas sobre base de levadura nitrogenada (YNB) sin AA (Difco) + glucosa al
2%. La cepa SUC-101 se describe en la Tabla 2.

Tabla 3: Cepas de levadura construidas para el Ejemplo 2D

Nombre Contexto Plasmidos Genes

SUC-132 CEN.PK113-6B pGBS414PEK-2 PCKm, FRDm1
pGBS415FUM-2 FUMR, A12NMDH2
pRS416 (vector vacio)

SUC-194 CEN.PK113-6B pGBS414PEK-2 PCKm, FRDm1
pGBS415FUM-2 FUMR, A12NMDH2
pRS416MAE-1 SpMAE1

2D.4. Experimentos de crecimiento y produccion de acido succinico en cepas CEN. PK de tipo salvaje

Los parametros de crecimiento y el analisis de las muestras se realizaron como se describe en el ejemplo 2C.4,
con las siguientes modificaciones: el precultivo se llevé a cabo usando glucosa al 2% (p/v) como fuente de
carbono. En el medio de produccién, se uso6 glucosa al 10% (p/v) como fuente de carbono.

Las cepas transformadas con vectores vacios (cepa de control) produjeron hasta 0,3 g/l de acido succinico. La
sobreexpresion adicional de SpMAE1 en la cepa SUC-194, que sobreexpresa PCKm, deltal2NMDH2, FUMR y
FRDm1, dio como resultado mayores niveles de produccion de acido succinico hasta 4,6 g/l, mientras que la cepa
SUC-132, que sobreexpresa PCKm, delta12NMDH2, FUMR y FRDm1, dio como resultado la produccién de 2,7 g/l
de acido succinico.

Los resultados muestran que la inserciéon de un transportador de malato en una S. cerevisiae que comprende las
modificaciones genéticas como se describen aqui incrementd adicionalmente la produccion de acido succinico al
menos 1,5 veces.

Ejemplo 2E
Efecto de un transportador de acido dicarboxilico en s. cerevisiae que comprende una supresién de los genes de
alcohol deshidrogenasa 1y 2 (adh1, adh2) y el gen de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 1 (gpd1) sobre los niveles

de produccion de acido succinico.

2E.1. Secuencias génicas
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Descritas en 2D.1.

2E.2. Construccion de constructos de expresion

Descrita en 2D.2.

2E.3. Cepas de S. cerevisiae

Los plasmidos pGBS414PPK-3, pGBS415FUM-3 y pGBS416MAE-1 (descritos en 2C.2.) se transformaron en la
cepa RWB064 (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289 adh1::lox adh2::lox gpd1::Kanlox) de S. cerevisiae para crear la
cepa SUC-201, que sobreexpresa PCKa, MDH3, FUMR, FRDg y SpMAE1. Todos los genes se optimizaron en el

par de codones para la expresion en S. cerevisiae.

Tabla 4: Cepas de levadura construidas para el Ejemplo 2E

Nombre Contexto Plasmidos Genes
SUC-200 CEN.PK113-6B pGBS414PPK-3 PCKa, FRDg
adh1::lox adh2::lox gpd1::Kanlox pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
pGBS416MAE-1 SpMAE1
SUC-201 CEN.PK113-6B pGBS414PPK-3 PCKa, FRDg
adh1::/ox adh2::lox gpd1:: Kanlox pGBS415FUM-3 FUMR MDH3
pRS416 (vector vacio)
SUC-103 CEN.PK113-6B pRS414 (vector vacio)
adh1::lox adh2::lox gpd1::Kanlox pRS415 (vector vacio)
pRS415 (vector vacio)

2E.4. Experimentos de crecimiento y produccion de acido succinico en cepas CEN.PK a las que se les ha
suprimido los genes de alcohol deshidrogenasa 1y 2 (adh1, adh2) y el gen de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 1

(gpd1)

Los parametros de crecimiento y el analisis de las muestras se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo
2C.4, con las siguientes modificaciones: el precultivo se llevo a cabo usando galactosa al 2% (p/v) como fuente de
carbono. Se afiadi6 galactosa al 5% (p/v) al medio de produccién at=0, 3y 7 dias.

La cepa SUC-103, transformada con los vectores vacios (cepa de control) produjo 0,9 g/l de acido succinico
después del crecimiento durante 10 dias en medio de produccion (Figura 20). La sobreexpresion de PCKa, MDH3,
FUMR y FRDg en la cepa RWB064 dio como resultado mayores niveles de produccion de acido succinico hasta
2,5 g/l (cepa SUC-201, Figura 20). La sobreexpresion adicional de SpMAE1, ademas de PCKa, MDH3, FUMR y
FRDg, en la cepa RWBO064, dio como resultado un incremento adicional de los niveles de produccion de acido
succinico hasta 11,9 g/l (cepa SUC-200, Figura 20).

Los resultados muestran que la sobreexpresiéon de un transportador de malato en una S. cerevisiae que comprende
una supresion de los genes de alcohol deshidrogenasa y de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dio como resultado
un incremento significativo en los niveles de produccion de acido succinico. Ademas, se mostré que la supresion
del gen adh1, adh2 y gpd1 (SUC 103) dio como resultado mayores niveles de producciéon de acido succinico en
comparacion con la cepa de tipo salvaje (SUC 101, Tabla 2).

Ejemplo 2F

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

2F.1. Secuencias génicas

Las secuencias génicas de PEP carboxicinasa procedente de A. succinogenes, malato deshidrogenasa procedente
de S. cerevisiae, fumarasa procedente de R. oryzae y fumarato reductasa procedente de T. brucei se describen en
2F.1. Piruvato carboxilasa citoplasmica procedente de Saccharomyces cerevisiae (Pyc2p) [E.C. 6.4.1.1.], nimero
de acceso de GenBank 1041734, SEC ID NO: 41, es codificada por la secuencia de nucleétidos SEC ID NO: 42.
Se us6 como molde ADN gendmico de la cepa CEN.PK113-5D (MATA ura3-52) de S. cerevisiae para amplificar la
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secuencia codificante de PYC2 (SEC ID NO: 42), usando los cebadores P1 (SEC ID NO: 43) y P2 (SEC ID NO:
44), y la Phusion ADN polimerasa (Finnzymes, Finlandia) segun las instrucciones del fabricante. Para los fines de
clonacion posteriores, en los cebadores se incluyeron sitios de restriccion convenientes.

2F.2. Construccién de constructos de expresion

El constructo de expresion pGBS426PYC-2 (Figura 21) se cre6 después de una restriccion de Spel/Xhol del vector
de expresion de S. cerevisiae p426GPD (Mumberg et al., Gene. 14 de abril de 1995; 156(1):119-22) y ligando
subsiguientemente en este vector un fragmento de restriccion Spel/Xhol que consiste en la secuencia de
nucledtidos de PYC2 amplificada (SEC ID NO: 42). La mezcla de ligamiento se us6 para la transformacion de
TOP10 de E. coli (Invitrogen) dando como resultado el constructo de expresion pGBS426PYC-2 de levaduras
(Figura 21). La construccion de los vectores de expresion pGBS414PPK-3 y pGBS415FUM-3 se describe en 2C.2.
El constructo de expresion pGBS414FRE-1 se cred tras una restriccion de BamHI/Notl del vector de expresion de
S. cerevisiae pRS414 (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 consiste en el constructo génico sintético de la fumarato
reductasa glicosomal (origen Trypanosoma brucei) (SEC ID NO: 35). La mezcla de ligamiento se us6 para la
transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen) dando como resultado el constructo de expresion de levaduras
pGBS414FRE-1 (Figura 22).

2F.3. Cepas de S. cerevisiae

Las cepas SUC-226, SUC-227, SUC-228 y SUC-230 se obtuvieron mediante transformacién 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), como se representa en la Tabla 5.

Tabla 5: Cepas de levadura construidas para el Ejemplo 2F

Nombre Contexto Plasmidos Genes

SUC-226 CEN.PK113-6B pGBS414PPK-3 PCKa, FRDg
pGBS415FUM-3 FUMR, MDH3
p426GPD (vector vacio)

SucC-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)

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

Los parametros de crecimiento y el analisis de las muestras se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo
2C.4, con las siguientes modificaciones: el precultivo se llevé a cabo usando glucosa al 2% (p/v) como fuente de
carbono. En el medio de produccion, se uso glucosa al 10% (p/v) como fuente de carbono.

Como se representa en la Figura 23, la cepa SUC-230, que sobreexpresa MDH3, FUMR y FRDg, produjo hasta 3,0
g/l de acido succinico. La sobreexpresion adicional de PCKa incrementd la produccion de acido succinico hasta 3,4
g/l (cepa SUC-226), y la sobreexpresion adicional de PYC2 incrementd la produccion de acido succinico hasta 3,7
g/l (cepa SUC-228). Sorprendentemente, la sobreexpresion 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 con
el efecto de PCK y PYC solas. Estos resultados muestran un efecto sinérgico de la sobreexpresion combinada de
tanto PEP carboxicinasa procedente 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 genes codificantes de succinato deshidrogenasa en Aspergillus niger

3.1. Identificacién
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Se secuencid y analizé ADN gendmico de la cepa CBS513.88 de Aspergillus niger. Se identificaron dos genes con
proteinas traducidas anotadas como proteinas homoélogas 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. Se disefiaron vectores de
sustitucion génica para sdhA y sdhB segun principios conocidos, y se construyeron segun procedimientos de
clonacioén habituales (véanse la figura 6). Los vectores comprenden las regiones flanqueantes de aproximadamente
1000 pb de los ORFs de sdh para la recombinacion homologa en los locis gendmicos predestinados. Ademas,
contienen el marcador de seleccion amdS bi-direccional de A. nidulans, conducido por el promotor gpdA, entre
repeticiones directas. El disefio general de estos vectores de supresion se describié previamente en los
documentos EP635574B y WO 98/46772.

3.2. Inactivacion del gen sdhA en Aspergillus niger.

Se aislé ADN lineal del vector de supresion pDEL-SDHA (figura 4) y se us6 para transformar CBS513.88 de
Aspergillus niger como se describe en: Biotechnology of Filamentous fungi: Technology and Products. (1992) Reed
Publishing (USA); Capitulo 6: Transformation p. 113 a 156. Este ADN lineal se puede integrar en el genoma en el
locus sdhA, sustituyendo asi al gen sdhA por el gen amdS, como se representa en la figura 6. Se seleccionaron
transformantes en medios de acetamida, y la colonia se purificé seguin procedimientos estandar como se describe
en el documento EP635574B. Las esporas se extendieron en placas en medio de fluoroacetamida para seleccionar
las cepas, que perdieron 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
supresion del gen sdhA. La supresion del gen sdhA fue detectable por la reduccion de tamafio de ~ 2,2 kb de
fragmentos de ADN (fragmento de tipo salvaje de 4,6 kb frente a 2,4 kb para una supresion con éxito de SDHA)
que cubren el locus completo, y se hibridaron a sondas apropiadas. Aproximadamente 9 cepas mostraban una
eliminacion del gen sdhA gendmico de un conjunto de aproximadamente 96 transformantes iniciales.

La cepa dSDHA se seleccion6 como una cepa representativa con el gen sdhA inactivado. La produccion de acido
succinico de dSDHA se determiné en placas de microtitulacion como se describe en el Ejemplo 4.

Ejemplo 4
Clonacién de FRDm procedente de Trypanosoma brucei en dSDHA de Aspergillus niger

La cepa dSDHA de A. niger del ejemplo 3.2 se transformd con la construccion de expresion pGBTOPAN1 (Figura 5)
que comprende fumarato reductasa mitocondrial m1 (FRDm1, SEC ID NO: 7) como se describe en el Ejemplo 1.1.
Se elimind ADN de E. coli mediante digestion con Notl. Se tomaron transformantes de A. niger utilizando Qpix y se
transfirieron a MTP’s que contenian medio selectivo de Aspergillus. Después de 7 dias de incubacién a 30 grados
Celsius, la biomasa se transfiri6 a mano o con un recogedor de colonias a placas de microtitulacion (MTP’s) que
contenian PDA. Después de 7 dias de incubacion a 30 grados Celsius, se esporul6 la biomasa. Estas esporas se
resuspendieron usando el Multimek 96 (Beckman) en 100 microlitros de medio de Aspergillus enriquecido minimo
que contenia glucosa al 10%. Subsiguientemente, 2 MTP con 170 microlitros de medio de Aspergillus enriquecido
minimo que contenia glucosa al 10% y CaCOs3 al 1% se inocularon con 30 microlitros de la suspensién de esporas.
De igual manera, cepa dSDHA y GBS513.88 de A. niger se inocularon en las MTP’s. Estas MTP’s se incubaron
durante 5 dias a 34 grados Celsius, 80% de humedad. Después de 5 dias, se cosecharon 160 microlitros usando
el Multimek 96 (Beckman), y el acido succinico se determiné mediante HPLC como se describe en el Ejemplo 1.4.
Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Efecto de la supresion de succinato deshidrogenasa (SDHA) e insercion de fumarato reductasa
mitocondrial (FRDm1) procedente de T. brucei en A. niger sobre los niveles de produccion de acido succinico

Cepa de A. niger Acido succinico mgl/l
CBS513.88 38
dSDHA 50
dSDHA, + gGBTOPAN1 (FRDm1) 583

La Tabla 6 muestra claramente una mayor producciéon de acido succinico por A. niger que comprende fumarato

22



10

15

20

ES 2522 622 T3

reductasa mitocondrial procedente de T. brucei.
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ES 2522 622 T3

gccacatctg
ggcgaccctt
ctagcgccac
gatggtattt
gaccgecatgg
actatcatta
tgtaactcgce
tttcacatgg
aactctctge
tgcaccatca
atcagccgac
gaagccgagg
acaatagcte
acagttgatt
t999909999
atcaaacgac
atgggggagg
gagcttgatg
aagcatggag
gaaggggcac

gcaacagtgt

cgttacgttc

gcacatatgc
agtttgccct
gaagccgcaa
aacagcgcaa
gatattctceg

actaccgatc

cattagtgge
gcgactcggt
ccgeteecete
ccteggette
cgcgcgagtt
acttaaaggg
gctctacagg
tggactactc
cggtgggtga
gtgtacatca
ttcgggggge
tagagctctt
gcaagcacte
atgtagtgga
atattcgagce
cgccatctgt
aggagcagga
atgaagccct
téQCQQQQaQ
tcgctcaagt
gcettgtgaa
gaagtcgtgt
acgagatagc
ccagaattgt
gttgtggtgce
aggctacatc
acggtggaaa

ctgcectegt

29

gggaagctct
ttcaccaacg
ggttgtttca
gattgttgte
gctctcaagt
gttggagcac
tgaattcgaa
cctcaattgt
gaagcatcaa
ctccagegga
aaﬁgagggac
ctccttageg
tgaagcgagg
tcatcttegt
gtcgggtagg
ggaégaggtg
agagaaggac
ttgcaccagt
catttttgac
gtctgtgaaa
gcgtgatgct
gacgaattac

gcaagaaaca

tattgtgggt’

acaagtcata
aggtattdat
gtattttgag

caaagtgctc

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

- 840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



tcagttaaga
ctctegeaac
gggacaccee
aacctctctg
accgatacaa
ctctcegatg
ggtagtttct
gcecagttttce
tcggttggtg

gatccaaagg

ggtgggatat.

gttgtatcca
tttgegtact
ttctacggaa
ctgattggct
aaggccéaag
agggggccgt
ctcatttcac
catagaccga
aaccgcecttg
cgtgcegeaa
gttgttgtac
tttaacctac
cgtggcgagt
gaccttggca
tgcgeettge
caagaccegg
gtcgcggeag
ccttacgtgg
ttgacgtatc
aacttcgttc
aaatccctgé
ccgcccgtga
ctcgtteata
<210>3
<211> 1164

gtggggacgce
ttggtggceca
taccaattgg
agcgagtaac
cacctgatgg
tggatggcca
ccaatgaccg
caacgacaéa
caaagcttgt
atcccgcgaa
tactcaacaa
aggcaattaa
gegtgctceaa
agaagcttgg
gtgacgaagg
ttgcgtgece
acaatgttgc
cggctgctga
ttcgatgcett
gtggtaattc
caatacttca
gtgagtcceg
ctggggeget
gggacggceca
ctatctccct
gaccgggcega
taaagaagtg
ggactggtgt
acacgttgga
gctcaatttt
ttaacaaccc
agaaggtgct
tgcagcgcga

cggttgacgg

aattggttgg
cagtttcaag
tcatacgatc
gattatgaca
cgcctcegaa
gccatcaaaa
tgaagaaaat
tggcccctgé
ggatatggat
cacaacgaag
gcaaggaaag

tacgcagggt

cgaagatgca

tttgttccag
tgaattacgg
tgtgacgggyg
ttttgtcacg
agttctﬁcag
gtttggtgce

gctcttggaa

aaaacgtgag

ctcecggegaa
gcagcgcaca
acaacttgtt
tctggttegt
cteegtegaa
tctgetgttt
cgcgeccatg
aagcatccegt
gcagcggttt
acccgaaggg
gcaacecgeca
cgtgaagaat

cgagtcggga

ES 2522 622 T3

cttacttctc
cgaacccace
atgagaaccc
catgtgtceg
gtgcgtgtta
ttgcttgcgg
tcactgctct
gcgacéggtg
aaggttcagc
attctcggec
cgcttcgﬁga
aatgaatacc
acaaacctct
cgtgctgaga
gatacgettg
aaggtagtat
ccttcéattc
gagtacaaag
ggtgéagtga
tgtgtggtat
atagccctct
cagttcggga
ggtctcaatc
ggttacttca
gccgacaagg
atcaaagegt
cgtaaccggc

ttgcaggtta

cttatatacg
gcggaagagt
tggacaggtg
tcgagtgage
gagttactga

acgctgta

ttggtgtgcc
gtgccecgga
tcgaggatca
tgaccgagtt
cgggtgtaag
atgccgtegt
gcaagtatgce
acggggttaa
tacaccccac
cggaggcact
atgaacttga
ctggatccgg
tctgtggegg
ctgtggaaga
aaaagtatga
tccettgtgt
attacacaat
gtttaaatat
cgggtggtgt
tcgggaaaat
ccaagacgag
ccggcteteg
tgggcgaatt
gtccaattac
gcacattgaa
gtggaggtct
ctattacgcg
ttegtgegge
ccgcagaaga
tccecgacaa
gagtggggtt
cgetgattgt

gcatgggtta

30

actcagtgtce
caaaacggac
catccgtaac
attgcacgaa
atacagggac

tcttgcaact

‘gectcacctg

actcgcaaca
agggcttatc
ccgaggttca
cctcegetet
tggatgttac

tgcactgggg

gttggccaaa

aacttgcage
ggtgggtaca

gggtggctge.

tctggaaaac

gcacggtggt
tgcgggtgac
ttggacttce
tgttcttegt
tgtggccatc
actaccagag
ggaathatc
tcgtattgat
gtttgctcett

actcaagaag
gtacgacaca
gttcgtetge
tgtcaacaaa
tgtgtgtgga

tgacaaagag

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360

3420
3480
3540
3600
3660

3698



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> FRDm de Trypanosoma que carece de la sefal de localizacion de 68 aa

<400> 3

Met

1

Ala

Asn

Gly

Ser

65

Lys

Ser

Met

His

Ala

Ala

Sexr

Leu

S0

Arg

Ala

Glu

Ser

Ser
130

Asp Gly Ile

Ala
Gly
35

Glu
Ser
Phe
Leu
Glu
115

Ser

Lys
20

Leu
His
Thr
His

Ser

100

Asp

Gly

5

Lys

Cys

Thr

Gly

Met

Arg

Leu

Met

Ser

Arg

Gln

Ile

Glu

70

Val

Val

Arg

Gly

Ser

Asp

Glu

Pro

55

Phe

Asp

Asn

His

Phe
135

Ala

Arg

Asp

40

Tyr

Glu

TYyr

Ser

Val

120

Asp

Ser

Met

25

Glu

Arg

Ala

Ser

Leu

105

Met

Pro

Ile
10

Ala

Pro

Leu

Lys

Leu

Pro

Glu

Ala

val

Arg

Thr

Ala

Ala

75

Asn

Valv

Cys

Ala

val

Glu

Ile

Val

60

Ala

Cys

Gly

Thr

Gly
140

31

Thr
Leu
Ile
45

Val
Glu
Ph.e
Glu
Ile

125

Pro

Asp

Leu

30

Asn

Leu

Ile

Asn

Lys

110

Ser

Ile

Pro

15

Ser

Leu

Cys

Leu

Pro

His

val

Ile

Glu

Ser

Lys

Asn

Arg

80

Glu

Gln

His

Ser



Arg
145
Val
val
Leu
Asp
Gly
225
val
Lys
Asp
Leu
Gly
305
Pro

Met

val

Leu

Thr

Asp

Asp

His

210

Asp

Ala

.Gl.y

Asp

Cys

290

Val

Glu

Tyr.

Arg

Arg

Glu

Leu

Gly

Ala

Glu

180

Leu
195
Leu
Ile
Ile
Lys
Sex
275
Thr
Ala
Glu

Ala

Ile

"355

Gly

Arg

Arg

Lys

Met

260

Pro

Ser

Gly

Gly

Asp

340

Arg

Ala
Glu
165
Glu
Gly
Ala
Ala
Arg
245
Leu
Ser
Gly
Ser
Ala
325

Ala

Tyr

Met
150
vVal
Gly
Vval
Ala
Ser
230
Pro
Lys
Leu
Asp
Ile
310
Leu

Leu

Leu

Arg
Glu
Thr
Asn
Gly
218
Gly
Pro
Met
Leu
Tyr
295
Phe
Ala

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

Lys
200

Met

Arg

Ser

Gly

His

280

Glu

Asp

Gln

Thr

Glu
360

ES 2522 622 T3

His

Phe

Ala

185

Gly

Pro

Asn

Vval

Glu

265

val

Asn

Trp

val

val

345

Gly

Asn
Ser
170
Arg
Tyr
Asn
Ile
Glu
250

Glu

Val

Val

Gln
Ser
330

Cys

Trp

Asp
155

Leu

Lys
Thr
val
Lys
235
Glu
Glu
Glu
Leu
Arg
31S
val

Leu

Arg

Met

Ala

His

val

Leu

220

Gly

Val

Gln

Leu

Tyr

300

Arg

Lys

vVal

Tyr

32

Ser

Gln

Ser

Asp

205

Phe

Asn

Ile

Glu

Asp

285

His

Gly

Cys

Lys

Val
365

Asp

Ser

"Glu

190

Tyr
Glu
Leu
Arg
Glu
2‘79
Asp
Pro
Leu
Tyr
Arg

350

Arg

Ile
Phe
175
Ala
Val
Trp
Trp
Arg
255
Lys
Glu
Lys
Leu
Ser
338

Asp

Ser

Ser

160

Asp

Arg

Vval

Gly

Ala

240

Ala

Asp

Ala

His

Ser

320

Ala

Ala

Arg



Val Thr
370

Met His
385

Ala Gly
Gly Leu
Leu Met

Ser Gly
450

Leu Asp
465

Gly Gly
Qly Asp
Leu Ser
Asp Lys

539

Thr Leu
545

Met Thr

Pro Asp

Asn

Glu

Ser

Ser

Glu

435

Ile

Gly

Thr

Ala

Gln

515

Thr

Glu

His

Gly

Tyr
Ile
Leu
Ala
420
Lys
Asn
Gly
Thr
Ile
500
Leu
Asp
Asp

Val

Ala
580

Phe
Ala
Pro
405
Ala
Glu
Gly
Lys
Asp
485
Gly
Gly
Gly
His
Ser

565

Ser

Ala
Gln
390
Ser
Ile
Gly
Trp
Tyr
470
Pro

Trp

Gly

Thr

Ile
550

val

Glu

Tyr

375

Glu

Arg

Glu

Arg

Gly

455

Phe

Ala

Leu

His

Pro

535

Arg

Thr

val

Thr

Thr

Ile

Ala

Ile

440

Thr

Glu

Leu

Thr

Ser

520

Leu

Asn

Glu

Arg

ES 2522 622 T3

Arg

Arg

Val

Ala

425

Gly

Arg

Arg

Val

Ser

505

Phe

Pro

Asn

Leu

val
585

Gln

Glu

Ile

410

Ser

Gly

Thr

Asp

Lys

490

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

570

Thr

Gly

Leu
395

val

Cys

Asn

Gln

Thr

475

Val

Gly

arg

Gly

Ser

555

His

Gly

Glu Arg Leu Ala His

380

Arg

Gly

Gly

Ser

Ala

460

Phe

Leu

val

Thx

His

540

Glu

Glu

val

33

Glu

Gly

Ala

Ala

445

Lys

Leu

Ser

Pro

His

525

Thr

Arg

Thr

Arg

Ile

Gly

Gln

430

Lys

‘Ser

Ser

Val

Leu
510

.Arg

Ile

Val

Asp

Tyr
590

Arg

Leu
415
Val
Ala
Asp
Gly
Lys
495
Ser
Ala
Met
Thr
Thr
575

Arg

Ile
400
Ala
Ile
Thr
Ile
val
480
Ser
Val
Pro
Arg
Ile
560

Thr

Asp



Leu
Val
Leu
625
Pro
Lys
Asp
Leu
val
705
Gln
val
Phe
Glu
Leu
785
Thr

Asn

Ser
Leu
610
Cys
Trp
Leu
Pro
Arg
690
Asn
Gly
Leu
Tyr
Leu
770
Glu

Gly

val

Asp

595

Ala

Lys

Ala

Val

Lys

675

Gly

Glu

Asn

Asn

Gly

755

Ala

Lys_

Lys

Ala

vVal

Thr

Tyr

Thr

Asp

660

Asp

Ser

Leu

Glu

Glu

740

Lys

Lys

Tyr

vVal

Phe

Asp
Gly
Ala
Gly
645
Met
Pro
Gly
ASp
Tyr
725
Asp
Lys
Leu
Glu
val

805

val

Gly
Gly
Pro
630
Asp
Asp
Ala
Gly
Leu
710
Pro
Ala
Leu
Ile
Thr
790

Phe

Thr

Gln

Phe

615

His

Gly

Lys

Asn

Ile

695

Arg

Gly

Thr

Gly

Gly

775

Cys

Pro

Pro

Pro
600
Ser
Leu
Val
val
Thr
680
Leu
Ser
Ser
Asn
Leu
760
Cys
Ser

Cys

Ser

ES 2522 622 T3

Ser

Asn

Ala

Lys

Gln

665

Thr

Leu

Val

Gly

Leu

745

Phe

Asp

Lys

val

Ile

Lys

Asp

Ser

Leu

650

Leu

Lys

Asn

val

Leu

arg

Phe

635

Ala

Hig

Ile

Lys

Ser

. 718

Gly
730

Phe

Gln

Glu,

Ala

Val
810

His

Cys

Cys

Arg

Gly

Lys

795

Gly

Tyr

Leu
Glu
620
Pro
Thr
Pro
Leu
Gln
700
Lys
TyT

Gly

Ala

Glu

780

Val

Thr

Thr

34

Ala

605

Glu

Thr

Ser

Thr

Gly

685

Gly

Ala

Phe

Gly

Glu

765

Leu

Ala

Arg

Met

Asp

Asn

Thr

val

Gly

670

Pro

Lys

Ile

Ala

Ala

750

Thr

Arg

Cys

Gly

Gly

Ala

Ser

Asn

Gly

655

Leu

Glu

Arg

Asn

Tyr

735

Leu

val

Asp

Pro

Pro

815

Gly

Val

Leu

Gly

640

Ala

Ile

Ala

Phe

Thr

720

Cys

Gly

Glu

Thr

Val

800

Tyr

Cys



ES 2522 622 T3

820 ' 825 . : 830

Leu Ile Ser Pro Ala Ala Glu Val Leu Gln Glu Tyr Lys Gly Leu Asn
835 840 845

Ile Leu Glu Asn His Arg Pro Ile Arg Cys Leu Phe Gly Ala Gly Glu
850 855 860

Val Thr Gly Gly Val His Gly Gly Asn Arg Leu Gly Gly Asn Ser Leu
865 ) 870 875 . 880

Leu Glu Cys Val Val Phe Gly Lys Ile Ala Gly Asp Arg Ala Ala Thr
885 890 895

Ile Leu Gln Lys Arg Glu Ile Ala Leu Ser Lys Thr Ser Trp Thr Ser
900 905 910

Val Val Val Arg Glu Ser Arg Ser Gly Glu Gln PhebGly Thr Gly Ser
915 920 925

Arg Val Leu Arg Phe Asn Leu Pro Gly Ala Leu Gln Arg Thr Gly Leu
930 935 940

Asn Leu Gly Glu Phe Val Ala Ile Arg Gly Glu Trp Asp Gly Gln Gln
945 : 950 955 960

Leu Val Gly Tyr Phe Ser Pro Ile Thr Leu Pro Glu Asp Leu Gly Thr
965 970 975

Ile Ser Leu Leu Val Arg Ala Asp Lys Gly Thr Leu Lys Glu Trp Ile
980 985 990

Cys Ala Leu Arg Pro Gly Asp Ser Val Glu Ile Lys'Ala Cys Gly Gly
995 . 1000 1005

Leu Arg Ile Asp Gln Asp Pro Val Lys Lys Cys Leu Leu Phe Arg
1010 _ 1015 1020

Asn Arg Pro Ile Thr Arg Phe Ala Leu Val Ala Ala Gly Thr Gly
1025 1030 1035

Val Ala Pro Met Leu Gln Val Ile Arg Ala Ala Leu Lys Lys Pro
1040 1045 : 1050

35



Tyr Val
1055

Glu Tyr
1070

Glu Glu
1085

Pro Pro
1100

Ser Leu
1118

Val val
1130

Leu Leu
1145

Gly Glu
) 1160

<210> 4

Asp

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

Ser

Ser

<211> 1142

<212> PRT

Thr

Thr

Pro

Gly

Lys

Gly

Met

Gly

Leu

Leu

Asp

Trp

val

Pro

Gly

Thr

Glu

Thr

Lys

Thr

Leu

Pro

Tyr

Leu

<213> Trypanosoma brucei

<400> 4

Met Val Asp Gly Arg Ser Ser Ala Ser Ile
5

1

Ser
1060

Tyr

Ile

Arg

1075 .

Phe
1090

Gly
1105

Gln
1120

Val
1135

Asp
1150

Val

Gly

Pro

Met

Lys

ES 2522 622 T3

Arg

Ser

Cys

val

Pro

Gln

Glu

Leu Ile Tyr
1065

Ile Leu Gln
1080

Agsn Phe Val
1095

Gly Phe Vval
1110

Ser Ser Glu
1125

Arg Asp Val
1140

Leu Val His
1155

10

Ala

Arg

Leu

Asn

Pro

Lys

Thr

Ala Glu
Phe Ala
Asn Asn
Lys Lys
Leu Ilé
Asn Glu’

Val Asp

Val Ala Val Asp Pro Glu

15

Arg Ala Ala Arg Glu Arg Asp Ala Ala Ala Arg Ala Leu Leu Gln Aép
25

Ser Pro Leu His Thr Thr Met Gln Tyr Ala

35

Thr Val Pro Tyr Ala Leu Lys Val Val Ala
55

50

20

40

60

36

30

Thr Ser Gly Leu Glu Leu
45

Ser Ala Asp Thr Phe Asp



Arg

65

Ala

Val

Lys

Cys

Ala

145

Ala

Ile

Lys

Phe

Met

225

Ser

val

Asn

Trp

Ala

Asp

Gly

Arg

Phe

130

Leu

Cys

Ser

Gly

Gln

210

Asn

Leu

Ile

Leu

Lys

Lys

Thr

Arg

-Glu

Val

Leu

100

val
115
Asp
Gly
Thr
Arg
.Tyr
195
Asn
Ala
Asp
Ser
Ile
275

Gly

Met

Pro

Lys

Leu

Lys

180

Ile

Val

Arg

Met

Leu
260

Tyr

Lys

Val

Leu

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Pro

165

His

Val

Phe

Asn

Leu
245

‘Asp

Thr

Glu

Ala

70

Asn

Val

Cys

Thr

Arg
150

Asn

Glu

Asp

Phe

Thr

230

Pro

Asn

Ala

Leu

Asp

Ser

Gly

Cys

Ala

135

Asn

Ser

His

Tyr

Asp

215

Pro

Asn

Glu

Asp

Met

Glu

Phe

Gln

Gln

120

Pro

Asn

Phe

Ala

Val
200

Trp

Trp

Pro

Ala

Asp

280

Lys

ES 2522 622 T3

Val

Asn

Lys

105

Arg

val

Ala

val

Ser

Leu

Pro

90

His

val

Ala

Cys

Ile

170

Leu

185

Ile

Gly

Val

Pro

Leu

265

Lys

Pro

Asp

Giy

Val

Lys

250

Ala

Pro

Ser

Arg

75

Asn

Gln

TYyr

Lys

Leu

155

Asp

Asp

Asn

Asp

Gly

235

Glu

Thr

Leu

Gln

Cys

Ser

Met

Asn

Ala

140

Glu

Phe

Leu

Ile

Cys

220

Ile

Ala

Ser

Thr

Ser

37

Ala

Glu

Ser

Ser

125

Leu

Ala

Glu

Gly

Asn

205

Arg

Thr

Ser

Gly

Cys

285

Asn

Txp

vVal

Ala

110

Ser

Arg

Leu

Ala

Gly

190

Ala

Ala

Arg

Tyr

Asp

270

Thr

Ile

Gln

Ser

95

Pro

Ala

Glu

Thr

Gly

175

Val

Ala

Sex

Pro

Ile

255

Tyr

Tyr

Ala

Leu

80

Leu

Leu

Gly

Ile

Gln

160

Thr,

Sei

Gly

Gly

Pro

240

Ser

Glu

Asp

Gln



vVal
305
Ala
Gly
Arg
Ala
Ile
385
Ala
Gly
Arg
Arg
val
465
Ser

Arg

Pro

290

Ser

Cys

Trp

Glu

Glu

370

Val

Gly

Gly

Ala

Asp

450

Lys

Leu

Lys

Ile

val

Phe

Arg

Asn

358

Met

Val

Cys

Asn

Gln

435

Thr

Thr

Gly

Arg

Gly
515

Lys
Ile
Tyr
340
Glu
Arg
Gly
Gly
Ser
420
Ala
Tyr
Leu
Val
Thr

500

Phe

Cys
Lys
325
val
Arg
Lys
Gly
Ala
405
Ala
Lys
Lys
Ser
Pro
485

His

Thr

Tyr

310

Arg

Arg

Val

Gly

390

Gln

Lys

Ala

Ser

Met

470

Leu

Arg

Ile

295

Ser

Asp

Asp

Ala

Arg

375

Leu

Val

Ala

Ser

Gly

455

Lys

Thr

Ala

Met

Ala
Pro
Thr
Lys
360
Ile
Ala
val
Thr
I1le
440
Ile
Ser
vVal

Pro

Lys
520

ES 2522 622 T3

Met Tyr

Ala Lys
330

Val Arg
345

Met Phe
Ser Asn
Gly Leu

Leu Met
410

Ser Gly
425

Val Asp
Gly Gly
Ala Asp

Leu Ser
4930

Agsp Lys
505

Thr Leu

Ala
315

val

Asp

Glu

Thr

Ser

395

Glu

Ile

Gly

Asn

Ala

475

Gln

Lys

Glu

300

Asp

Arg

Tyr

Ile

Leu

380

Ala

Lys

Asn

Gly

Thr

460

Ile

Leu

Asp

Asp

38

Ala
Gln

Arg

ala

365

Pro

Ala

Glu

Gly

Lys

445

Asp

Gly

Gly

Gly

His
525

Leu

Leu

Vval

350

Thr

Ala

Ile

Ala

Trp

430

Tyrxr

Pro

Trp

Gly

Thx

510

Val

Ala

Leu

335

Tyr

Glu

Arg

Glu

Lys

415

Gly

Phe

Ala

Leu

His

495

Pro

Arg

Thr

320

Asp

Val

Asp

Val

Ala

400

Leu

Thr

Glu

Leu

Thr

480 -

Sexr

Leu

Gly



Asn

Leu

545

Val

Leu

Thr

Pro

Leu

530

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

610

Gln

625

Pro

Leu

Gln

Lys

Met

705

Val

Ala

Arg
Thr
Gly
Gly
Ala
690
Phe

Ser

Asp

Ser

Ser

Gly

Asp

Asp
595

Thr

Leu

Gly

Pro

Lys

675

Ile

Ala

Ser

Thr

Gly

Glu

Val

Ala

580

Ser

Asn

Gly

Leu

Glu

660

Arg

Met

TYyr

His

Met
740

Arg

Thr

Glu

565

Val

Leu

Gly

Ala

Ile

645

Ala

Phe

Glu

Cys

Glu

725

Arg

Ile

Lys

550

Phe

Ile

Leu

Pro

Gln

630

Asn

Leu

Val

Thr
535
Glu
Thr
Leu
Arg
Trp
618
Leu
Pro

Arg

Asn

Ile

Arg

Gln

Ala

Glu

600

Ala

val

Lys

Gly

Glu
680

Gln Gly Ala

vVal
710

Phe

Asp

695

Leu

Tyr

Leu

Asn

Trp

Ala

ES 2522 622 T3

Met

Pro

Ala

Glu

Asp

Gly

570

Thr
585
His
Thr
Asp
Asp
Ser
665
Leu
Glu
Ala

Lys

Ala
745

Gly

Ala

Gly

Met

Pro

650

Gly

Asp

Tyx

Ala

Lys

730

Leu

Asn

Gly

555

Ser

Gly

Pro

Asp

Asp

635

Ala

Gly

Leu

Pro

Ala

Cys

540

Thx

Gly

Phe

His

Gly

620

Lys

Asn

val

Arg

Gly

700

Gln

715

Met

Ile

Gly

Gly

39

Ser
Lys
Lys
Ser
Leu
605
Val
vVal
Pro
Leu
Ser
685
Ser
Lys

Leu

Cys

val

Gln

Thr

Asn

590

val

Lys

Gln

Thr

Leu

670

val

Gly

Leu

Phe

Pro
750

Thr

Ile

Thr

575

Asp

Asn

Leu

Leu

Lys

655

Asn

val

Gly

Phe

Val

735

Val

Ser
Arg
560
Ile
Lys
Phe
Ala
His
640
Phe
Lys
Ser
Ser
Gly
720

Lys

Glu



Ser
Arg
Thr
785
Thr
Asn
Leu
Leu
Gly
865
Phe
Val
Leu
Asp
Pro

945

Thr

val
Ser
770
Lys
Met
Thr
Phe
Gly
850
Asp
Lys
Tyr
Gln
Trp
930

Asp

Leu

Gln
755
Cys
Gly
Gly
Ser
Gly
835
Gly
Arg
val
Gly
Arg
915
Asp

Asp

Arg

Gln

Pro

Pro

Gly

Ser

820

Ala

‘Asn

Ala
Trp
Ala
900
Ser
Gly

Leu

Glu

Thr
Ile
Tyr
Cys
805
Arg
Gly
Ser
Ser
Thr
885
Gly
Gly
Gln

Gly

Trp
965

Leu

Thr

Tyr
790

Leu

Ala

Glu

Leu

Thr

870

Thr

Ser

Leu

Gln

Met

950

Ile

Glu

Arg

775

val

Ile

Pro

Val

Leu

855

Ile

Val

Arg

Ser

Leu

935

Ile

Ser

Glu

760

Lys

Ala

Ser

Leu

Thr

840

Glu

Leu

Val

_Val

Leu

920

Ile

Asp

Ala

ES 2522 622 T3

Tyr

Ser

Phe

Pro

Ser
825

Gly .

Cys
Gln
Leu
Leu
905
Gly
Gly

Ile

Leu

Glu
Val
Val
Ser
810
His
Gly
val
Arg
Arg
890

Arg

Gln

Tyr

Leu

Glu
970

Arg
Tyx
Thr
795
Ala
Ser
Val
val
Lys
875

Glu

Phe

Phe ‘

Tyr

Ala
955

Pro

Leu

Pro

780

Pro

Glu

Asn

His

Phe

860

Ser

Val

Asn

Ile

Ser

940

Arg

Gly

40

Ser
765

Cys

Ser

Ile

Pro

Gly

845

Gly

Ser.

Arg

Leu

Ala

925

Pro

Ser

Asp

Ile

Val

Ile

Gln

Ile

830

Gly

Arg

Ala

Glu

Pro

910

Ile

Ile

Asp

Ala

Ser
Leu
His
Met
815
Leu
Asn
Ile
Leu
Gly
895
Gly
Arg
Thr

Lys

Val

- 975

Gln

Gly

Tyr

800

Lys

Gly

Arg

Ala

Ser

880

Gly

Ala

Gly

Leu

Gly
960

Glu



Met Lys Ala Cys Gly Gly Leu Val Ile Glu Arg Arg Leu Ser Asp Lys
' 980

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

Gly Gly
1010

Phe Met
1025

Tyr Ala
1040

Glu Glu
1055

Val Leu
1070

Ile Asp
1085

Asn Leu
1100

Val Lys
1115

Arg Thr
1130

<210> 5

Thr

Lys

Ala

Arg

Asn

Arg

Leu

Ala

val

<211> 3429

<212> ADN

Gly
Pro
Glu
Arg
Axg
Gly
Val
Tpr

Asp

‘Val

Phe

-AsSp

Arg

Pro

Ile

Ala

Leu

Glu

Ala

Ile

val

Glu

‘Pro

Leu

Ile

Lys

Thr

<213> Trypanosoma brucei

<400> 5

ES 2522 622 T3

985

1000

Pro
1015

Asp
1030

Thr
1045

Ser
1060

Pro

1075

Thr
1090

Cys
1105

Thr
1120

Glu
1135

Met

Thr

Glu

Arg

Leu

Asn

Gly

Leu

Pro

Leu

Leu

Leu

Gly

Trp

His

Pro

Gly

Ser

Gln

Glu

Thr

Lys

-Thr

val

Pro

Tyr

Gly

990

1005

Ile Ile
1020

Ser Val

Lys

His

1038

Tyr Arg
1050

Phe Lys
1065

Asp Gly
1080

Gln Pro

1095

Val Met
1110

Asn Met
1125

Ser Ser
1140

Glu

Lys

vVal

Pro

Gln

Asn

Lys

atggtagacg ggcgatcttc tgcatcaatt gttgcegttg atcccgaaag

gagcgcgacg cagcagcgcg tgceccttcett caagacagtc cgctacacac

tatgcaacgt ctggtcttga gcttaccgtt ccctatgcac ttaaggtggt

gacaccttcg atcgcgctaa ggaggttgee gatgaggtge tacgctgegce

41

Ala

Leu

Val

Thr

Gly

Ser

Arg

Leu

Ile

ggctgcgegt
gaccatgcaa
tgccagtgct

atggcaactc

Ala

Ile

Leu

Phe

Phe

Asp

Ile

Vval

60

120

180

240



.gccgacaceg
cctgtgggge
cgtgtgtata
ctgcgtgaga
gcgtgtacge
cacgagcatg
attgataata
cgtgcgagtg
tcecettgata
gacaacgagg
aaacccctta
aatatcgcgc
gcgtgtttca
gtgegtgata
atgtttgaga
cecegetegtg
gcaggatgcg
gccaaggega
gtggatggtg
gatcctgece
tcgttgggtg
catcgggeac
accctcgagg
agtgtaacgt
gttactggtg
gtcatccttg
cacgccecge

gtgaaacttg

téttgaacag
agaagcacca
actcatcggce
ttgcactggg
ttcccaacag
cgtetetgga
téaatgétgc
gtatgaatgc
tgctccctaa

ccettgecac

.cctgcactta

aggtatcggt
taaagcggga
cagtgagaga
tegccacaga
tcattgtggt
gtgct;aggt
catctggtat
ggaaatactt
ttgtgaagac
taccgctgac
cggataagaa
atcacgtgcé
cgttgctcag
tggagttcac
ccactggtgg
écttggtcaa

cacagcgact

tttcaacccg

aatgtctgct
tggatgtttt
gaaggagcgg
ttttgtgatc
cctaggtggg
tggatttcaa
gcgcaatacd
cccgccaaag
gagtggegat
tgactggaag
taaatgttat
tccggcgaag
ttacagggtc
ggatgcggaa
gggcggtggat
tgtgcttatg
caaéggatgg
cgagcgtgac
actttctatg

ggtattgtca

agatggtaca’

tggtaacctt
tgagacgaag
gcaggctgge
attttctaac
cttceectacg

tggcgétcaa

ES 2522 622 T3

aacagtgagg
ccactcaagc
gatccctcca
aacaatgcectt
gatttcgaag
gttagcaaag

aacgtttttt

‘ccgtgggttg

gaggcgtegt
tatgaaaact
gggaaggaac
agcgccatgt
gttecgacage
tacgttcgtg
atgaggaaga
cttgegggtt
gagaaggagg
ggcacacgtg
acatécaagt
aaaagtgctg
cagcttgggg
cctctaccta
tctggcecgea
gaacggccag
agtgggaaga
gacaaaactg
acgaatggcc

ctggtggata

tttcactcgt
gtgtgatgge
cagcacccgt
gtctggagge
ctggaactat
gttatatcgt
ttgactgggg
ttggtataac
atgtcagcgt
taatatacac
tgatgaaacc
acgctgacge
thgggang

aaaatgagcg

ggcggatcag

tgtcegegge
cgaagctcgyg
ctcaggcgaa
ctggtatcgg
acgctattgg
gtcacagcceg
teggatttac
ﬁcaccataat
atggcactaa
cgaccatact
cagactcect
cgtgggcgac

tggacaaggt

42

gggtcgectg
atgctgccag
cgcaaaggcg
acttactcaa
cagccgtaag
tgattatgtc
tggagactgc
tcgecectecg
tatctctctce
cgctgatgat
ttctcagtce
gcttgcgaét
ttggcgttac
agtagcgaag
caacacactt
catcgaagcet
aggcéacagc
ggcaagcatt
gggtaacacc
gtggqtgacc
caagégcata
aatcatgaaa

ggaaaactgc

acagatacga

tgcagatgct
gcttegtgag
aggtgatggc

ccagttgcat

300
360

420

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

1380

1440

1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



ccgacaggcec
' gcgctacgtg
cttgacctcc
tcgggtggta
gtcégctcac
agggaccteg
tacgagcggc
tgcgtgctceg
acaatgggtg
cgcgetcecac
ggtggtgtgc
gggagaattg
ttcaaggtgt
gggtcccgeg
ggccaattta
cccatcacgce
acgctgaggg
ggtggtctgg
atcaacaagc
aaagcagcct
gcggaggacg
cgtggaaagt
gttggcttca
ctggtggeca
ttgggctaca

aaaatttga

<210> 6
<211> 1139

<212> PRT

tcatcaaccc
gatccggtag
gttctgtggt
gcatgttege
acgagttcta
ctgcactéat
tctcecatatc
gcactaaggg
gatgtctcat
tgagtcacag
acggtgggaa
cgggtgatcg
ggacgaccgt
tgcttegett
tcgcaattcg
tgccagatga
agtggatttce
tgattgagcg
tttgtctaat
ttatgaaacc
tgacggagtt
tcaagaaaac
tcgaccggag
tatgcggace

acatgaacct

<213> Secuencia artificial

<220>

gaaggatcca
cgttttgttg
atcgaaagcc
ctactgtgtg
ctggaagaag
tgggtgecca
acagcgttce
ccectactac
ctegecttot
caacccaatce
ccggttggge
ggcctcgace
égtgctgcgt
taatttaccc
tggtgattgg
tcttggcecatg
cgctctggag
ccgecttaage
tgctggtgga
cttcattgac
gacgtatcgce
gtttgtecte
catcctcaca
accggtaatg

tgtgaggact

ES 2522 622 T3

gcgaacccta
aacaagcaag
atcatggaac
ttgaatgctg
atgggtctct

gtggaatctg

tgccccatca

gtcgccttcg
gctgaaatac
ctcgggttét
ggcaattégc
atccttcaga
gaagtacgcg
ggggcgcetge
gacggtcagce
atcgatatac
ccgggtgacg
gataagcact
acgggtgtgg
écattggaga
gaggtgctgg
aaccggcecce
aatcatgtgc
cagcgcattg

gtggatgaaa

caaagttcct
gcaagcgctt
agggtgcgga
cggcgcagaa
tcgtgaaggé
tgcagcagac
cgcgcaéaag
tgacaccttc
aaatgaagaa
ttggtgcegg
tgcttgagtg
ggaagtccte
aaggtggtgt
aacggtctgg
agttgatcgg
tcgeccgeag
ctgtggagat
ttgtgttcat
caccgatgct
gegttcatct
aggagcgccg
cgcecectatg
agccgecatce
taaaggcgac

cggagceccecgag

<223> FRDg que carece de la sefial de localizacion C-terminal de 3 aa

<400> 6

43

tggacctgag
cgttaatgaa
atatcctgga
gctctttggt
tgacaccatg
gctggaggag
cgtctatceg
gattcactac
cacatcatca
tgaggtaacg
cgtegtgttt
agcactttec
gtacggtgct
tctgagecte
ttattacagt
tgataagggg
gaaggcatgce
gggacacatt
gcaaataatc
catctatgce
tcgtgagtca
gactgatggt
tgacaacctyg
cctgaagact

cggctcatee

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

3429



Met

Arg

Ser

Thr

Arg

65

Ala

Val

Lys

Cys

Ala

145

Ala

Ile

Lys

val

Ala

Pro

val

50

Ala

Asp

Gly

Arg

Phe

130

Leu

Cys

Ser

Gly

Asp

Ala

Leu

35

Pro

Lys

Thr

Arg

Gly

Arg

20

His

Tyr

Glu

Val

Leu

100

Val
115

Asp

Gly

Thr

Arg

Tyr
195

Met
Pro
Lys
Lgu
Lys

180

Ile

Arg

Glu

Thr

Ala

Val

Leu

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Pro

165

His

val

Ser

Arg

Thr

Leu

Ala

70

Asn

Vval

Cys

Thr

Arg

150

Aén

Glu

Asp

Ser

Asp

Met

Lys

55

Asp

Ser

Gly

Cys

Ala

1358

Asn

Ser

His

Tyr

Ala
Ala
Gln
40

Val
Glu
Phe
Gln
Gln
120
Pro
Asn
Phe
Ala

val
200

ES 2522 622 T3

Ser

Ala
25°

Tyr

Val

Val
Asn
Lys
105
Arg
Val
Ala
val
Ser

185

Ile

Ile

10

Ala

Ala

Ala

Leu

Pro

90

His

val

Ala

Cys

Ile

170

Leu

Asp

Val,

Arg

Thr

Ser

Arg

75

Asn

Gln

Tyr

Lys

Leu

155

Asp

Asp

Asn

Ala

Ala

Ser

Ala

60

Cys

Ser

Met

Asn

Ala

140

Glu

Phe

Leu

Ile

44

val

Asp Pro Glu

15

Leu Leu Gln

Gly

45

Asp

Ala

Glu

Ser

Ser

125

Leu

Ala

Glu

Gly

Asn
205

Leu

Thr

Trp

Val

Ala

110

Ser

Arg

Leu

Ala

Gly

190

Ala

Glu

Phe

Gln

Ser

Pro

Ala

Glu

Thr

Gly

175

Val

Ala

Asp

Leu

Asp

Leu

Leu

Leu

Gly

Ile

Gln

160

Thr

Ser

Gly



ES 2522 622 T3

Phe Gln Asn Val Phe Phe Asp Trp Gly Giy Asp Cys Arg Ala Ser Gly
210 : 215 . 220

Met Asn Ala Arg Asn Thr Pro Trp Val Val Gly Ile Thr Arg Pro Pro
225 © 230 235 240

Ser Leu Asp Met Leu Pro Asn Pro Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Ile Ser’
245 250 255

Val Ile Ser Leu Asp Asn Glu Ala Leu Ala Thr Ser Gly Asp Tyr Glu
260 265 ‘ 270

Asn Leu Ile Tyr Thr Ala Asp Asp Lys Pro Leu Thr Cys Thr Tyr Asp
275 : - 280 285

Trp Lys Gly Lys Glu Leu Met Lys Pro Ser Gln Ser Asn Ile Ala Gln
290 295 300

Val Ser Val Lys Cys Tyr Ser Ala Met Tyr Ala Asp Ala Leu Ala Thr
305 . 310 315 320

Ala Cys Phe Ile Lys Arg Asp Pro Ala Lys Val Arg Gln Leu Leu Asp
325 330 335

Gly Trp Arg Tyr Val Arg Asp Thr Val Arg Asp Tyr Arg Val Tyr Vél
340 ‘ 345 350

Arg Glu Asn Glu Arg Val Ala Lys Met Phe Glu Ile Ala .Thr Glu Asp
i 355 360 365

Ala Glu Met Arg Lys Arg Arg Ile Ser Asn Thr Leu Pro Ala Arg Val
370 375 380

Ile Val Val Gly Gly Gly Leu Ala Gly Leu Ser Ala Ala Ile Glu Ala
385 390 395 <400

Ala Gly Cys Gly Ala Gln Val Val Leu Met Glu Lys Glu Ala Lys Leu
405 . 410 415

Gly Gly Asn Ser Ala Lys Ala Thr Ser Gly Ile Asn Gly Trp Gly Thr
420 425 430

45



Arg Ala

Arg

val

Asp
450

Lys

465 .

Ser

Arg

Pro

Asn

Leu

545

val

Leu

Thr

Pro

Gln

625

Pro

Leu

Leu
Lys
Ile
Leu
530
Leu
Thr
Ala
ala
Thr
610
Arg
Thr

Gly

Gln
435
Thr
Thr
Gly
Arg
Gly
515
Ser
Ser

Gly

Asp

Ala

Tyr

Leu

Val

Thr

500

Phe

Gly

Glu

val

Ala

. 580

Asp

595

Thr

Leu

Gly

Pro

Ser

Asn

Gly

Leu

Glu

Lys
Lys
Ser
Pro
485
His
Thr
Arg
Thr
Glu
565
Val
Leu
Gly
Ala
Ile

645

Ala

Ala
Ser
Met
470
Leu
Arg
Ile
Ile
Lys
550
Phe
Ile
Leu
Pro
Gln
630

Asn

Leu

Ser
Gly
455
Lys
Thr
Ala
Met
Thr
535
Glu
Thr
Leu
Arg
Trp
615
Leu

Pro

Arg

Ile
440
Ile
Ser
Vval
Pro
Lys
520
Ile
Axrg
Gln
Ala
Glu
600
Ala
Val

Lys

Gly

ES 2522 622 T3

Val

Gly

Ala

Leu

Asp

505

Thr

Met

Pro

Ala

Thr

585

His

Thr

Asp

Asp

Ser

Asp

Gly

Asp

Ser

490

Lys

Leu

Glu

Asp

Gly

570

Gly

Ala

Gly

Met

Pro

650

Gly

Gly

Asn

Ala

475

Gln

Lys

Glu

Asn

Gly

555

Ser

Gly

Pro

Asp

Asp

635

Ala

Gly

Gly

Thr

460

Ile

Leu

Asp

Asp

Cys

540

Thr

Gly

Phe

His

Gly

620

Lys

Asn

Val

46

Lys

445

Asp

Gly

Gly

Gly

His

525

Ser

Lys

Lys

Ser

Leu

605

Val

Val

Pro

Leu

Tyr

Pro

Trp

Gly

Thr

510

Val

val

Gln

Thr

Asn

590

val

Lys

Gln

Thr

Leu

Phe

Ala

Leu

His

495

Pro

Arg

Thr

Ile

Thr

575

Asp

Asn

Leu

Leu

Lys

655

Asn

Glu

Leu

Thr

480

Ser

Leu

Gly

Ser

Arg

560

Ile

Lys

Phe

Ala.

His

640

Phe

Lys



Gln

Lys

Met
705

Val-

" Ala

Ser

Arg

Thr

785

Thr

Asn

Leu

Leu

Gly

865

Phe

Giy
Ala
690
Phe
Ser
Asp
Val
Ser
770
Lys

Met

Thr

Phe

Gly

850

Asp

Lys

Lys

675

Ile

Ala

Ser

Thr

Gln

755

Cys

Gly

Gly

Ser

Gly
835

Gly

Arg

val

660

Arg

Met

Tyr

His

Met

740

Gln

Pro

Pro

Gly

Ser

820

Ala

Asn

Ala

Trp

Phe

Glu

Cys -

Glu

725

Arg

Thx

Ile

Tyxr'
790

Cys

805

Arg

Gly

Ser

Ser

Thx
885

Val
Gln
val
710
Phe
Asp
Leu
Thr
T?r
Leu
Ala
Glu
Leu
Thx

870

Thr

Asn
Gly
695
Leu
Tyr
Leu
Glu
Arg
775
Val
Ile
Pro
val
Leu
855

Ile

val

Glu
680
Ala
Asn
Trp
Ala
Glu
760
Lys
Ala
Ser
Leu
Thr
840
Glu

Leu

Val

ES 2522 622 T3

665

Leu
Glu
Ala
Lys
Ala
745
Tyr
Ser
Phe
Pro
Ser
825
Gly
Cys

Gln

Leu

Asp

Tyr

Ala

Lys

730

Leu

Glu

Vval

Val

Ser

810

His

Gly

Val

Arg

Arg
890

Leu

Pro

Ala

715

Met

Ile

Arg

Tyr

Thr

795

Ala

Ser

val

val

Lys

875

Glu

Arg

Gly

700

Gln

Gly

Gly

Leu

Pro

780

Pro

Glu

Asn

His

Phe

860

Ser

Val

47

Ser

.685

Ser

Lys

Leu

Cys

‘ser

765

Cys

Ser

Ile

Pro

Gly

845

Gly

Ser

Arg

670

Val val Ser

Gly Gly Ser

Leu Phe Gly
720

Phe Val Lys
735 ’

Pro Val Glu
750

Ile Ser Gln

vVal Leu Gly

Ile His Tyr
800

Gln Met Lys
815

Ile Leu Gly
830

Gly Asn Arg

Arg Ile Ala

Ala Leu Ser
880

Glu Gly Gly
895



ES 2522 622 T3

Val Tyr Gly Ala Gly Ser Arg Val Leu Arg Phe Asn Leu Pro Gly Ala
300 » 905 910 '

Leu Gln Arg Ser Gly Leu Ser Leu Gly Gln Phe Ile Ala Ile Arg Gly
915 920 925

‘Asp Trp Asp Gly Gln Gln Leu Ile Gly Tyr Tyr Ser Pro Ile Thr Leu
930 935 940

Pro Asp Asp Leu Gly Met Ile Asp Ile Leu Ala Arg Ser Asp Lys Gly
945 950 955 : 960

Thr Leu Arg Glu Trp Ile Ser Ala Leu Glu Pro Gly Asp Ala Val Glu
965 970 975

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

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

Gly Gly Thr Gly Val Ala Pro Met Leu Gln Ile Ile Lys Ala Ala
1010 1015 ' v 1020

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

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

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

Val 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>7

<211> 3498

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Codon de FRDm1 optimizado para A. niger
48



<400> 7

atgggtgccg
aagaagcgtg
gatgagccca
gttgtecttt
cgcaaggcett
tcecegtgtcea
gtcatggagt
ggtcceatca
tcegtcacceg
gaggagggca
aagggctaca
ctgttcgaat
gctgttgecea
atgctcaaga
cacgttgttg
. taccacccca
tctcctgagg
gatgcccttg
gaaggctggc

gagcgtcttg

atggtatctc
accgcatggc
ccatcatcaa
gcaactcteg -
tccacatggt
acagcttgcc
gcaccatctc
tctceegtet
aggctgaggt
ccattgctcyg
ctgttgacta
ggggtggtga
tcaagcgccc
tgggtgaaga
agctcgatga
agcacggtgt
agggtgctet
ccaccgtctg
gctacgtgeg

ctcacatgca

ctctgectcee
ccgtgagcetce
cctgaégggt
cagcactggt
tgactactct
tgtcggtgag
cgtccaccac
gegtggtgece
tgagctgttce
caagcactcc
cgtggtggac
catcecgtgec
tcecteegtt
agaacaggag
tgaggccctc
tgctggcagce
tgctcaggtt
cctggtcaag
ctctecgtgtce

cgaaattgcc

ES 2522 622 T3

attgtcgtca
ctctecteca
ctggaacaca
gaattcgagg
ctgaactgct
aagcaccaga

tcctetggcea

atgcgcgacce.

tcgctagege
gaggctcgcece
cacctcegeg
tccggeegea
gaggaggtca
gagaaggatg
tgcacctcecceg
atcttcgact
tccgtcaagt
cgtgatgceg
accaactact

caggagactc

ccgaccccga
actccggtct
ccateccccta
ccaaggctgé
tcaacccega
tgagcgaaga
tgggtttcga
acaacgacat
agtcgttcga
tcgaccttgg
ctgctggcat
acatcaaggg
tecgeegtge
atgactctce
gtgactacga
ggcagcgecg
gctactcetge
tcecgtatecg
tcgectacac

gtgagctccg

49

ggctgctgcee
ttgccaggag
cegtettget
téagatcctc
gtccgagete
tctgcgcecac
ccctgetget
gtccgacatce
tgttgacctc
tggtgtcaac
gcccaacgtce
caacctctgg
caagggcaag
cagccttetg
gaacgtcctc
tggtctgctg
catgtacgcce
ctacctcdtg
ccgccagggt

tgagatccge

60
120
180
240
300
360

420

480

540
600
660
720
780
846
900
960
1020
1080
1140

1200



attgectggcet
gctgccattg
attggtggca
gccaagtccg
gttggtggta
attggcﬁggt
tctttcaagce
cacaccatca
atcatgaccc
gectecgagg
cccagcaagc
gaggagaaca
égcccttggg
gacatggaca
accaccaaga
cagggcaagc
actcagggca
gaagatgcca
ctgttccage

gagctcegtg

gtgaccggca

ttegtcacce
gtcctecagg
ttcggtgctg
ctcctcgagt
aagcgcgaaa
tctggecgagce

cagcgcactg

cccteccete
aggctgecte
actctgccaa
acatcctgga
ccactgacce

tgaccagcct

gtacccaccg

tgecgcacect’

acgtttcegt
tecgtgtcac
tececttgeecga
gcttgctttyg
ccactggtga
aggtccaget
tcctgggccc
gcttcgtcaa
acgaataccc
ccaacctgtt
gtgctgagac
acaccctcga
aggtcgtgtt
cctccatcca
aatacaaggg
gtgaagtcac
gcgttgtgtt
ttgccctcte
agttcggtac

gtctgaacct

ccgtatcgte
ctgeggtget
ggccacctee
tggcggcaag
tgctctggtce
tggtgttcct
tgctcctgac
cgaggaccac
cactgagctc
cggtgtecge
tgcegttgtce
caagtacgcce
tggtgtcaag
gcaccccact
cgaggctctc
cgagcttgac
cggcagcggt

ctgcggtggt

tgttgaggag -

gaagtacgag
ccccégcgtt
ctacaccatg
tcfgaacatc
cggtggtgtc
cggcaagatc
caagaccagc
cggctectegt

gggtgagtte

ES 2522 622 T3

atcgtcggtg
caggtcatcc

ggtatcaacg

tacttcgage

aaggtcctct

ctttectgttc

aagactgatg
atccgcaaca
ctccacgaga
taccgtgacc
cttgccactg
ccccacctgg
ctggccacct
ggcttéattg
cgtggcageg
ctccgeageg
ggctgctact
gctcttggat
cttgccaagt
acttgctcga
gttggtaccc
ggtggctgct
ctggagaacc
cacggtggca
gctggtgacc
tggacctceeg
gtcctceceget

gtegecatec

gtggtctgge
tgatggagaa
gctggggtac
gtgacacctt
ccgtcaagte
tcteccaget
gcactéctct
acctgagecga
ctgacaccac

tctecegatgt

gtggtttcte

cctecttece
ccgteggtge
accccaagga
gtggtatecct
ttgtctccaa
tcgectactg
tctacggcaa
tgattggctg
aggccaaggt
gtggtcecta
tgatttctce
accgtcccat
accgectggg
gtgctgccac
tcgtegtecg
tcaacctgcc

gtggtgaatg

50

cggtetgtct
ggagggtcgt
tcgcactcag
cctgageggt
cggtgatgee
gggtggtcac
ccccateggt
acgtgtcacce
tceccgatggt
tgacggccag
caacgaccgc
caccaccaac
caagctqgtc
cceecgecaac
gctcaacaag
ggccatcaac
cgtgttgaac
gaagcecttggt
cgatgagggc
tgecctgecce
caacgtcgct
tgctgetgag
tcgectgettyg
tggcaactcce
cattctccag
cgagtccege
cggtgctcetce

ggatggccag

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580
2640
2700
2760
2820

2880



cagctggteg
ctggteccgtg
agcgttgaga
ttgctattcee
gctcccatgce
tccatceegtce
cagcgcettceg
cctgaaggct
cagcctcceta
gtcaagaacg
gagtctggca
<210> 8

<211> 3420

<212> ADN

gctacttetc
ccgacaaggg
tcaaggcetg
gcaaccgecc
tccaggtceat
tgatctacgc
ctgaggagtt
ggactggtgg
gctctgagec
agctcctcag

ccctataa

<213> Secuencia artificial

<220>

ccccatcace
caccctcaag
cggtggtctg
catcaceccge
ccgtgetget
tgctgaagaa
cceccgacaag
tgttggtttc
tectgattgtce

catgggctac

ES 2522 622 T3

ctccecegaag

gaatggatat

cgtatcgacc

ttegetettg
ctcaagaagce
tacgacaccc
ttcgtctgea
gtcaacaaga
gtctgeggtce

gacaaggagc

<223> Gen de FRDg optimizado para A. niger

<400> 8

atggtcgatg
gagcgtgatg
tacgccacct
gacaccttcg
‘gccgacaccg
ceegteggtc
cgtgtctaca
ctccgtgaga
gcctgcacece
caégaacacg
attgacaaca
cgtgecteeg

tcattggaca

gcegetecte
ctgctgétcg
ccggtcetgga
accgtgccaa
tcctcaacte

agaagcacca

‘acagctctge

tecgetettgg

tcecceaacte
ccteectega
tcaacgectgce
gcatgaacgc

tgcttcccaa

cgecctecatt
tgcccteete
attgactgtt
ggaggttgee
tttcaaccce
gatgagcgcet
tggctgcette
caaggagcgce
gttegteatt
tcttggtggt
tggtttccag
ccgcaacace

ccctecceaag

gttgctgttg
caggactctc
ccctacgcce
gatgaggtcec
aacagcgaag
cctctcaage
gaccccagcea
aacaacgcct
gacttcgagg
gtcagcaagé
aacgttttct
ccectgggttg

gaggccagct

atcttggtac
gtgcecteeg
aggaccctgt
ttgctgectgg
cctacgtgga
tgacctaccg
acttcgtect
agtccctcca
ctcetgtceat

ttgtccacac

accccgagceg
ccttgcaéac
tcaaggttgt
tccgetgege
tctetetggt
gtgtcatgge
ctgctcetgt

gcttggagge

‘ctggcaccat

gctacategt
tcgactgggg
ttggtatcac

acatctcegt

51

catctcecte
ccceggtgac
caagaagtgc
tactggtgtt
tacattggag
ctecatecte
caacaaccct
gaaggtcctc
gcagcgtgat

cgttgacggce

tgctgctegt
caccatgcag
técctccgcc
ctggcagctg
cggecgectce
ctgctgeecag
tgccaaggcc
tcttactcag
ctccecgeaag
cgactacgtc
tggtgactgc
ccgecceecyg

catctcecte

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3498

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

780



gacaacgagg

aagcctcetga
aacattgcec
gcttgcttca
gtgcgcgaca
atgttcgaaa
cetgetegtg
gctggctgeg
gccaaggcca
QtCQatQQCQ
gaccctgctc
agccttggtg
caccgtgetc
adtctcgaég
tcggtgacct
gtcacecggtg
gtcatcctgg
cacgcteccc
gtcaagetgg
cccactggte
gctctcegtg
ctcgatctee
agecggtggea
gtctectcece
cgtgatcttg
tacgagcgcec
tgegtgettg

accatgggtg

ctcttéccac
cctgcecaccta
aggtcagcegt
tcaagcgtga
cecgteegtga
ttgccactga
tcattgttgt
gtgctcaggt
cctceggtat

gcaagtactt

'tggtcaagac

ttcctettac
ctgacaagaa
accacgtceg
cgctactcte
ttgagttcac
ccactggtgg
acctggtcaa
cccagcegtcet
tgatcaacce
gctccggtgg
gcagcgttgt
gcatgttcge
acgaattcta
ctgctctgat
tctcecatcte
gcaccaaggg

gctgettgat

cagcggtgac
cgéctggaag
caagtgctac
ccccgeccaag
ctacecgtgte
ggatgccgag
tggtggtggt
tgtcctgatg
caacggctgg
cgagcgtéac
cctgagcatg
tgtcctttct
ggacggcacc
tggcaacctg
cgagactaag
ccaggctggce
tttctccaac
cttccccaéc
gggtgctcag
caaggaccct
tgtccttetg
ctccaaggece
ctactgcgtt
ctggaagaag
cggttgccee
ccagcgcetct
tccctactac

ctctecttet

ES 2522 622 T3

tacgagaacc
ggcaaggagc
tctgccatgt
gtcegecage
tacgtgcgeg

atgcgcaagc

ctggctggte

gagaaggagg
ggtactcgtg
acctacaagt
aagtccgecg
cagctgggtg
ccectececa
tctggcegta
gagcgccceg
tctggcaaga
gacaagactg
accaacggcc
ctcgtcgaca
gccaacccca
aacaagcagg
atcatggagc
ctcaacgctg
atgggtctgt
gttgagagcg
tgcceocatca
gtggctttcg

gctgagatcc

tgatctacac
tcatgaagce
acgccgatgce
tgttggatgg
agaacgagcg
gccgtatcﬁc
tttetgetge
ccaagctcgg
ctcaggccaa
ccggtatcgg
atgccattgg
gccactcteg
tcggttteac
tcaccatcat
atggcaccaa
ccaccatccet
ccgactcgcet
cctgggegac
tggacaéggc
ccaagttcct
gcaagcgctt
agggtgctga
ctgctcagaa
tcgtcaaggce
tgcagcagac
cccgcaagte
tcacccccte

agatgaagaa

52

tgccgatgac
cagccagtce
ccttgccact
ctggegcetac
tgttgccaag
caacaccctc
cattgaggct
tggcaactcc
ggcctccatce

tggcaacacc

ctggttgace

caagcgcace
catcatgaaa

ggagaactgc

gcagatcegt.

ggcecgatgee

actccgegaa -

tggtgatggt
ccagctccac
tggacctgag
cgtcaacgag
ataccccegge
gctgtteggt
cgacaccatg
cctggaagaa
ggtgtaccct
catccactac

cacctcctece

840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460



cgtgctecte
ggtggtgtcec
ggccgtatceg
ttcaaggtct
ggctctegtg
ggccagttca
ccecatecacee
accctccgeg
ggtggtcetgg
atcaacaagc
aaggctgcett
gctgaggatg
cgtggcaagt
gttggtttca
ttagtggcca
ctaggataca
<210>9

<211> 3498

<212> ADN

tcteccacte
acggtggcaa
ctggtgaccg
ggaccactgt

tcctecgett

ttgccateeg

tceceegatga
aatggatctc
tcattgagcg
tctgcttgat
tcatgaagcc
tcactgagct
tcaagaaaac
ttgaccgtag
tctgeggtee

acatgaacct

<213> Secuencia artificial

<220>

caaccccatce
ccgtettggt
tgccagcacc
tgtectcege
caacctccecee
tggtgactgg
tettggaatyg
cgctctggag
tcgtcectgtee
tgceggtggt
cttcattgac
gacctaccgt
cttcgtcctg
tatcctgacce
tcctgtcatg

ggtccgeact

ES 2522 622 T3

cteggtetgt
ggcaactccc
atcctccagce
gaagtcecgeg
ggtgctctec
gatggccage
atcgacatce
cccggtgatg
gacaagcact
actggtgttg
accctcgagt
gaggtccttg
aaccgcccete
aaccacgtcce
cagcgcattg

gttgatgaga

<223> Gen de FRDm1 optimizado para S. cerevisiae

<400> 9

atgggtgctg
aagaagcgtg
gatgaaccaa
gttgttttgt
agaaaggctt
tceegtgtcea
gtcatggaat

ggtccaatca

atggtatttc
acagaatggc
ccatcatcaa
gtaactccag
tccacatggt
actctttacc
gtaccatttc

tctccagatt

ttctgettee
cagagaattg
cttaaagggt
atccactggt
tgactactct
agtcggtgaa
tgtccaccac

gagaggtgcce

attgttgtta
ttgtcctcca
ttggaacaca
gaattcgaag
ttgaattgtt
aagcaccaaa
tcetkctggta

atgagagatc

tcggtgctgg
tcctcgagtg
gcaagagctc
agggtggtgt
agcgcteegg
agctcattgg
tggetegete
ccgttgagat
tcgtgttcat
ctcccatgcet
ccgtccacct
aggagcgecg
ctcctctetg
agcctcecectce
tcaaggccac

ctgagcecte

ctgacccaga
actctggtcet
ccattccata
ccaaggctge
tcaacccaga
tgtccgaaga
tgggtttcga

acaacgacat

53

tgaagtcact
cgttgtgttce
tgctctctcece
ctacggtget
tctgtetett
ctactactct
cgacaagggt
gaaggcctgce
gggtcacatc
tcagatcatc
gatctacgct
ccgegagtec
gactgatggt
cgacaaccta
tctcaagacc

cggatcataa

agctgctgcece
atgtcaagaa

cagattggcc

tgaaatcttgb

atctgaattg
tctaagacat
ccecagetget

gtccgatate

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420

60
120
180
240
300
360
420

480



tccgteactg
gaagaaggta
aagggttaca
ttgttcgaat
gctgttgcca
‘atgttaaaga
cacgttgttg
taccatccaa
tctccagaag
gatgetttgg
gaaggttgga
gaaagattgg
attgctggtt
gctgccattg
attggtggta
gccaagtctg
gtcggtggta
ateggttggt
tctttcaaga
cacaccatca
atcatgaccc
gcttctgaag
ccttccaaac
gaagaaaact
ggtccatggg
gacatggaca
accactaaga

caaggtaaga

aagctgaagt
ctattgccag
ctgttgacta
ggggtggtga
tcaagcgtce
tgggtgaaga
aattggatga
agcacggtgt
aaggtgettt

ccactgtttg

gatacgtcag

ctcacatgca
ctttgeccatce
aagctgcette
actctgccaa
atatcttgga
ccactgaccc
taacttcttt
gaactcacag
tgagaacttt
acgtttctat
ttcgtgtcac
tattggctga
ctttgttgtg
ctactggtga
aggttcaatt
ﬁcttgggtcc

gattcgtcaa

tgaattattc
aaagcactct
cgttgttgac
tatcagagét
accatctgtt

agaacaagaa

cgaagcttﬁg

tgctggttece
agctcaagtt
tttggtcaag
atctcgtgte
cgaaéttgct
cagaattgtt
ttgtggtgct
ggctacctcet
tggtggtaag
agctttggtc
gggtgtécca
agctccagac
ggaagatcat
tactgaattg
cggtgtecgt
cgctgttgtt
taaatacgct
cggtgtcaaa
gcacccaact
agaagctttg

cgaattggac

ES 2522 622 T3

tctttggcte
gaagccagat
catttgagag
tctggtagaa
gaagaagtta
gaaaaggacg
tgtacctctg
attttcgact
tccgtcaaat
agagatgctg
accaactact
caagaaacca
atcgtcggtg
caagtcattt
ggtatcaacg
tactttgaaa
aaggtcttgt
ttgtcegttt
aagaétgatg
atcagaaaca
ttgcacgaaa
tacagagact
ttggccactg
cctcatttgg
ttggccacct
ggtttgattg
agaggttctg

ttgagatcecg

aatctttcga
tggatttggg
ctgctggtat
acatcaaggg

tcegtegtge

atgactctcc.

gtgactacga
ggcaacgtcg
gttactctge
tcagaatcag
tcgcttacac
gagaattaag
gtggtttggce
tgatggaaaa
gttggggtac
gagacacttt
ccgtcaaatce
tgtctcaatt
gtactccatt
acttgtctga
ctgacaccac
tgtctgatgt
gtggtttcte
cttctttece
ccgttggtge
acccaaagga
gtggtatttt

ttgtttccaa

54

tgtcgacttg
tggtgtcaac
gccaaacgtce
taacttgtgg

caagggtaag

‘atctttgttg

aaacgtctta
tggtttattg
catgtacgct
atacttgttg
cagacaaggt
agaaatcaga
tggtctatcc
ggaaggtaga
cagaacccaa
ctﬁgtccggt
tggtgﬁcgct
gggtggtcac
accaattggt
aagagttacc
tccagatggt
cgatggtcaa
caacgacaga
aactaccaac
caagttggtt
cccagctaac
gttgaacaag

ggccattaac

540

600

660

720 -

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
%680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100

- 2160



actcaaggta
gaagatgcta

ttgttccaaa

gaattgagag

gtcéctggta
ttcegtcactc
gtcttgcaag
ttcggtgctg
ctattggaat
aagagagaaa
tctggtgaac
éaaagaaccg
caattagtcg
ttggtcagag
tccgttgaaa
ttgttgttca

gctccaatgt

tccatcagat.

caaagatttg
ccagaaggtt
caaccacctt
gtcaaaaatg
gaatctggta
<210>10

<211> 3420

<212> ADN

acgaataccc
ccaacttatt
gagctgaaac
acagtttgga
aggttgtttt
catccatcca
aatacaaggg
gtgaagtcac
gtgttgtett
ttgctttgte
aattcggtac
gtttgaactt
gttacttcte
ctgacaaggg
tcaaggcttg
gaaacagacc
tgcaagttat
tgatctacge
ctgaagaatt
ggaccggtgg
cttctgaacce
aattgttgte

ccttgtaa

<213> Secuencia artificial

<220>

aggttctggt
ctgtggtggt
tgttgaagaa
aaaatacgaa
cccatgtgtt
ctacaccatg
tttgaatatce
tggtggtgte
tggtaagatt
caagacctcc
cggttccaga
gggtgaattc
ﬁécaatcact
tactttgaag
tggtggtcta
aattaccaga
cagagctgct
tgctgaagaa
cccagacaaa

tgttggtttc

attgattgtt

catgggttac

ES 2522 622 T3

ggttgttact
gctttgggtt
ttggccaaat
acctgtteca
gtcggtacca
ggtggttgtt
ttggaaaacc
cacggtggta
gctggtgaca
tggacctctg
gttttgagat
gttgccatceca
ttgccagaag
gaatggatct
agaattgacc
tttgetttgg
ttgaagaagc .
tatgacactt
ttcgtttgta
gtcaacaaga
gtttgtggtc

gacaaggaat

<223> Gen de FRDg optimizado para S. cerevisiae

<400> 10

ttgcttactg
tctacggtaa
tgattggttg
aggccaaggt
gaggtccata
tgatctctcee
acagaccaat
acagattagg
gagctgccac
ttgttgtcag
tcaacttgcc
gaggtgaatg
atttgggtac
gtgectttgcg
aagatccagt
ttgectgctgg
catacgtcga
taacctacag
acttcgtctt
aatctttgea
cacctgttat

tggttcacac

tgtcttaaac
gaaattaggt
tgacgaaggt
tgcttgtceca
caatgttgct
agctgctgaa
cagatgtttg
tggtaactct
tatcttgcaa

agaatccaga

aggtgcttta .

ggatggtcaa
cétctctttg
tccaggtgac
caagaaatgt
taccggtgtt
cactttggaa
gtctatcttg
aaacaaccct
aaaggttttg
gcaaagagat

tgtcgatggt

atggttgatg gtagatcttc tgcttccatt gttgcegttg acccagaaag agcetgccaga

55

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3498

60



gaaagagatg
tacgctacct
gacactttcg
gctgacaccyg
ccagtcggtc
agagtctaca
ttgagagaaa
gcttgtacct
cacgaacacg
‘attgacaaca
cgtgcctecg
tccttggaca
gacaatgaag
aaaccattga
aatatcgctce
gcttgtttca
gttagagaca
atgttcgaaa
ccagctegtg
gctggttgtg
gccaaggcta
gtcgatggtg
.gatccagctt
tctctaggtg
cacagagctc
actttagaag
tccgttacct

gttaccggtyg

ctgctgeccag
ctggtttgga
acagagccaa
ttttgaactc
aaaagcatca
actcctcetgce
ttgcttﬁggg
tgccaaactc
cttctttgga
tcaatgctge
gtatgaacgc
tgttgccaaa
ctttggctac
cctgtaccta
aagtttccgﬁ
tcaagcgtga
ccgtcagaga
ttgccactga
tcattgttgt
gtgctcaagt
cctetggtat
gtaagtactt
tggttaagac
ttccattgac
cagacaagaa
atcatgttag
ctttgttgte

tcgaattcac

agctttgttg
attgactgtt
ggaagttgct
tttcaaccca
aatgtctget
tggttgtttce
taaggaaaga
tttegteatt
tttgggtggt
tggtttccaa
cagaaacact
ccctccaaag
ctctggﬁgat
cgattggaaa
caagtgttac
cccagccaag
ttaccgtgte
agatgctgaa
tggtggtggt
tgttttgatg
caacggttég
cgaaagagat
ttﬁgtccatg
tgttttgtee
ggatggtact
aggtaacttg
tgaaaccaag

tcaagctggt

ES 2522 622 T3

caagactctc
ccatacgcett

gatgaagtct

aactctgaag

ccattgaaac
gacccatcca
aacaatgctt
gatttcgaag
gtttccaagyg
aacgttttet
ccatgggttg
gaagcttctt
tacgaaaact
ggtaaggaat
tetgecatgt
gtcagacaat
tacgtcagag
atgagaaaga
ttggetggtt
gaaaaggaag
ggtactagag
acctacaagt
aaatctgcetg
caattaggtg
ccattgccaa
tccggtagaa
gaaagaccag

tctggtaaga

cattgcacac
tgaaggttgt
tgagatgtgce
tctctttagt
gtgtcatggc
ctgctccagt
gtttggaage
ctggtactat
gttacatcgt
ttgactgggg
téggtatcac
acatctccgt
tgatctécac
tgatgaagcc

acgctgacge

tgttggatgg

aaaacgaaag
gaagaatttc
tgtcecgetge
ccaagttggg
ctcaagctaa
ctggtatcgg
acgctatcgg
gtcactccag
ttggtttcac
tcaccatcat
acggtaccaa

ccaccatttt

56

cadcatgcaa
tgcttetget
ctggcaattg
cggtagatta
ttgttgtcaa
tgccaaggct
tttgactcaa
ctccagaaag
cgattacgtc
tggtgactgt
tagacctcct
catctctttg

tgctgacgat

atctcaatcc.

tttggctacc
ttggagatac
agttgccaag
caacacttta
cattgaagct
tggtaactct
ggcttecatt
tggtaacacc
ttggttgact
aaagagaact
catcatgaaa
ggaaaactgt
gcaaatcaga

ggctgatgct

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
tctggtggtﬁ
gtttectctce
agagacttgg
tacgaaagat
tgtgttttgg
accatgggtg
agagctccat
ggtggtgtce
ggtagaattg
ttcaaggtct
ggttcecegtyg
ggtcaattca
ccaatcactt
actttacgtg
ggtggtttgg
atcaacaagc
aaggccgcett
gctgaagatg
agaggtaaat

gtcggtttca

ttggttgcca

ttaggttaca
<210> 11
<211> 898
<212> ADN

ccaceggtgg
acttggttaa
ctcaaagatt
tgatcaaccc
gttctggtgg
gatctgttgt
ccatgtttgc
acgaattcta
ctgctttgat
tatceatcte
gtaccaaagg
gttgtttgat
tgtceccactc
acggtggtaa
ccggtgacag
ggacc;ctgt
tcttgagatt
ttgceatcag
tgccagacga
aatggatctc
tcatcgaaag
tatgtttgat
tcatgaagcc
tcactgaatt
tcaagaaaac
tcgaccgtgg
tctgtggtce

acatgaactt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor GPDA

<400> 11

tttctccaac
cttcccaace
aggtgctcaa
aaaggaccca
tgttttgttg
ttccaaggce
ttactgtgtc
ctggaagaag
tggttgtcca
tcaaagatct
tccatactat
ttctcecatct
caacccaatc
cagattaggt
agcttctacc
tgttttgaga
caacttacca
aggtgactgg
tttgggtatg
tgctttggaa
aagattatct
tgctggtggt
attcatcgac
gacttacaga
ttteogttttg
tatcttgacc
accagttatg

ggtcagaacc

ES 2522 622 T3

gacaagactg
accaacggtc
ttggtcgata
gccaacccaa
aacaaacaag
atcatggaac
ttgaacgctg
atgggtttgt
gttgaatccg
tgtccaatta
gtcgectttg
gétgaaatcc
ttgggtttat
gétaactctt
attttgcaaa
gaagtcagag
ggtgctctac
gacggtcaac
attgacattt
ccaggtgacg
gacaagcact
accggtgttg
actttggaat
gaagttttgg
éacagacctc
aaccécgttc
caaagaattg

gttgacgaaa

ctgattcttt
catgggctac
tggacaaggt
ccaaattcett
gtaagagatt
aaggtgctga
ctgctcaaaa
ﬁcgtcaaggc
ttcaacaaac
ccagaaaatc
tcactccate
aaatgaagaa
tcggtgetgg
tgttggaatg
gaaagtcctc
aaggtggtgt
aaagatctgg
aattgattgg
tggccagatc
¢ctgtcgaaat
tcgttttcat
ctccaatgtt
ccgtccactt
aagaacgtcyg
ctccattatg
aaccaccatc
tcaaggccac

ctgaaccatc

57

gttgagagaa

tggtgatggt

tcaattgcac

gggtccagaa
tgtcaacgaa
atacccaggt
attgtttggt
tgacaccatg
tttagaagaa
tgtttaccca

tatccactac

cacttcttee

tgaagtcacc
tgttgttttc
tgctttgtct
ctacggtgct
tctatcecttg
ttactactcﬁ
tgacaagggt
gaaggcettgt
gggtcacatt
gcaaatcatc
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



tcagcgtcca
ggacggtcge
aggtgcagtg
ctggtgtgec
gaatcaccgg
tagcétgcca
gagatagtac
gcccatcegg
gaaaccggaa
gtcgacccat
ctttgceecy
aacatttgtt
ttteccatct
actttgctac
agctttccca
<210>12

<211> 1000

<212> ADN

attcgagctce
agagaggagg
gatgattatt
cctegttgac
cagtaagcga

ttaacctagg

'cttctccgaa

catctgtagg
aggchctca
ccggtgcetct
tctgtecegec
gccatatttt
tcagtatatt
atccatactc

cttcatcgea

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor TDH3

<400> 12

ctattttcga
acttgatgca
ttgacctett

tacctgaaaa

ggaccttgtc
aattcccaaa
aacaggttca

aaacgaatat

tgtacagtga
gctgagtaat
aatccgggac
caagaatcta
aggagaatgt
tacagaagtc
gtaggtagag
gcgtccaaat
ggagctggcce

gcactcgace

cggtgtgteg

cctgctctee
catcttccca
catccttcec

gcttgactaa

accttgagec

gctaataaca

‘gacgcgactg

atactagcgt

ES 2522 622 T3

ccggtgactce
aagcgcactc
cggccgecee
ttgcatcatce
gaagccaggg
caattgcttc
cgagtacceg
atcgtgccte
agcggcgcag
tgctgaggtce
gcggggttga
ccaccagctg
tccaagaacc
atcccttatt

cagctaccce

caagagagcc
tgcaagacac
cctcatcagt

tgaatgttag

tttctggeat
atgtcagctc
tcecgceeega
ggagaatatg
gtgtatagcc

cgatctggta

gcgegtaage .

tcctgetttg
accgggaaca
cctcagtece
caaggtegtt
ctcttttett
tttatttecc
cctttgaacc

gcttgagcca

aagatttaaa
gtacggtcaa
aagacccgtt

cgtcaacaac

58

gcggagacac
tggcgctcectg
agtggaaagg
gagcttcatc
gtecggcgaaa
aaagattcac
tcectaattg
cccggtgtat
caagctggca
tggtaggcag
gegtcagtce
ttctetttet
ctaagtaagt
tttcagtteg

ccgtcaaa

ttttcctatg
gaagacatat
gaaaagaact

aagaagttta

60
120
180
240

300

420
480
540
600
660
720
780
840

898

60
120
180

240



10

15

atgacgcgga
gaataaaaaa
atacgtaaat
ttaattctgce
catcgtaggt
ctttttaagce
ccaaccatca
aggcaaaaaa
acaaggcaat

gctctetcetg

‘cccctacttg

atttéttaaa
caagaactta
<210> 13
<211> 500

<212> ADN

ggccaaggca
cacgcttttt
aattaatagt
tgtaacccgt
gtctgggtga
tggcatccag
gttcataggt
cgggcacaac
tgacccacge
atttggaaaa
actagtaégt
Cttcttaaaﬁ

gtttcgaata

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> terminador TDH3

<400> 13

gtgaatttac
tttcaattta
tttcttgatg
atacctgata

aattttgggg

aacgattctg’

atcatgccta
ttatagaata
cagtaatata
<210> 14
<211> 538

<212> PRT

tttaaatctt
tatactattt
cgctattgca
cattgtggat
atattggett
aagttactct
tatttgcegtg
cgttgaaaat

cacagattcc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> PEP carboxicinasa de A. succinogenes, en la que EGY en la posicion 120-122 esta sustituido por DAF

<400> 14

aaaagattcc
cagttcgagt
agtgattttc
acatgceccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattctctt
ctéaatggag
atgtatctat
agctgaaaaa
atataaagac
tctactttta

aacacacata

gcatttaaat
taatgacatt
ttgttettgt
gctgagtgaa
tttttttéaa
tagegttcecet
cagtcagtat

taaatgtacg

ES 2522 622 T3

ttgattacgt
ttatcattat
ctaactttat
aatagggggc
cctggcatce
aatcccagca
agcgcaacta
tgatgcaacc

ctcattttct

‘aaaggttgaa

ggtaggtatt

tagttagtet

aacaaacaaa

aaattttctt
ttcgattcat
ctttttegee
attttagtta
agtttacaaa
atcggtacag
catctacatg

cgccaagata

aagggagtta
caatactgee
ttagtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
ccaaaatatt
cagagaacag
tgcctggagt
tacaccttcet
accagttccc
gattgtaatt

tttttttagt

tttatagctt
tgattgaaag
acatgtaata
ataatggagg
tgaatttttt
ccatcaaatc
aaaaaaactc

agataacata

59

gaatcatttt 300
atttcaaaga 360
aattagcctt 420
gaatatataa 480
atggagcceg 540
gttttcttea 600
gggcacaaac 660
aaatgatgacl 720
attaccttet 780
tgaaattatt 840
ctgtaaatct ‘900
tttaaaacac 960
1000

tatgacttag 60
ctttgtgttt 120
tctgtagtag 180
cgctettaat 240
ccgccaggat 300
atgcctataa 360
cecgoaattte 420
tatctagatg 480
500



Met

Thr

Glu

Thr

Ser

65

vVal

Gln

Gly

His

Phe

Thr

Asp

Glu

Thr

Pro

Trp

Glu

Lys

Arg

130

val

145 -

Phe

Asn

Lys

Txp

Asp

Val

Glu

Leu

Lys

Trp

Thr

Arg
115

Ile.

Lys

Ala

Lys

Leu

Lys

20

Thr

Gly

Asp

Asn

Trp

Asn

Glu

Lys

Ala

Lys

Ser

85

Lys

100 -

Leu

Gly

Asn

Asp

Glu
180

Phe

Val

Met

Phe

165

Gln

Lys

Ile

Pro

Val

Tyxr

70

Glu

Sex

Vval

Arg

Phe

150

Thr

Gly

Leu

Val

Gly

Ala

Ile

Ala

Leu

Val

Met

135

Ile

Val

Leu

val

Tyxr

Leu

40

Val

Val

Ala

Arg

Asp

120

Val

Arg

Leu

Asn

ES 2522 622 T3

Lys
Asn
25

Glu
Asp
Cys
Lys
Glu
105
Ala
Thr
Pro

Asn

Ser
185

Glu
10

Pro
Gly

Thr

Asp

.Asn

90

Leu

Phe

Glu

Thr

Gly
170

Glu

Leu Asn Asp

Ser
Phe
Gly
Glu
75

AsSp
Val

Cys

Val

Asp.

155

Ala

asn

Tyr

Asp

Glu

Lys

- 45

Ile

Thr

Asn

Ala

Gly

Ala

140

Glu

Lys

Phe

60

Phe

Thr

Lys

Lys

Ala

125

Trp

Glu

Cys

val

Leu

Gln

30

Gly

Thr

Lys

Pro

Gln

110

Ser

Gln

Leu

Thr

Ala
190

Gly
1s

Leu
Thr
Gly
Asp
Met
95

Leu
Glu
Ala
Lys
Asn
175

Phe

Leu

Phe

Leu

Arg

Thr

80

Thr

Ser

Lys

His

Asn

160

Pxro

Asn



Ile
Met
Gly
225
Val
Thr
Glu
Asn
ASp
305
‘Phe
Tyr
Thr
val
Phe
385

Pro

Ile

Thr
Lys
210
val
Ala
Asp
Ser
Leu
290
Ala
Asp
His
Lys
Ser
370
Thr

Thr

Gln

Glu

195

Lys

Ala

Ile

Pro

Gly

275

Ser

Leu

Asp

Ile

val

355

Lys

Ala

Phe

Tyr

Gly

Gly

Ser

Phe

Lys

260

Val

Gln

Leu

Gly

Asp

340

Ile

Leu

Lys

Ser

Ala

Ile

Met

Met

Phe

245

Arg

»Phe

Glu

Glu

Serx

. 325

Asn

Phe

Thr

Leu

Ala

405

Asp

Gln

Phe

His

230

Gly

Gln

Asn

Asn

Asn

310

Lys

Ile

Leu

Pro

Ala

390

Cys

Val

Leu
Ser
215
Cys
Leu
Leu
Phe
Glu
295
val
Thr
val
Thr
Glu
375
Gly

Phe

Leu

Ile

200

Met

Ser

Ser

Ile

Glu

280

Pro

val

Glu

Axg

Ala

360

Gln

Thr

Gly

Val

ES 2522 622 T3

Gly
Met
Ala
Gly
Gly
265
Gly
Asp
Val
Asn
Pro
345
Asp
Thr
Glu
Ala

Glu

Gly

Asn

Asn

Thr

250

Asp

Gly

Ile

‘Arg

Thr

330

Vval

Ala

Glu

Arg

Ala

410

Arg

Thr

Tyr

val

235

Gly

Asp

Cys

Tyr

Ala

315

Arg

Ser

Phe

Tyr

Gly

395

Phe

Met

Trp

Phe

220

Gly

Lys

Glu

Tyx

Gly

300

Asp

Val

Lys

Gly

Tyr

380

Val

Leu

Lys

61

Tyr
205
Leu
Lys
Thr
His
Ala
285
Ala
Gly
Ser
Ala
val
365
Phe
Thr

Ser

Ala

Gly Gly Glu

Pro

Asp

Thr

Gly

270

Lys

Ile

Ser

Tyr

Gly

350

Leu

Leu

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

Leu

255

Trp

Thr

Arg

val

Pro
335

His

Pro

‘Ser

Pro’

His
415

Gly

Lys
Asp
240
Ser
Asp
Ile
Arg
Asp
320
Ile
Ala
Pro
Gly
Thr
400

Pro

Ala



Glu Ala Tyr

435

Ile
450

Ser Lys

Ile Glu

465

Lys

Pro Lys Ala

Thr Tyr Ala

Phe
515

Asn Arg

Ala Lys Leu

530
<210> 15
<211> 1617

<212> ADN

420

Leu Val

Thr

Asp

Ala Glu

Asn

Arg

Met

Thr Gly

440

Giy Ile
455

Gly Glu

470

Pro
485

Leu

Asp
500

Lys
Val

Lys

Vval Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> PEP carboxicinasa de A. succinogenes nt. que codifica DAF en lugar de EGY

<400> 15

atgactgact
gaaattgtgt
gagggﬁttcg
tttaccggtc
gtttggtgga
aaaagtttga
gcattectgecg
tggcaggcge

ttcaaagcgg

taaacaaact
ataacccgag
ataaagggac
gttcaccgaa
acagcgaagc
gagaattagt
gcgccagtga
attttgtgaa

attttacecgt

Gly
Ala
Asn

Ala

Val Asp

Gln Trp

Phe Val

520

Gly Pro

535

cgttaaagaa
ttatgaacaa
gttaaccacg
agataaatat
ggcgaaaaac
ggcgaaacaa
aaaacaccgt
aaacatgttt

gttaaacggt

ES 2522 622 T3

425

Trp Asn Gly

Ile Asp-Ala

Ile
475

Leu Pro

Ala
‘490

Pro Ile

Gln
505

Val Lys

Lys Tyr Thr

Lys Ala

cttaatgact
cttttcgagg
cttggegegg
atcgtttgcg
gataacaaac
ctttcecggta
atcggtgtge
atccgaccga

gctaaatgta

‘Ile

430

Thr Gly

445

Leu
460

Phe Asn

Leu Asp

Ala Glu

Ala Asn

525

tagggcttac
aagaaaccaa
ttgccgtega
atgaaactac
cgatgacgca
aacgtttatt
gtatggttac
ccgatgaaga

ctaatccgaa

62

Lys

Asp

Leu

Pro

Asp

510

Pro

Arg Ile

Gly Ser

Ala Ile

480

Arg Asp

495

Leu Ala

Glu Ala

cgatgttaag
accgggtttg
tacggggatt
gaaagacacc
agaaacttgg
cgtggtagac
tgaagtggca
gttgaaaaat

ctggaaagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540



caaggtttga
ggcggtactt
ctgccgtﬁaa
gtggctattt
cgccaattaa
ggcggttgte
gcaatcegte
tttgacgacg
aacatcgttc
gacgcattcg
ttcttatceg
ccgacattct
gacgtgttgg
tggaacggca
ttggacggtt
cctaaageat
aaagcgcaat
aaatatacgg
<210> 16

<211> 1617

<212> ADN

acagtgaaaa
ggtacggcgg
aaggtgtgge
tecttecggttt
tcggtgatga
acgcgaaaac
gtgacgcatt
gttcaaaaac
gtceggtate
gcgtattgee
gctttactge
cggcetgttt
tcgaacécat
cgggtaaacg
caatcgaaaa
taccgggtgt
ggcaagttaa

cgaatccgga

ctttgtcget
tgaaatgaaé
ttccatgcac
atccggtacg
cgaacacggt
cattaactta
attagaaaac
agaaaatacc
gaaagceggt
gccggtttca
aaaattagcg
cggtgcggca
gaaagcctec
tatttcaatce
agcggaaatg
tgatcctget
agcggaagat

agcggctaaa

ES 2522 622 T3

ttcaatatta
aaaggtatgt
tgtteccgeca
ggtaaaacaa
tgggatgaat
tctcaagaaa
gtcgtggtte
cgtgtttcat
catgcaacca
aaactgactc
ggtacggaac
ttcttaagee
ggtgcggaag
aaagataccc
ggcgaattge
attttggatc
ttggcaaacc

ttagttggcg

ccgaaggtat
tctcaatgat
acgtaggtaa
cgctttcgac
ccggegtatt
acgaaccgga
gtgcagacgg
atccgattta
aagtgatttt
cggaacaaac
gcggcgtaac
tgcatccgat
cttatttggt
gcggtattat
caatctttaa
cgcgcgatac
gtttcgtgaa

ccggtccaaa

tcagcttatc
gaactactte
agacggtgac
cgatcctaaa
taactttgaa
tatttacggce
tteecgttgac
ccacatcgac

cttaaccgeg

cgaatactac

cgaaccgact |

tcaatatgcg
gaacaccggt
cgatgcgatt
tttagcgatt
ttacgcagac
aaactttgtg

agcataa

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500

1560

1617

<213> PEPCK de A. succinogenes optimizada para el par de codones para S. cerevisiae

<400> 16

atgactgatt
gaaattgtct
gaagétttcg
ttcaccggtc
gtctggtgga
aaatctttga

gctttetgtg

tgaacaaatt
acaacccatc
acaagggtac
gttctccaaa
actctgaagc
gagaattggt

gtgcttctga

ggtcaaggaa

ttacgaacaa

tttgaccact
ggacaaatac
tgccaagaac
tgccaagcaa

aaagcacaga

ttgaatgatt
ttattcgaag
ttaggtgctg
attgtttgtg
gataacaagc
ttgtetggta

attggtgtca

tgggtttgac
aagaaaccaa
ttgctgttga
atgaaaccac
caatgactca
agagattatt

gaatggtcac

63

tgacgtcaag
gccaggtttg
caccggtatt
caaégacacc
agaaacctgg
cgttgttgag

tgaagttgct

60

120

180

240

300

360

420



tggcaagctc
ttcaaggctg
caaggtttga
ggtggtacct
ttgceattga
gttgccatct
agacaattga
ggtggttgtt
gccatcegte
ttcgacgacg
aécattgtca
gatgcttteg
ttecttgtecg
ccaactttct
gatgtcttgg
tggaacgéta
ttggacggtt
ccaaaggctt
aaggctcaat
aaatacactg
<210> 17

<211> 538

<212> PRT

atttcgtcaa
acttcaccgt
actctgéaaa
ggtacggtgg
aaggtgttgc
tctteggtcet

ttggtgatga

acgccaagac

gtgatgcttt
gttccaagac
gacctgttte
gtgtcttgec
gtttcactge
ctgcttgttt
ttgaaagaaﬁ
ccggtaagag
ccattgaaaa
tgccaggtgt
ggcaagtcaa

ctaacccaga

gaacatgttc
tttgaatggt
ctttgttget
tgaaatgaag
ttccatgcac
atccggtact
cgaacacggt
catcaactta
gttggaaﬁac
égaaaacacc
caaggctggt
acctgtttcc
caaattggct
cggtgctget
gaaggcttct
aatctccatce
ggctgaaatg

tgacccagcce

ggctgaagatv

agctgccaaa

<213> Mannheimia succinicipoducens

<400> 17

ES 2522 622 T3

atcagaccaa
gccaagtgta
ttcaacatca
aagggtatgt
tgttctgeca
ggtaagacca
tgégacgaat
tctcaagaaa
gttgttgtca
agagtttctt
cacgctacca
aaattgactc
ggtactgaaa
ttcttatctt
ggtgctgaag
aaggatacca
ggtgaattgc
atcttagatc
ttggctaaca

ttggttggtg

ctgacgaaga
ccaacccaaa
ctgaaggtat
tctccatgat
atgtecggtaa
ctctatccac
ctggtgtcett
acgaaccaga
gagctgacgg
acccaatcta
aggttatctt
cagaacaaac
gaggtgtcac
tgcacccaat
cttacttggt
gaggtatcat
caatcttcaa
caagagacac
gattcgtcaa

ctggtccaaa

attgaagaac
ctggaaggaa
ccaattgatt
gaactatttc
ggatggtgac
tgacccaaag
taactttgaa
tatctacggt
ttctgttgac

ccacattgac

.cttgactgct

cgaatactac
tgaaccaact
ccaatacgct
caacaccggt
tgatgctatc
cttggccatt
ctacgctgac
gaactttgte

ggcttaa

Met Thr Asp Leu Asn Gln Leu Thr Gln Glu Leu Gly Ala Leu Gly Ile

1 -

5

10

15

His Asp Val Gln Glu Val Val Tyr Asn Pro Ser Tyr Glu Leu Leu Phe
25

20

30

64

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1617



Ala Glu

Thr Asn
50

Ser Pro
65

Val Trp
Gln Asp
Gly Lys

Thr Arg
130

Phe Val
145

Phe Lys
Asn Trp
Ile Thr
Met.Lys

210

Gly Ile
225

Thr Ala

ThriAsp

Glu

35

Gln

Lys

Trp

Thx

Arg

115

Leu

Thr

Pro

Lys

Glu

195

Lys

Ala

Ile

Pro

Thr

Gly

Asp

Thr

Trp

100

Leu

Ala

Asn

Asp

Glu

180

Gly

Gly

Ser

Phe

Lys

Lys
Ala
LYs
Ser

85

Asn

Phe

val

Met

Phe

165

Gln

val

Met

Met

Phe

245

Arg

Pro
val
Tyr
70

Glu
Ser
Yal
Arg
Phe

150

Val

Gly

Gln
Phe
His
230

Gly

Gln

Gly

Ala

55

Ile

Lys

Leu

val

val

135

Ile

val

Leu

Leu

Sef

215

Cys

Leu

Leu

Leu

40

val

val

val

Lys

Asp

120

Vval

Arg

Met

Asn

Ile

200

Met

Ser

Ser

Ile

ES 2522 622 T3

Glu
Asn
Leu
Lys
Gly
105
Ala
Thr

Pro

‘Asn

Ser

185

Gly

Met

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

Asp

Asn

Leu

Phe

Glu

Ser

Gly

170

Glu

Gly

Asn

Asn

Thr
250

}ASP

Tyr
Gly
Asp
75

Asp
Val
Cys
val
Ala
155
Ala
Asn
Thr

Tyr

Val
235

Gly

‘Asp

Glu

Ile

Lys

Asn

Ala

Gly

Ala

140

Glu

Lys

Phe

Trp

Phe

220

Gly

Lys

Glu

65

Lys

45

Phe
Thr
Lys
Asp
Ala
125
Trp
Glu
Cys
val
Tyr
205
Leu
Lys

Thr

His

Gly

Thr

Lys

Pro

Gln

110

Asn

Gln

Leu

Thr

Ala

190

Gly

Pro.

Asp

Thr

Gly

Thr
Gly
Asp
Met
95

Leu
Lys
Ala
Lys
Asn
175
Phe
Gly
Leu
Gly
Leu
255

Trp

Val

Arg

Thr

80

Ser

Ser

Asp

His

Gly

160

Pro

Asn

Glu

Arg

Asp

240

Ser

Asp



Asp Glu Gly
275

Asn Leu Ser
290

Asp Ala Leu
305

Tyr Ala Asp
Tyr His Ile

Thr Lys Val
355

val Ser Lys
370

Phe Thr Ala
385

Pro Thr Phe
Thr Gln Tyr

Glu Ala Tyr
435

Ser Ile Lys
450

Ile Asp Lys
465

Pro Lys Ala

Thr Tyr Ala

Gly Arg Phe
515

Gln Ala Leu
530

<210> 18

<211> 1617

260

Val

Ala

Leu

Gly

Gln

340

Ile

Leu

Lys

Ser

Ala
420

Leu

Asp

Ala

Leu

Asp

500

Val

Val

Phe

Glu

Glu

Ser

325

Asn

Phe

Thr

Leu

Ala

40S

Glu

‘val

Thr

Glu

Pro
485

Lys

Lys

Ala

Asn
Asn
Asn
310
Lys
Ile
Leu
Pro
Ala
390
Cys
val
Asn
Arg
Met

470

Gly

Ala

Asn

Ala

Phe

Glu

295

val

Thr

Val

Ser

Glu

375

Gly

Phe

Leu

Thr

Gly

455

Gly

val

Gln

Phe

Gly
535

Glu

280

Pro

val

Glu

Lys

Ala

360

Gln

Thr

Gly

Val

Gly

440

Ile

Se:

Asn

Trp

Glu
520

‘Pro

ES 2522 622 T3

265

Gly
Asp
val
Asn
Pro
345
Asp
Thr

Glu

Ala

Lys
425

Trp
Ile
Leu
Pro
Glu
505

Lys

Lys

Gly
Ile
Leu
Thr
330
Val
Alé
Lys
Arg
Ala

410

Arg

Asn

Asp

Pro’

Ala
490

Glu

Tyr

Ala

Cys

Tyr

ASp

315

Arg

Ser

Phe

Tyr

Gly

395

Phe

Met

Gly

Ala

Ile

475

Ile

Lys

Thr

Tyr
Gly
300
Asn
vVal
Lys
Gly
TYX
380
Ile
Leu
Gln
Thr
Ile
460

Phe

Leu

Ala

Gly

66

Ala

285

Ala

Gly

Ser

Ala

vVal

365

Phe

Thr

Ser

Glu

Gly

445

Leu

Asp

Asp

Gln

Thr
525

270

Lys
Ile
Asp
Tyr
Gly
350
Leu
Leu
Glu
Leu
Ser
430
Lys
Asp

Phe

Pro

Asp

510

Ala

Thr

Lys

val

Pro

335

Pro

Pro

Ser

Pro

Hisg

415

Gly

Arg

Gly

Ser

Arg
495

Leu

Glu

Ile
Arg
Asp
320
Ile
Ala
Pro
Gly
Thr
400
Pro
Ala
Ile
Ser
Ile

480

Asp

Ala

Gly



10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2522 622 T3

<223> PEP carboxicinasa de M. succiniciproducens cpo para S. cerevisiae

<400> 18

atgaccgatt
gaagttgtct
gaaggttacg
ttcaccggtc

gtctggtgga

aactctttaa

gctttctgtg
tggcaagctc
ttcaagccag
caaggtttga
ggtggtacct
ttgccattga
actgccatct
agacaattga
ggtggttgtt
gccatcaagc
tatgctgacg
aacattgtca
gatgctttceg
ttcttgtetg
ccaactttct
gaagttttgg
tggaacggta
ttggatggtt
ccaaaggctt
aaagctcaat
aaatacactg
<210>19
<211> 365
<212> PRT

tgaaccaatt
acaacccatc
aaaagggtac
gttctccaaa
cttctgaaaa
agggtttagt
gtgccaacaa
acttcgttac
atﬁtcgttg;
actctgaaaa
ggtacggtgg
gaggtattgc
tetteggtet
ttggtgatga
acgccaagac
gtgacgctct
gttccaagac
agccagtttc
gtgttttgec
gtttcaccge
ctgettgttt
tcaagagaat
ccggtaagag
ccattgacaa
tgccaggtgt
gggaagéaaa

gtactgctga

<213> Secuencia artificial

gactcaagaa
ttacgaattg
tgttaccaac
ggacaaatac
ggtqéagaac
cgctgaccaa
ggacaccaga
caacatgttc
catgaacggt
ctttgttgct
tgaaatgaag
ttccatgcac
atccggtacc
cgaécacggt
catcaactta
attggaaaac
tgaaaacacc
caaggctggt
tcctgtttee
caagftggct
cggtgctgee
gcaagaatct
aatctccatc
ggctgaaatg
caacccagcc
ggctcaagac

aggtcaagct

ttgggtgett

ttgtttgctg
caaggtgctg
attgtettgg
gacaacaaac
ttgtctggta
ttagctgtca
atcagaccat
gccaaatgta
ttcaacatca
aagggtatgt
tgttctgceea
ggtaagacca
tgggatgacg
tctgectgaaa
gttgttgttt
agagtttett
ccagctacca
aagttgactc

ggtactgaaa

tttttgtett,

ggtgctgaag
aaagatacca
ggttectttge
atcttagacc
ttggctggta

ttggttgctg

tgggtattca
aagaaaccaa
ttgctgtcaa
atgacaagac
caatgtccca
agagattatt
gégttgtcac
ctgctgaaga
ccaacccaaa
ctgaaggtgt
tctccatgat
atgtcggtaa
ctttgtccac
aaggtgtttt
atgaaccaga
tggacaatgg
acccaatcta
aagttatctt
cagaacaaac
gaggtatcac
tgcacccaac
cttacttggt
gaggtatcat
caattttcga
caagagacac
gattcgtcaa

ctggtccaaa

67

cgatgtccaa
gccaggtttyg
caccggtatce
caaggacact
agacacttgg
cgttgtcgat
tgaagttgct
attgaaaggt
ctggaaggaa
tcaattgatt
gaactacttc
ggacggtgac
tgacccaaag
caactttgaa
tatctacggt
tgacgtcgat
ccatattcaa
cttgtctget
caagtactac
tgaaccaact
tcaatacget
caacactggt
cgatgccatc
tttctccatt
ctacgctgac
gaacttcgaa

ggcctaa

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

©1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1617



<220>

ES 2522 622 T3

<223> MDH2 de S. cerevisiae que carece de los primeros 12 a.a.

<400> 19

Met

1

Leu

Asn

Glu

Ile

65

His

Gly

Leu

Ser

Arg

Ala

50

Ser

Asn

Met

Lys

Leu

Ser

35

Ile

Val

Ala

Thr

Ile

Leu

20

Val

ASH

Ser

Ser

Arg
100

Ala

Leu

Thr

Gly

Ser

Ile

85

Asp

Ile

Lys
His
Val
His
70

val

Asp

Leu

Ala

Ile

Thr
55

Ser

val

Leu

Gly

Gln

His

40.

Ala

Pro

Ile

Phe

Ala

Leu

25

Leu

Asp

Ala

Pro

Asn
105

Ala

10

Gln

Ala

Leu

Gly

Ala

90

Val

Gly Gly

Tyr Gln

Leu Tyr

Ser His

60

Gly Ile
75

Gly Val

Asn Ala

68

Ile

Leu

Asp

45

Ile

Glu

Pro

Gly

Gly

Lys
30

Val

Asp

Asn

Arg

Ile
110

Gln

15

Glu

Asn

Thr

Cys

Lys

95

Ile

Ser

Ser

Gln

Pro

Leu

80

Pro

Ser



Gln Leu Gly
115

vVal Leu Val
130

Ser Asn Ile
145

Arg Arg Ile

Phe Leu Arg

Ser Met Pro
195

Ile Pro Leu
210

Gln Leu Lys
225

val Lys Ala

Ala Gly Tyr

Ile Glu Gln
275

Asn Phe Pro
290

Gly Ala Asp
305

Ser Tyr Val

Asn Gln Met’

Lys Gly Leu
355

<210> 20
<211> 1099

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

I1le

Leu

Met

Giu

180

Asp

Phe

Tyr

Lys

Lys

260

Ile

Ile

Tyr

Asp

Leu
340

Glu

Ser
Ser
Lys
Gly
165
Ile
val
Ser
Leu
Asn
245
Cys
His
Ala

Phe

Tyr
325

Pro

Phe

Ile
Asn
Asn
150
Val
Asn
Pro
Gln
Ile
230

Gly

val

‘Gly

Pro

Ala
310

Asp

Ile

Val

Ala
Pro
135
His
Thr
Ile
vVal
Ser
215
His
Lys
val
Thr
Gly
295
Ile
Ile

Cys

Ala

Glu

120

vVal

Pro

Lys

Glu

Ile

200

Asn

Arg

Gly

Gln

Tyr

280

Ala

Pro

Val

Val

Ser
360

ES 2522 622 T3

Cys
Asn
Gln
Leu
Ser
185
Gly
Phe
val
Ser
Phe
265
Tyr
Asp

Leu

Asn

Ser
345

Arg

Cys

Ser

Ser

Asp

170

Gly

Gly

Leu

Gln

Ala

250

Val

Val

Gln

Thr

Arg
330

Gln

Ser

Asp

Leu

Arg

155

Ile

Leu

His

Ser

Tyr

235

Thr

Ser

Pro

Leu

Ile

315

Met

Leu

Ala

Leu
val
140
Asn
val
Thr
Ser
Arg
220

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu

300

Thr

Asn

Lys

Ser

69

Ser

125

Pro

Ser

Arg

Pro

Gly

20S

Leu

Gly

Ser

Leu

Lys

28S

Pro

Thr

Asp

Lys

Sex
365

Lys

Val

Gly

Ala

Arg

190

Glu

Asn

Asp

Met

Leu

270

Asp

Leu

Lys

Met

val

Met

Ile

Ser

175

val

Thr

Glu

Glu

Ala

255

Gly

Ala

Val

Gly

Glu
335

Asn Ile

350

Phe
Val
Glu
160
Thr
Asn
Ile
Asp
val
240
His
Asn
Asn
Asp
Val
320

Arg

Asp



10

<223> MDH2 de S. cerevisiae cpo que carece de los primeros 12 a.a.

<400> 20

atgttgaaga
ttgaaggctc
ttggctttgt
atcgataccc
cacaacgctt
gacgatttgt
tgttgtgact
cctgttatgg

agaagaatca

atcaacattg

ggtggtcact
ttgaatgaag
gtcaaggcca
tgtgttgtcc
tacgttccat
ccatﬁagtcg
tcttacgttg
cctatctgtg
agatctgctt
<210> 21
<211> 340

<212> PRT

ttgccatctt
aattgcaata
acgatgtcaa
caatctctgt
coattgttgt
tcaacgtcaa
tgtccaaggt
tttecaacat
tgggtgtcac
aatctggttt
ctggtgaaac
atcaattgaa
agaacggtaa
aattecgtttce
tgaaagatgc
acggtgctga
actacgatat
tttctcaatt

ccagttaag

<213> Secuencia artificial

<220>

gggtgctget

ccaattgaag

ccaagaagct
ttcectcteac

cattccagce

tgcecggtatc

tttcgtcttg
cttgaagaac

caaattggac

gactccaaga.

tatcatccca
atacttgatt
gggttctgcect
tctattatta
taacaacttc
ctactttgcce

cgtcaacaga

gaagaagaac

ES 2522 622 T3

ggtggtatcg
gaatccaaca
atcaacggtg
tctccagetg
ggtgttccaa
atctctcaat
gttatctcca
cacccacaat
attgtcagag
gtcaactcca
ttattctcte
cacegtgtec
actctatcca
ggtaacattg
ccaattgctc
atcccattga
atgaacgaca

attgacaagg

gtcaatcttt
gatctgttac
Ecéctgctga
gtggtattga
gaaagccagg
taggtgattc
acccagtcaa
ccagaaactc
cttccacttt
tgécagatgt
aatctaactt
aatacggtgg
tggctcatge
aacaaatcca
caggtgctga
ccatcactac
tggaaagaaa

gtttggaatt

<223> MDH3 de S. cerevisiae que carece de SKL C-terminal

<400> 21

70

gtctttgttg
ccacattcat
cttgtectcac
aaactgtttg
tatgacccgt
cattgctgaa
ctctttggtt
tggtattgaa
cttgagagaa
tccagttatc
cttgtccaga
tgacgaagtt
cggttacaag
cggtacctac
ccaattattg
caagggtgtt
ccaaatgttg

cgttgecttce

60
120
180
240
300
360
420
‘480
540
600
660
720
780
840
.900
960
1020
1080

1099



Met

Leu

Tyr

Asn

Thr

65

Lys

val

Ile

Glu

Val

145

Leu

Met’

Val
Ser
Asp
Thr
50

Leu
Pro
Lys
Leu
Thr
130
Thr
Met

His

Lys

Leu

Ile

35

Asn

Ser

Gly

Ser

val

115

Leu

Asn

Leu

Arg

val
Leu
20

Arg
Ser
Asn
Leu
Leu
100

Ile

Lys.

Leu

Lys

Lys
180

Ala
Leu
Ala
Ser
Ala
Thr
85

val
Ser
Lys
Asp
Ash

165

Val

Ile

Lys

Ala

Cys

Gln

70

Arg

Thr

Asn

Met

Leu

150

Pro

Thr

Leu
Leu
Glu
Val
55

Val
Asp
Ala
Pro
Gly
135
Val

Lys

Val

Gly
Ser
Gly
40

Gly
Val
Asp
val
val
120
Lys
Arg

Ile

Ile

ES 2522 622 T3

Ala

Pro

25

Ile

Tyr

Leu

Leu

Gly

108

Asn

Phe

Ala

Gly

Gly
185

Ser

10

Tyr

Gly

Asp

Ile

Phe

90

Lys

Ser

Lys

Glu

Gln

170

Gly

Gly
val
Lys
Lys
Pro
75

Lys
Phe
Leu
Pro
Thr
155

Glu

His

Gly

Ser

Asp

Asp

60

Ala

Met

Ala

val

Gly

140

Phe

Gln

Ser

71

Val

Glu

Leu

45

Ser

Gly

Asn

Pro

Pro

125

Agn

Leu

Asp

Gly

Gly
Leu
30

Ser
Ile
val
Ala
Asn
110
Ile
Val
Val

Lys

Glu
190

Gln

15

Ala

His

Glu

Pro

Gly

95

Ala

Ala

Met

Asp

Thr

175

Thr

Pro
Leu
Ile
Asn
Arg
Ile
Arg‘
Val
Gly
Tyr
160

Thr

Ile



ES 2522 622 T3

Ile Pro Ile Ile Thr Asp Lys Ser Leu Val Phe Gln Leu Asp Lys Gln
195 200 205

Tyr Glu His Phe Ile His Arg Val Gln Phe Gly Gly Asp Glu Ile Val
210 215 220

Lys Ala Lys Gln Gly Ala Gly Ser Ala Thr Leu Ser Met Ala Phe Ala
225 230 235 240

Gly Ala Lys Phe Ala Glu Glu Val Leu Arg Ser Phe His Asn Glu Lys
- 245 250 ) 255

Pro Glu Thr.Glu Ser Leu Ser Ala Phe Val Tyr Leu Pro Gly Leu Lys
260 265 - 270

Asn Gly Lys. Lys Ala Gln Gln Leu Val Gly Asp Asn Ser Ile Glu Tyr
275 280 285

Phe Ser Leu Pro Ile Val Leu Arg Asn Gly Ser Val Val Ser Ile Asp
290 295 300

Thr Ser Val Leu Glu Lys Leu Ser Pro Arg Glu Glu Gln Leu Val Asn
305 310 315 320

Thr Ala Val Lys Glu Leu Arg Lys Asn Ile Glu Lys Gly Lys Ser Phe
325 . 330 335

Ile Leu Asp Ser
340

<210> 22

<211> 1024

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> MDH3 de S. cerevisiae que carece de SKL que codifica nt, cpo

<400> 22

atggttaagg .ttgccatctt aggtgcttct ggtggtgtcg gtcaaccatt atctctatta

ttgaaattgt ctccatacgt ttctgaattg gctttgtacg atatcagagc tgctgaaggt'
attggtaagg atttgtccca catcaacacc aactcctctt gtgttggtta cgacaaggat

tccatcgaaa acactttgtc caatgctcaa gttgtcttga ttccagctgg tgttccaaga

72

60

120

180

240



aagccaggtt
gttactgcetg
aactctttgg
aacgttatgg
ttgatgttga
gtcaccgtca
ttggttttec
gacgaaattg
ggtgccaaat
tetttgtetg
gtcggtgaca
gtttccattg
actgctgtca
taag

<210> 23
<211> 472

<212> PRT

tgaccagaga
tcggtaaatt
ttccaattge
gtgtcaccaa
agaacccaaa
tcggtggtca
aattggacaa
tcaaggccaa
ttgctgaaga
ctttegtcta
actccattga
acacttctgt

aggaattgag

<213> Secuencia artificial

<220>

tgatttgttc
tgceccaaac
cgttgaaact
cttggatttg
gatcggtcaa
ctctggtgaa
gcaatacgaa
gcaaggtgcc
agtcttacgt
cttgccaggt
atacttctct
tttggaaaaa

aaagaacatt

ES 2522 622 T3

aagatgaacg
gctcgtatcet
ttgaagaaga
gtcagagctg
gaacaagaca
accatcattce
catttecatcc
ggttctgeta
tctttccaca
ttgaagaacg
ttgccaattg
ttgtctccaa

gaaaagggta

ctggtatcgt
tagtcatcte
tgggtaagtt
aaactttctt
agaccaccat
caatcatcac
acagagtcca
ccttgtecat
acgaaaagcc
gtaagaaggc
ttttgagaaa
gagaagaaca

agtctttcat

taagtctttg
caaccctgtt
caagccaggt
ggttgactac
gcacagaaag
tgacaaatcc
attcggtggt
ggctttegcet
agaaactgaa
tcaacaatta
cggtteegtt
attggtcaac

cttggacagt

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

<400> 23
Met Ser Ser
1

Thr Phe Gly

Thr Gln Arg
35

Met Pro Glu
50

Ala Thr Val

Ala Ser Ala

5

Asp Leu Gln

20

Ser Leu Gln

Pro Leu Ile

Asn Met Thr

Ala Leu

Val Pro

Gln

Ala

Lys Phe
10

Asp Arg

25

Phe
40

Asn

Arg Ala

55

Tyr Gly

Asp

Phe

Leu

Ile Gly

Gly Val

Asp Pro

Arg Ala Glu

Tyr Trp Gly

30

Pro Thr

45

Gly

Leu
60

Lys Lys

Lys Val Gly

73

Arg Asp
15

Ala Gln

Glu Arg
Ala

Ala

Glu Ala

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1024



65

Ile

Phe

Asn

Glu

Ser

145

val

Asp

Gly

Phe

Gly

225

Gly

Ala

Phe

Leu

Gln

Pro

val

Leu

130

Gln

Val

Ala

Arg

Ser

210

Thr

Thr

Ile

Glu

Asn
290

Lys

Leu

Asn

115

Gly

Ser

Glu

Leu

Thr

195

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

275

Thr

Ala

val

100

Glu

Ser

Ser

Ile

Gln

180

His

Tyr

Glu

Leu

Ser

260

Leu

Val

Ala

85

Val

val

Lys

Asn

His

165

Ala

Leu

Thr

Arg

Asn

245

Ile

Ala

Ala

70

Asp
Trp
Ile
Ala
Asp
150
Gly
Lys
Gln
Gln
Leu
230
Thr
Thr

Ala

Cys

Glu
Gin
Ser
Pro
135
Thr
Arg
Ser
Asp
Gln
215
Tyr
Arg
Gly
His

Ser
295

val

Thr

Asn

120

val

Phe

Leu

Ala

Ala

200

Leu

Asn

Lys

Leu

Asp

280

Leu

ES 2522 622 T3

Ile

Gly

105

Arg

His

Pro

Ile

Glu

185

Thr

Thr

Leu

Gly

Pro

265

Ala

Met

Asp

90

Ser

Ala

Pro

Thr

Pro

170

Phe

Pro

Tyr

Ala

Phe

250

Phe

Leu

Lys

75

Gly

Gly

Ile

Asn

Ala

155

Ala

Glu

Leu

Gly

Gln
235

Asp’

Lys

Val

Ile

Ser

‘Thr

Glu
ASp
140
Met
Leu
His
Thr
Ile
220
Gly
Ala
Thr

Glu

Ala
300

74

Leu Ile Asp

Gln
Leu
125
His
His
Thr
Ile
Leu
205
Ala
Gly
Lys
Ala
Ala

285

Asn

Thr
110
Leu
val
val
Thr
Ile
190

Gly

Arg

Thr

Val

Pro

270

His

Asp

95

Lys
Gly
Asn
Ala
Leu
175
Lys
Gln
Val
Ala
Ala
255
Asn

Gly

Ile

80

His

Met

Gly

Met

Ala

160

Arg

Ile

Glu

Gln

Val

240

Glu

Lys

Ala

Arg



Tyr Leu Gly Ser Gly
305

Glu Asn Glu Pro Gly
’ 325

Gln Cys Glu Ala Met
340

Thr Ala Ile Ser Val
355

Phe Lys Pro Val Met
370

Ser Asp Ala Ser Ile
385

Ala Asn Glu Lys Lys
405

Val Thr Ala Leu Asn
420

Ala Lys Lys Ala His
435

Ser Leu Gly Tyr Leu
450

Glu Asp Met Ile Ser
465 :

<210> 24
<211> 1419

<212> ADN

Pro

310

Ser

Thr

Ala

Ile

Ser

Arg
Ser
Met
Gly
Lys

375

Phe

390

Ile

Pro

Lys

Thr

Ala
470

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fumarasa de R. oryzae que carece de los nt que codifican los primeros aa + M

<400> 24

atgtcctctg cttetgetge tttgcaaaaa ttcagagetg aaagagatac cttcggtgac

Ser

His

Glu

Ser

458

Lys

Cys

Ile

val

Ser

360

Asn

Thr

Ser

Ile

ES 2522 622 T3

Gly

Met

Cys

345

Asn

Leu

Lys

Ile

Gly

425

Gly
440

Glu

Asp

Thr

Glu

Leu

Pro

330

Ala

Gly

Ile

Asn

Met

410

Tyr

Thr

Phe

Gly

315

Gly

Gln

Gln

Gln

Cys

395

Asn

Asp

Leu

Asp

Glu

Lys

val

Phe

Ser

380

Val

Glu

Lys

Lys

Gln
460

75

Leu

Val

Met

Glu

365

Ile

vVal

Ser

Ala

Glu

445

Trp

Ser

Asn

Gly

350

Leu

Arg

Gly

Leu

‘Ala

430

Ala

Val

Leu

Pro

335

Asn

Asn

Leu

Ile

Met

415

Lys

Ala

Arg

Pro

320

Thr

Asn

val

Ile

Glu

400

Leu

Cys

Leu

Pro

60



ttgcaagttc
gacattggtg
aagaaggctg
atccéaaagg
gtctggcaaa
agagccattg
caﬁgtcaaéa
gttgttgaaa
gcéaaatctg
accccattga
gctcgtgtte
ggtactggtt
atcactggtt
gctttggttg
aacgata;dc
gaaaacgaac

atgaccatgg

aacggtcaat -

atcagattéa
gctaacgaaa
aaccctcaca
accactttga
tgggttagac
<210> 25

<211> 1000

<212> ADN

cagctgaccg
gtccaactga
ctgccaccgt
ctgctgacga
ccggttcetgg
aattgttggg

tgtctcaatc

ttcacggtag

ctgaattcga

ctttaggtca

aaggtacttt

tgaacéccag
taccéttcaa
aagctcacgg
gttacttggg
caggttcttc
tttgtgccca
tcgaattgaa
tctectgacge
agaagatctc
ttggttacga
aagaagctgce

ctgaggacat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor TDH1

<400> 25

ttactggggt
aagaatgcca
caacatgacc
agttatcgat
tactcaaacc
tggtgaatta
ttccaacgac
attgattcca
acacatcatc
agaattctce
ggaaagatta
aaagggtttc
gaccgcteca
tgetttgaac
ttctggtcea
catcatgcca
agtcétgggt
tgtctttaaa
ttcecatctet
ctccatcatg
caaggctgcc
£ctatctttg

gatttetgee

ES 2522 622 T3

gctcaaactce
gaaccattaa
tacggtt;gg
ggttctttga
aagatgaacg
ggttccaagg
actttcccaa
gctttgacca
aagattggta
ggttacactc
tacaacttgg
gatgccaagg
aacéaattcg
accgttgett
agatgtggtt
ggtaaggtca
aacaacactg
ccagtcatga
ttcaccaaga
aacgaatctt
aagtgtgcca
ggttacttga

aaggattaa

aaagatcttt
tcagagcttt
acccaaaggt
ttgaccattt
tcaatgaagt
ctccagtcca
ctgccatgca
ctttgagaga
gaacccactt
aacaattgac
ctcaaggtgg
ttgctgaage
aagctttggce
gttctttgat
taggtgaatt
acccaactca
qcatctctgt
tcaagaactt
actgtgttgt
tgatgttggt
agaaggctca

cctctgaaga

gcaaaacttt
cggtgt;ttg
tggtga;gcc
cccattggtt
catctcéaac
cccaaa;gat
cgttgc£gcc
tgctttécaa
gcaaéafgct
ctacggkatt
tactgc;gtc
cattgcltcc
tgctca;gac
gaagattgce
gtctctacca
atgtga;gct
tgctggttce
gatccaatcc
cggtat;gaa
cactgctttg
caaggaaggt

attcgaccaa

cttcectttt acagtgcttc ggaaaagcac agcgttgtec aagggaacaa tttttcttca

76

120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1419

60



10

agttaatgca
aaaaaaaaat
aagaaaagcc
gaggagéaaa
aagttgggct
agccaacact
agcttagtaa
cgtggggecet
acaccacatt
tegegetttt
gagtggtcge
ttcttaggtg
ggagcatgtt
‘cgaaatcata
ctctctettg
acaaaaaaca
<210> 26

<211> 500

<212> ADN

taagaaatat
gagtaaattt
cgcttctgaa
agaaacgaat
gagcttctga
tgatagtatc
aaatgtgcéc
tgttgcgcta
ttcagggggt
tttttaaaag
agatctggag
catgcgaégg
céttctctgt
taaatagaca
cataaataag

gtacttcact

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> terminador TDH1

<400> 26

ataaagcaat
ttctgctaga
ttaagcatta
agttatggcg
ctaggatggt
tgcaaaacgc
aggtégatac
ttgtettett
cagtatatat
<210> 27

<211> 600

<212> ADN

cttgatgagag
ttttgtgaag
actttaccct
agaécgtcgg
ttaaagattt
acatacccac
tgatactaag

acgtatcaga

atactaagaa

<213> Secuencia artificial

ctttttttat
ctcgatggat
aactacagtt
gtatatgctc
tccaatttat
tactcgccat
accacaagcc
ggaataggat
cgatctgcectt
.gcgcgagaca
actggatcﬁt
tatccacgtg
agcagtaaga
atatattttc
aaattcatca

aaatttacac

ataatgattt
acgtaaataa
tttctcttect
cggttaaaat
ttcetttttg
aatatgtgac
agagtctcta

acaagaaage

ES 2522 622 T3

gtttagctaa
tagtttctca
gacttgtatg
atttacactc
tctatccatt
tcacttccag
tacatgactce
atgcgacgaa
gctteccttta
gcaaacagga
tacaatacag
‘cagaacaaca
gcttggtgat
acacaatgag
agaacttggt

acaaaacaaa

ttttttgaat
gtacatatta
aagtttcaat
atattaccct
ggaaataagt
tattggcaaa
ttccggcetee

atttccaaag

gtaaaagcag
caggtaacat
ctaaagggcce
tatatcacca
agttgctgat
cagcgccagt
cacgtcacat
gacgcttctg
ctgtcacgag
agctcgggtt
taaggcaagc
tagtctgaag
aatgaccaaa
atttgtagta

ttgatattte

atacataaat
ctttttaagce
actagttatc
gaacgtggtg
aaacaatata
gaacgcatta

acttttagte

taattgeatt

77

cttggagtaa
aacaaaaacc
agactaatgg
tatggaggat
atgtcccacce
agggttgttg
gaaaccacac
cttagtaacc
cggcccataa
tcaacctteg
caccatctgce
aaggggggga
actggagtct
cagttctatt

accaacacac

actaccgttt
éaagacaaga
actgtttaaa
aattgaagtt
ttgctgectt
tcetttgaag
cagagattac

tgeceettgag

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960

1000

60
120
180
240
300
360
420

480

500



10

15

<220>

<223> segundo promotor TDH3

<400> 27
ttagtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
ccaaaatatt
cagagaaéag
tgectggagt
tacaccttet
accagttccce
gattgtaatt
tttttttagt
<210> 28
<211> 300

<212> ADN

aattagcctt
gaatatataa
atggagcccg
gttttcttca
gggcaéaaac
aaatgatgac
attaccttgt
tgaaattatt
ctgtaaatct

tttaaaacac

<213> Secuencia artificial

<220>

ttaattctge

catcgtaggt
ctttttaage
ccaaccatda
aggcaaaaaa

acaaggcaat

gctetetetg

ccectacttg
atttcttaaa

caagaactta

<223> segundo terminador TDH3

<400> 28

gtgaatttac
tttcaattta
tttcttgatg
atacctgata
aattttgggg
<210> 29

<211> 3148

<212> ADN

tttaaatctt
;atactattt
cgctattgeca
cattgtggat

atattggett

<213> Secuencia artificial

<220>

gcatttaaat
taatgacatt
ttgttcttgt
gctgagtgaa

ttttttttaa

ES 2522 622 T3

tgtaaccecgt
gtctgggtga
tggcatccag

gttcataggt

‘cgggcacaac

tgacccacgc
atttggadaa
actaataagt
cttcttaaat

gtttcgaata

aaattttctt
ttcgattcat
ctttttegee
attttagtta

agtttacaaa

<223> constructo sintético TDH1p-PCKm-TDH1t

<400> 29

acatgcccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattctctt
ctcaatggag
aégtatctat
agctgaaaaa
atataaagac
tctactttta

aacacacata

tttatagcett
tgattgaaag
acatgtaata
ataatggagg

tgaatttttt

78

aatagggggc
cctggeatce
aatcccégca
agcgcaacta
tgatgcaacc
ctcattttct
aaaggttgaa
ggtaggtatt
tagttagtct

aacaaacaaa

tatgacttag
ctttgtgtte
tctgtagtag
cgetettaat

ccgccaggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

60

120

180

240

300



ggatcecttc
tcttcaagtt
gagtaaaaaa
aaaaccaaga
taatgggagg
gaggataagt
ccecaccagec
ttgttgagct
ccacaccgtg
gtaaccacac
ccataatcgc
ccttcggagt
atctgcttct
gggggaggag
gagtctcgaa
tctattctct
acacacacaa
caaattggte
cccatcttac
gggtactttg
tccaaaggac
tgaagctgee
attggttgcce
ttctgaaaag

cgtcaagaac

ccttttacag
aatgcataag
éaaaatgagt
aaagcccgct
agaaaaagaa
tgggctgage
aacacttgat
tagtaaaaat
gggececttgtt
cacattttca
gettttttet
ggtcgcagat
taggtgcatg
catgttcatt
atcatataaa

ctecttgecata

‘aaaacagtac

aaggaattga
gaacaattat
accactttag
aaatacattg
aagaaégata
aagcaattgt
cacagaattg

atgttcatca

tgcttcggaa
aaatatcttt
aaatttctcg
tctgaaaact
acgaatgtat
ttctgatcca
agtatctact
gtgcgcacca
gcgctaggaa
gggggtcgat
taaaaggcgc
ctggagactg
cgacggtatc
ctctgtagca
tagacaatat
aataagaaat
ttcactaaat
atgatttggg
tcgaagaaga
gtgctgttgce
tttgtgatga

acaagccaat

‘ctggtaagag

gtgtcagaat

gaccaactga

ES 2522 622 T3

aagcacagcg
ttttatgttt
atggattagt
acagttgact
atgctcattt
atttattcta
cgeccattcac
éaagcctaca
taggatatge
ctgcttgett
gagacagcaa
gatctttaca
cacgtgcaga
gtaagagctt
attttcacac
tcatcaagaa
ttécacacaa
tttgactgac
aaccaagcca
tgttgécacc
aaccaccaag

gactcaagaa

‘attattecgtt

ggtcactgaa

cgaagaattg

ttgtccaagg
agctaagtaa
ttctecacagg
tgﬁatgctaa
acactctata
tccattagtt
ttccagcage
tgactccacg
gacgaagacg
cctttactgt
acaggaagct
atacagtaag

acaacatagt

ggtgataatg

aatgagattt
cttggtttga
aacaaaatga
gtcaaggaaa
ggtttggaag
ggtattttca
gacaccgtct
acctggaaat
gttgacgett
gttgcttgge

aagaacttca

79

gaacaatttt
aagcagcttg
taacataaca
agggccagac
tcaccatatg
gctgatatgt
gccagtaggg
Qcacatgaaa
cttectgetta
cacgagcggce
cgggtttcaa
gcaagccaca
ctgaagaagg
accaaaactg
gtagtacagt
tatttcacca
ctgatttgaa
ttgtctacaa
gtttcgacaa
ccggtegtte
ggtggaactc
ctttgagaga
tctgtggtge
aagctcattt

aggctgactt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

- 840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



caccgttttg
tgaaaacttt
cggtggtgaa
tgttgettec
cggtctatcc
tgatgacgaa
caagaccatc
tgctttgttg
caagactgaa
tgtttccaag
cttgccacct
cactgccaaa
ttgtttceggt
aagaatgaag
taagagaatc
tgaaaaggct
aggtgttgac
agtcaaggct
cccagaagcect
atcttgatga
gattttgtga
taactttacc
cgagaacggc
gtttaaagat
gcacataccc
actgatacta
ttacgtatca
atatactaag
<210> 30
<211> 3148
<212> ADN

aatggtgcca
gttgctttca
atgaagaagg
atgcactgtt
ggtactggta
cacggttégg
aacttatctc
gaaaacgttg
aacaccagag
gctggtcacg
géttccaaat
ttggetggta
gectgctttet
ggttctggtg

tccatcaagg

gaaatgggtg’

ccagccatct
gaagatttgg
gccaaattgg
ggataatgat
agacgtaaat
cttttctctt
ggcggttaaa
ttttcctttt
acaatatgtg
agagagtctc
gaacaégaaa

aaggcgcgcc

<213> Secuencia artificial

<220>

agtgtaccaa
acatcactga
gtatgttctc
ctgccaatgt
agaccactct
acgaatctgg
aagaaaacga

ttgtcagagc

tttcttacee

ctaccaaggt
tgactccaga
ctgaaagagg
tatctttgeca
ctgaagctta
ataccagagg
aattgccaat
tagatccaag
ctaacagatt
ttggtgetgg
ttttttttga
aagtacatat

ctaagtttca

‘atatattacc

tgggaaataa
actattggca
tattécggct
gcatttccaa

gcggecge

ES 2522 622 T3

cccaaactgg
aggtatccaa
catgatgaac
cggtaaggat
atccactgac
tgtctttaac
accagatafc
tgacggttct
aatctaccac
tatcttcttg
acaaaccgaa
tgtcactgaa
cccaatccaa
cttggtcaac
tatcattgat
cttcaacttg
agacacctac
cgtcaagaac
tccaaaggct
atatacataa
tactttttaa
atactagtta
ctgaacgtgg
gtaaacaata
aagaacgcat
ccacttttag

agtaattgca

<223> constructo sintético TDH1p-PCK1-TDH1t

<400> 30

aaggaacaag
ttgattggtg
tatttcttge
ggtgacgttg
ccaaagagac
tttgaaggtg
tacggtgcca
gttgacttcg
attgacaaca
actgctgatg
tactacttct
ccaactccaa
tacgctgatg
accggttgga
gctatcttgg
gccattccaa
gctgacaagg
tttgtcaaat
taaggqécgg
atactaccgt
gccaagacaa
tcactgttta
tgaattgaag
tattgctgcc
tatcctttga
tccagagatt

tttgcccttg

80

gtttgaactc
gtacctggta
cattgaaagg
ccatcttett
aattgattgg
gttgttacge
tcegtegtga
acgacggttce
ttgtcagacc
ctttcggtgt
tgtccggttt
ctttctctge
tcttggttga
acggtaccgg
acggttccat
aggctttgee
ctcéatggca
acactgctaa
gcataaagca
ttttctgcta
gattaagcat
aaagttatgg
ttctaggatg
tttgcaaaac
agaggtggat
acttgtctte

agcagtatat

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3148



ggatcccttc
tcttcaagtt
gagtaaaaaa
aaaaccaaga
taatgggagg
gaggataagt
cccaccagcec
ttgttgagct
ccacaccgtg
gtaaccacac

ccataatcge

cctteggagt,

atctgettcet
gg99g99aggag
gagtctcgaa
tctattctet
acacacacaa
ccaattgact
cccatcttac
gggtactgtt
tccaaaggac
tgaaaaggtc
tttagteget

caacaaggac

ccttttacag
aatgcataag
éaaaatgagt
aaégcccgct
agaaaaagaa
tgggctgage
aacacttgat
tagtaaaaat
gggcctﬁgtt
cacattttca
gctttttttt
ggtcgcagat
taggtgcatg
catgttcatt
atcatataaa
ctcttgecata

aaaacagtac

caagaattgg

gaattgttgt
accaaccaag
aaatacattg
aagaacgaca
gaccaattgt

accagattag

tgcttcggaa
aaatatcttt
aaatttcteg
tctgaaaact
acgaatgtat
ttctgatcca
agta£ctact
gtgcgcacca
gcgctaggaa
gggggtcgat
taaaaggcgc
ctggagactg
cgacggtatc
ctctgtagca
tagacaatat
aataagaaat
ttcactaaat
gtgctttggg

ttgctgaaga

gtgctgttgce

tcttggatga
acaaaccaat
ctggtaagag

ctgtcagagt

ES 2522 622 T3

aagcacagcg
ttttatgttt
atggattagt
acagttgact
atgctcattt
atttattcta
cgccattcac
caagcctaca
taggatatgce
ctgcttgett
gagacagcaa
gatctttaca
cacgtgcaga
gtaagagctt
attttcacac
tcatcaagaa
ttacacacaa
tattcacgat
aaccaagcca
tgtcaacacc
caagaccaag
gtcccaagac
attattcgtt

tgtcactgaa

ttgtccaagg
agctaagtaa
ttctcacagg
tgtatgctaa
acactctata
tccattagtt
ttccagcagc
tgactccacg
gacgaagacg
cctttactgt
acaggaagct
atacagtaag
acaacatagt
ggtgataatg
aatgagattt
cttggtttga
aacaaaatga
gtccaagaag
ggtttggaag
ggtatcttca
gacactgtct
acttggaact
gtcgatgett

gttgettgge

81

gaacaatttt
aagcagcttg
taacataaca
agggccagac
tcaccatatg
gctgatatgt
gccagtaggg
tcacatgaaa
cttctgctta
cacgagcggce
cgggtttcaa
gcaagccacc
ctgaagaagg
accaaaactg
gtagtacagt
tatttcacca
ccgatttgaa
ttgtctacaa
gttacgaaaa
ccggtcegtte
ggtggacttc
ctttaaaggg
tectgtggtge

aagcteactt

60

120

180

240

300

360

420

480

540
600
660
720
780
840
900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



cgttaccaac

cgttgtcatg’

tgaaaacttt
cggtggtgaa
tattgcttcc
cégtctatcc
tgatgacgaa
caagaccatc
cgctctattg
caagactgaa
agtttccaég
tttgecteet
caccgccaag
ttgtttcggt
gagaatgcaé
taagagaatc
tgacaaggct
aggtgtcaac
agaaaaggct
tgctgéaggt
atcttgatga
géttttgtga
taactttacc
cgagaacgtc
gtttaaagat
gcacataccce
actgatacta
ttacgtatca
atatactaag
<210> 31
<211> 2637

<212> ADN

atgttcatca
aacggtgcca
gttgctttca
atgaagaagg
atgcactgtt
ggtaccggta
cacggttggg
aacttatctg
gaaaacgttg

aacaccagag

gctggtccag

gtttccaagt
ttggctggta
gctgcetttt
gaatctggatg
tccatcaaag
gaaatgggtt
ccagccatct
caagacttgg
caagctttgg
ggataatgat
agacgtaaat
cttttetett
ggcggttaaa
ttttcetttt
acaatatgtg
agagagtctc
gaacaagaaa

aaggcgcgce

<213> Secuencia artificial

<220>

gaccatetge
aatgtaccaa
acatcactga
gtatgttcte
ctgccaatgt
agaccacttt
atgacgaagg
cégaaaatga
ttgttttgga
tttcttacce
ctaccaaagt
tgactccaga
ctgaaagagg
tgtctttgea
ctgaagctta
atacCagagg
ctttgccaat
tagacccaag
ctggtagatt
ttgctgetgg
tcceeecetga
’aagtacatat
ctaagtttca
atatattacc
tgggaaataa
actattggca
tatteccggcet

gcatttccaa

gcggeege

ES 2522 622 T3

tgaagaattg

cccaaactgg
aggtéttqaa
catgatgaac
cggtaaggac
gtccactgac
tgttttcaac
accagatatc
caatggtgac
aatctaccat
tatcttecttg
acaaaccaag
tatcactgaa
cccaactcaa
cttggtcaac
tatcatcgat
tttecgattte
agacacctac
cgtcaagaac
tccaaaggcece
atatacataa

tactttttaa

atactagtta

ctgaacgtgg
gtaaacaata
aagaacgcat
ccacttttag

agtaattgca

aaaggtttca
aaggaacaag
ttgattggtg
tacttcttge
ggtgacactg
ccaaagagac
tttgaaggtg
tacggtgcca
gtcgattatg
attcaaaaca
tctgctgatyg
tactacttct
ccaactécaa
tacgctg&ag
actggttgga
gccatcttgg
;ccattccaa
gctgacaaag
ttcgaaaaat
taaggccegyg
atactaccgt
gccaagacaa
tcactgttta
tgaattgaag
tattgetgec
tatcctttga
tccagagatt

tttgcecttg

<223> constructo sintético TDH3p-delta 12N MDH2-TDH3t

<400> 31

82

agccagattt
gtﬁtgaactc
gtacctggta
cattgagagg
ccatcttectt
aattgattgg
gttéttacgc
tcaagcgtga
ctgacggtﬁc
ttgtcaagcc
ctttcggtgt
tgtctggttt
ctttctetge
ttttggtcaa
acggtaccgg
atggttccat
aggctttgee
ctcaatggga
acactggtac
gcataaagca
ttttctgcta
gattaagcat
aaagttatgg
ttctaggatg
tttgéaaaac
agaggtggat
acttgtcttce

agcagtatat

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000

.3060

3120

3148



ggatceggeg
taaattttcc
tcaagaagac
cgttgaaaag
caacaagaag
gttagaatca
tgccatttca
aaaaaattag
cacagaatat
tataatggag
tattgtttte
acaggggcac
Qagtaaatga
ttctattacc
tcecctgaaat
aattctgtaa
tagttttaaa
aagattgcca

gctcaattgc

ttgtacgatg

accccaatct
gcttcecattg

ttgttcaacg

cgccctattt
tatgacttga
atatttgacc
aacttacctg
tttaétgacg
ttttgaataa
aagaatacgt
ccttttaatt
ataacatcgt

cccgettttt

ttcaccaacc

aaacaggcaa
tgacacaagg
ttctgctcte
tattcecccta
atctatttct
acaccaagaa
tettgggtge
aataccaatt
tcaaccaaga
ctgtttccte
ttgtcattcc

tcaatgecegg

tcgaggacct
tgcaaattece
tcttaacagg
aaaaaaacga
cggaggccaa
aaaacacgct
aaataattaa
ctgctgtaag
aggtgtctgg
aagctggcat
atcagttcat
aaaacgggca
caattgaccce
tctgatttgg
cttgactaat
taaacttctt
cttagtttcg
tgetggtggt
gaaggaatcc
agctatcaac
tcactctcca
agccggtgtt

tatcatctet

ES 2522 622 T3

tgtcaccttg
caaagctaat
tfcagacgcg
atatatacta
ggcaaaaaga
ttttcagttc
tagtagtgat
ccgtacatge
gtgaacagtt
ccagaaaaaa
aggtccatte
caacctcaat
acgcatgtat
aaaaagctga
aagtatataa
aaattctact
aataaacaca

atcggtcaat

‘aacagatctg

ggtgtcactg
getggtggta
ccaagaaagc

caattaggtg

agcccaagag
aacatgcaag
actgectcat
gcgttgaatg
ttecttgatt
gagtttatca
tttcctaact
ccaaaatagg
tattectgge
aaagaatcce
tcttagecgca
ggagtgatgc
ctatctcatt
aaaaaaaggt
agacggtagg

tttatagtta

cataaacaaa

ctttgtettt
ttacccacat
ctgacttgtc
ttgéaaactg
caggtatgac

attccattge

83

agccaagatt
acacgtacgg
cagtaagacc
ttagcgtcaa
acgtaaggga
ttatcaatac
ttatttagtc
gggcgggtta
atccactaaa
agcaccaaaa
actacagaga
aacctgcctg
ttcttacacc
tgaaaccagt
tattgattgt
gtctettttt
caaaatgttg
gttgttgaag
tcatttggct
tcacatcgat
tttgcacaac
ccgtgacgat

tgaatgttgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



gacttgteca
atggtttcca

atcatgggtg

attgaatctg’

cactetggtg
gaagatcaat
gcéaagaacg
étccaattcg
ccéttgaaag
gtcgacggtg
gttgactaég
tgtgtttete
gctteccagtt
ttttataget
ttgattgaaa
cacatgtaat
aataatggag
atgaattttt
gccatcaaat
gaaaaaaact
aagataacat
<210> 32

<211> 1966

<212> ADN

aggttttegt
écatcttgaa
tcaccaaatt
gtttgactcc
aaactatcat
tgaaatactt
gtaagggttc
tttctctatt
atgctaacaa
ctgactactt
atatcgtcaa
aattgaégaa
aaggcccggg
ttatgactta
gctttgtgtt
atctgtagta
gcgetcttaa
tccgecagga
catgcctata
cccgcaattt

atatctagat

<213> Secuencia artificial

<220>

cttggttate
gaaccaccca
ggacattgtc
aagagtcaac
cccattattce
gattcacegt
tgctactcta
aﬁtaggtaac
cttcccaatt
tgcecatccca
cagaatgaac
géaéattgac
cgtgaattta
gtttcaat;t
ttttcttgat
gatacctgat
taattttggg

taacgattct

aatcatgcct

cttatagaat

gcagtaatat

ES 2522 622 T3

tccaacccag
caatccagaa
agagcttcca
tccatgeccag
tctcaatcta
gtccaatacg
tccatggetc
attgaacaaa
gctccaggtg
ttgaccatca
gacatggaaa
aagggtttgg
ctttaaatct
atatactatt
gcgctattge
acattgtgga
gatattggct
gaagttactc
atatttgcgt
acgttgaaaa

acacagattc

<223> constructo sintético TDH3p-MDH3-TDH3t

<400> 32

tcaactcttt
actctggtat
ctttcttgag
atgttccagt
acttcttgtc
gtggtgacga
atgeceggtta
tccacggtac
ctgaccaatt
ctaccaaggg
gaaaccaaat
éatﬁcgttgc
tgcaCttéaa
ttaatgacat
attgttcttg
tgctgagtga
t;ttttttta
ttagcgttcece
gcagtcagta
ttaaatgtac

c¢ggceggecg

ggttcctgtt
tgaaagaaga
agaaatcaac
tatcggtggt
cagattgaat
agttgtcaag
caagtgtgtt
ctactacgtt
attgécatté
tgtttettac
gttgcctatc
ttccagatct
taaattttct
tttcgattca
tctttttcge
aattttagtt
aagtttacaa
tatcggtaca
tcatctacat
gcgccaagat

cggecge

ggatccggeg cgccacgcegt ggecggectt agtcaaaaaa ttagcotttt aattetgetg

taacccgtac atgcccaaaa tagggggcgg gttacacaga atatataaca tcgtaggtgt

ctgggtgaac agtttattcc tggcatccac taaatataat ggagcccgct ttttaagetg

84

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

'2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2637

60

120

180



gcatccagaa
tcataggtcc
ggcacaacct
acccadgcat
ttggaaaaag
taataagtat
tcttaaattc
ttcgaataaa
tggtgtcggt
‘tttgtacgat
ctcctettgt
tgtcttgatt
gatgaacgct
tcgtatctta
gaagaagatg
cagagctgaa
acaagacaag
catcattcca
tttcatccac
ttctgctacc
tttccacaac
gaagaacggt
.gccaattgtt
gtctccaaga
aaagggtaag
ataaatttte
ttttcgattc
gtcttttteg
aaattttagt
aaagtttaca
<210> 33

<211> 2950

<212> ADN

aaaaaaagaa
attctcttag
caatggagtg
gtatctatct
ctgaaaaaaa
ataaagacgg
tacttttata
cacacataaa
caaccattat
atcagagctg
gttégttacg
ccagctgétg
ggtatcgtta
gtcatctcca
ggtaagttca
actttcttgg
accaccatgc
atcatcactg
agagtccaat
ttgtccatgg
gaaaagccag
aagaaggctc
ttgagaaacg
gaagaacaat
tctttcatct
tttttatage
attgattgaa
ccacatgﬁaa

taataatgga

aatgaatttt

<213> Secuencia artificial

<220>

tccecagcace
cgcaactaca
atgcaacctg
cattttctta
aggttgaaac
taggtattga
gttagtcttt
caaacaaaat
ctctattatt
ctgaaggtat
acaaggattc
ttccaagaaa
agtctttggt
accctgttaa
agccaggtaa
ttgactactt
acagaaaggt
acaaatcctt
tcggtggtga
ctttcgetgg
aaactgaatc
aacaattagt
gttcegttgt
tgétcaacac
tggacagtta
tttatgactt
agctttgtgt
tatctgtagt
ggegcetetta

ttcecgccagg

ES 2522 622 T3

aaaatattgt
gagaacaggg
cctggagtaa
caccttctat
cagttccctg
ttgtaattct
tttttagttt
ggttaaggtt
gaaattgtct
tggtaaggat
catcgaaaac
gccaggtttg
tactgctgtc
ctetttggtt
cgttatgggt
gatgttgaag
caccgtcatc
ggttttccaa
cgaaattgtc
tgccaaattt
tttgtetget
cggtgacaac
ttccattgac
tgctgtcaag
aggtgaattt
agtttcaatt
tttttcttga

agatacctga

ataattttgg ggatattgge tttttttttt

tttcttcacc
gcacaaacag
atgatgacac
taccttctge
aaattattcc
gtaaatctat
taaaacacca
gccatcttag
ccatacgttt
ttgtcccaca
actttgtcca
accagagatg
ggtaaatttg
ccaattgccyg
gtcaccaact
aacccaaaga
ggtggtcact
ttggacaage
aaggccaagc
gctgaagaag
ttcgtctact
tccattgaat
acttetgttt
gaattgagaa
actttaaatc
tatatactat
tgcgctattg

tacattgtgg

atgggcccge ggccge

<223> constructo sintético TDH1-FUMR-TDH1t

<400> 33

85

aaccatcagt
gcaaaaaacg
aaggcaattg
tctctctgat
cctacttgac
ttcttaaact
agaacttagt
gtgcttctgg
ctgaattggc
tcaacaccaa
atgctcaagt
atttgttcaa
cceccaaacge
ttgaaacttt
tggatttggt
tcggtcaaga
ctggtgaaac
aatacgaaca
aaggtgccgg
tcttacgttce
tgccaggttt
acttctcttt

tggaaaaatt

agaacattga

ttgcatttaa
tttaatgaca
cattgttctt

atgctgagtg

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

1800

1860
1920

1966



ggatcccttc
tcttcaagtt
gagtaaaaaa
aaaaccaaga
taatgggagg
gaggataagt
cccaccagcec
ttgttgagct
cecacaccegtyg
gtaaccacac
ccataatcgce
ccttcggagt

atctgcttet

gggggaggag

gagtctcgaa
tctattctcet

acacacacaa

tgetgetttg

tgaccgttac
aactgaaaga
caccgtcaac

tgacgaagtt

ccttttacag
aatgcataag
aaaaatgagt
aaagcccgct
agaaaaagaa
tgggctgage
aacacttgat
tagtaaaaat
gggccttgtt
cacattttca
getttttttt
ggtcgcagat
taggtgcatg
catgttcatt
atcatataaa
cﬁcttgcata
aaaaqagtac
caaaaattca
tggggtgctc
atgccagaac
atgacctacg

atcgatggtt

tgcttcggaa
aaatatcttt
aaatttcteg
tctgaaaact
acgaatgtat
ttctgatcea
agtatctact
gtgcgecacca
gcgctaggaa
gggggtcgat
taaaaggcgce
ctggagactg
cgacggtatc

ctctgtagca

tagacaatat

.aataagaaat

ttcactaaat
gagctgaaag
aaactcaaag
cattaatcag
gtttggaccc

ctttgattga

ES 2522 622 T3

aagcacagcg
ttttatgttt
atggéttagt
acagttgact
Atgcﬁcattt
atttattcta
cgccattcac
caagcctaca
taggatatgc
ctgcttgett
gagacagcaa
gatctttaca
cacgtgcaga
gtaagagctt
attttcacac
tcatcaagaa
ttacacacaa
agatacctté
atctttgcaa
agctttcgat
aaaggttggt

ccatttccca

ttgtccaagg
agctaagtaé
ttctcacagg
tgtatgctaa
acactctata
tccattagtt
ttcecagcage
tgactccacg
éacgaagacg

cctttactgt

acaggaagct

atacagtaag

acaacatagt

ggtgataatg
aatgagattt
ctfggtttga
aacaaaatgt
ggtgacttge
aactttgaca
gttttgaaga
gaagccatcc

ttggttgtct

86

gaacaatttt

aagcagcttg

taacataaca
agggccagac
tcaccatatg
gctgatatgt
gccagtaggg
tcacatgaaa
cttctgctta

cacgageggce

cgggtttcaa"

gcaagccacce
ctgaagaagg
accaaaactg
gtagtacagt
tatttcacca
cctcetgcette
aagttccage
ttggtggtcc
aggctgctge
aaaaggctge

ggcaaaccgg

60
120
180
240.
300
360
420
480
540
600
660

720

840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320



ttctggtact

gttgggtggt

tcaatcttcc.

cggtagattg
attcgaacac
aggtcaagaa
tactttggaa
caccagaaag
attcaagacc
tcacggtgcet
cttgggttct
ttctteccate
tgctcaagtc
attgaatgtc
tgacgcttee
gatctectec
ttacgacaag
agctgctcta
ggacatgatt
attttttete
ataagtacat
ttctaagttt
aaatatatta
tttgggaaat
tgactéttgg
tctatteccegg
aagcatttcce

ccgeggecge

<210> 34
<211> 5037

<212> ADN

céaaccaaga
gaattaggtt
aacgacactt
attccagett
atcatcaaga
ttctceecggtt
agat;ataca
ggtttcgatg
gctccaaaca
ttgaacaccg
ggtccaagat

atgccaggta

atgggtaaca

tttaaaccag
atctctttca
atcatgaacg
gctgccaagt
tctttgggtt
tctgccaagg
gaatatacat
attacttttt
caatactagt
ccctgaacgt
aagtaaacaa
caaagéacgc
ctccactttt

aaagtaattg

<213> Secuencia artificial

<220>

tgaacgtcaa
ccaaggctcce
tcccaactge
tgaccacttt
ttggtagaac
acactcaaca
acttggctca
ccaaggttge
aattcgaagc
ttgcttgtte
gtggtttagg
aggtcaaccce
acactgccat

tcatgatcaa

ccaagaactg

aatctttgat
gtgccaagaa
acttgaccte
attaaggccc
aaatactacc
aagccaagac
tatcactgtt
ggtgaattga
tatattgctg
attatccttt
agtccagaga

catttgcect

ES 2522 622 T3

tgaagtcatc
agtcéaccca
catgcacgtt
gagagatgct
ccacttgcaa
attgacctac
aggtggtact
tgaagccatt
tttggctgct
tttgatgaag
tgaattgtct
aactcaatgt
ctetgttget
gaacttgatc
tgttgtcggt
gttggtcact
ggctcacaag
tgaagaattc
gggcataaag
gtttttctge
aagattaagc
taaaagttat
agttctagga
cctttgcaaa
gaagaggtgg
ttacttgtct

tgagcagtat

<223> constructo sintético TDH3p-FRDm1-TDH3t

<400> 34

tccaacagag
aacgatcatg
gctgecgttg
ttgcaagcca
gatgctaccc
ggtattgctc
gctgtcggta
gcttccatceca
cacgacgctt
attgccaacg
ctaccagaaa
gaagctatga
ggttccaacg
caatccatca
attgaagcta
getttgaace
gaaggtacca
géccaatggg
caatcttgat
tagattttgt
attaacttta
ggcgagaacg
tggtttaaag
acgcacatac
atactgatac
tcttacgtat

atatatacta

87

ccattgaatt
tcaacatgte
ttgaaattca
aatctgctga
cattgacttt
gtgttcaagg
ctggtttgaa
ctggtttace
tggttgaagc
atatccgtta
acgaaccagg
ccatggtttg
gtcaattcga
gattaatctc
acgaaaagaa
ctcacattgg
ctttgaaaga
ttagacctga
gaggataatg
gaagacgtaa
ccecttttete
tcggeggtta
attttteett
ccacaatatg

taagagagtc

cagaacaaga .

agaaggcgcg

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340

2400

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

2950



ggatccggeg
taaattttcc
tcaagaagac
cgttgaaaag
caacaagaag
gttagaatca
tgccatttca
aaaaaattag
cacagaatat
tataatggag
tattgtttte
acaggggcac
gagtaaatga
ttctattacc
tccctgaaat
aattctgtaa
tagttttaaa
gctgatggté
cgtgacagaa
ccaaccatca
ttgtgtaact
gctttccaca
gtcaactctt

gaatgtacca

cgccetattt
tatgacttga
atatttgacc
aacttaéctg
tttaatgacg
ttttgaataa
aagaatacgt
ccttttaatt
ataacatcgt
cecgettttt
ttcaccaacc
aaacaggcaa
tgacacaagg
ttctgetcte
tattccccta
atctatttct
acaccaagaa
tttcttetge
tggccagaga
tcaacttaaa
ccagatccac
tggttgacta
taccagtcegg

tttctgtcca

tcgaggaccet
tgcaaattce
tcttaacagg
aaaaaaacga
cggaggccaa
aaaacacgct
aaataattaa
ctgctgtaac
aggtgtctgyg
aagctggcat
atcagttcat
aaaacgggca
caattgaccc
tctgatttgg
cttgactaat
taaacttctt
cttagtttcg

ttccattgtt

‘attgttgtee

gggtttggaa
tggtgaattc
ctctttgaat
tgaaaagcac

ccactcctcet

ES 2522 622 T3

tgtcaccttg
caaagctaat
ttcagacgcg
atatatacta
ggcaaaaaga
ttttcagtte
tagtagtgét
cecgtacatge
gtéaacagtt
ccagaaaaaa
aggtcéattc
caacctcaat
acgcatgtat
aaaaagctga
aagtaﬁataa
aaattctact
aataaacaca
gttactgacc
teccaactctg
cacaccattce
gaagccaagg
tgtttcaacc

caaatgtccg

‘ggtatgggtt

agcccaagag
aacatgcaag
actgcctcat
gcgttgaatg
ttecttgatt
gagtttatca
tttectaact
ccaaaatagg
tattcctgge
aaagaatccc
tcttagcgceca
ggagtgatgc
ctatctcatt
aaaaaaaggt
agacggtagg
tttatagtta
cataaacaaa
cagaagctgce
gtctatgtca
catacagatt
ctgctgaaat
cagaatctga
aagatctaag

tcgacccagce

88

agccaagatt
acacgtacgg
cagtaagacc
ttagcgtcaa
acgtaaggga
ttatcaatac
ttatttagtc
gggcgggtta

atccactaaa

agcaccaaaa

actacagaga
aacctgeetg
ttcttacacc
tgaaaccagt
tattgattgt
gtcttttcet
caaaatgggt
tgccaagaag
agéagatgaa

ggcegttgtt

cttgagaaag

attgtccegt
acatgtcatg

tgetggteca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
966

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



atcatctcca
actgaagctg
ggtactatﬁg
tacactgttg
gaatggggtg
gccatcaagc
aagatgggtg

gttgaattgg

‘ccaaagcacg

gaagaaggtg
ttggccactg
tggagatacg
ttggctcaca
ggttctttgce
attgaagetg
ggtaactctg
tctgatatct
ggtaccactg
tggttaactt
aagagaacte
atcatgagaa
acccacgttt
gaagttcgtg
aaactattgg
aactctttgt
tgggctactg
gacaaggttc

aagatcttgg

gattgagagg
aagttgaatt
ccagaaagca
actacgttgt
gtgatatcag
gtccaccate
aagaagaaca
atgacgaagc
gtgttgctgg
ctttégctca
tttgtttggt
tcagatctcg
tgcacgaaat
catccagaat

cttettgtag

ccaaggctac

tggatggtgg
acccagettt
ctttgggtgt
acagagctcc
ctttggaaga
ctgttactga
tcacecggtgt
ctgacgetgt
tgtgtaaata

gtgacggtgt

aattgcaccc’

gtccagaage

tgccatgaga
attctetttg
ctctgaagcece
tgaccatttg
agcttctggt
tgttgaagaa
agaagaaaag
tttgtgtacc
ttccattttce
agtttcegtce
caagagagat
tgtcaccaac
tgctcaagaa
tgttatcgte
tgctcaagtce
ctctggtate
taagtacttt
ggtcaaggte
cccattgtee
agacaagact
tcatatcaga
attgttgcac
ccgttacaga
tgttttggce
cgctecteat
caaattggcc
aactggtttg

tttgagaggt

ES 2522 622 T3

gatcacaacg
gctcaatctt
agattggatt
agagctgctg
agaaacatca
gttatccgte
gacgatgact
tctggtgact
gactggcaac
aaatgttact
gctgtcagaa
tacttegett
accagagaat
ggtggtggtte
attttgatgg
aacggttggg
gaaagagaca
ttgtcegtca
gttttgtctc
gatggtactc
aacaacttgt
gaaactgaca

gacttgtctg

‘actggtggtt

ttggcttctt
acctcegttg
attgacccaa

tcrggtggta

acatgtccga
tcgatgtcga
tgggtggtgt
gtatgccaaa
agggtaactt
gtgccaaggg
ctccaﬁcttt
acgaaaacgt
gtcgtggttt
ctgccatgta
tcagatactt
acaccagaca
taagagaaat
tggctggtct
aaaaggaagg
gtaccagaac
ctttcttgte
aétctggtga
aattgggtgg
cattaccaat
ctgaaagagt
ccactccaga
atgtcgatgg
tctccaacga
tcccaactac
gtgccaagtt
aggacccagc

ttttgttgaa

89

tatctccecgte
cttggaagaa
caacaagggt
cgtettgtte
gtgggctgtt
taagatgtta
gttgcacgtt
cttataccat
attgtctcca
cgetgatget
gttggaaggt
aggtgaaaga
cagaattgct
atccgctgece
tagaattggt
ccaagccaag
cggtgtcggt
cgetateggt
tcactctttce
tggtcacacc
taccatcatg
tggtgcttet
tcaaccttéc
cagagaagaa
caacggtcca
ggttgacatg
taacaccact

caagcaaggt

1500

1560

1620

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120



aagagattceg
ggtaacgaat
gctaccaact
caaagagctg
agagacactt
ggtaaggttg
actccatcca
caagaataca
gcﬁggtgaag
.gaatgtgttg

gaaattgcett

gaacaattcg

accggtttga
gteggttact
agagctgaca
gaaatcaagg

ttcagaaaca

atgttgcaag.

~agattgatct
tttgctgaag
ggttggaccg
cettettetg
aatgaattgt
ggtaccttgt
ttttatagct
ttgattgaaa
cacatgtaat
aataatggag

atgaattttt

gécatéaaat
gaaaaaaact
aagataécat
<210> 35

<211> 4959

<212> ADN

tcaacgaatt

‘acccaggtte

tattctgtgg
aaactgttga
tggaaaaata
ttttcececatg
tccactacac
agggtttgaa
tcactggtgg
tctttggtaa
tgtccaagac
gtaccggtte
acttéggtga
tctctecaat
agggtacttt
cttgtggtgg
gaccaattac
ttatcagagc
aégctgctga
aattcccaga
gtggtgttgg
aaccattgat
tgtccatggg
aaggcccggg
ttatgactta
gctttgtgtt
atctgtagta
gcgctcttaa

tcegecagga

catgcctata
ccegeoaattt

atatctagat

ggacttgaga

tggtggttgt

tggtgetttg

agaattggce
cgaaacctgt
tgttgteggt
catgggtggt
tétcttggaa
tgtccacggt
gattgctggt
ctcctggacc
cagagttttg
attcgttgee
cactttgcca
gaaggaatgg
tctaagaatt
cagatttgct
tgctttgaag
agaatatgac
caaattcgtt
tttcgtcaac
tgttgtttgt
ttacgacaag
cgtgaattta
gtttcaattt
ttttcttgat
gatacctgat
taattttggg

taacgattct

aatcatgect
cttatagaat

gcagtaatat

<213> Construccion artificial

ES 2522 622 T3

tccgttgttt

tactttgctt
ggtttctacg
aaattgattg
tccaaggcca
accagaggtc
tgtttgatct
aaccacagac
ggtaacagat
gacagagctg
tctgttgttg
agéttcaact
atcagaggtg
gaagatttgg
atctgtgctt
gaccaagatc
ttggttgctg
aagccatacyg
actttaacct
tgtaactteg
aagaaatctt
ggtccacctg
gaattggttc
ctttaaatct
atatactatt
gcgctattge
acattgtgga
gatattggct

gaagttactc

atatttgcegt
acgttgaaaa

acacagattc

ccaaggccat
actgtgtctt
gtaagaaatt
gttgtgacga
aggttgettg
catacaatgt
ctccagetge
caatcagatg
taggtggtaa
ccactatctt
tcagagaatc
tgccaggtge
aatgggétgg
gtaccatctc
tgcgtccagg
cagtcaagaa
ctggtacegg
tcgacacttt
acagatctat
tcttaaacaa
tgcaaaaggt
ttatgcaaag
acactgtcga
tgcatttaaa
ttaatgacat
attgttcttg
tgctgagtga
ttttttttta

ttagcgttce

gcagtcagta
ttaaatgtac

cggecggecg

90

taacactcaa
aaacgaagat
aggtttgttc
aggtgaattg
tccagtcact
tgctttegtce
tgaagtcttg
tttgttcggt
ctctctattg
gcaaaagaga
cagatctggt
tttacaaaga
tcaacaatta
tttgttggte
tgactccgtt
atgtttgttg
tgttgctcca
ggaatccatc
cttgcaaaga
cccteccagaa
tttgcaacca
agatgtcaaa
tggtgaatcet
taaattttect
tttcgattca
tétttttcgc
aattttagtt
aagtttacaa

tatcggtaca

tcatctacat
gcgccaagat

cggcege

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800

4860

4920
4980

5037



<220>

ES 2522 622 T3

<223> secuencia artificial TDH3p-FRDg-TDH3t

<400> 35
ggatccggeg

taaattttec
tcaagaagac
cgttgaaaag
caacaagaag
gttagaatca
tgccattteca
aaaaaattag
cécagéatat
tataatggag
tattgtttte
acaggggcac
gagtaaatga
ttctattacce
tcecctgaaat
éattctgtaa
tagttttaaa

gatggtagat

gatgctgetg:

acctctggtt

cgcectattt

tatgacttga

atatttgacc

aacttacctg
tttaatgacg
ttttgaataa
aagaatacgt
ccttttaatﬁ
ataacatcgt

cocgettttt

ttcaccaacc

aaaéaggcaa
tgacacaagg
ttctgetete

tattccecta

atctatttct.

acaccaagaa

cttetgette

ccagagcttt

tggaattgac

tcgaggacct
tgcaaattce

tcttaacagg

‘aaaaaaacga

cggaggccaa
aaaacacgct
aaataattaa
ctgctgtaac
aggtgtctgg
aagctggcat
atcagttcat
aaaacgggca
caattgaccce
tctgatttgg
cttgactaat
taaacttctt
cttagtttecg
cattgttgece
gttgcaagac

tgttccatac

tgtcaccttg
caaagctaat
ttcagacgcg
atac§tacta
ggcaaaaaga
ttttcagtte
tagtagtgat
ccgtacatge
gtgaacagtt
ccagaaaaaa
aggtccattc
caacctcaat
acgecatgtat
aaaaagctga
aagtatataa
aaattctact
aataaacaca
gttgacccag
tctcecattge

gctttgaagg

agcccaagag

aacatgcaag

actgecctcat
gcgttgaatg
ttecttgatt
gagtttatca
tttcctaact
ccaaaatagg
tattcctggce
aaagaatccc
tcttagcegea
ggagtgatgc
ctatctcatt
aaaaaaaggt
agacggtagg
tttatagtta
cataaacaaa
aaagagctgce
acaccaccat

ttgttgctte

91

agccaagatt
acacgtacgg
cagtaagacce
ttagcgtcaa
acgtaaggga
ttatcaatac
ttatttagtce
gggcgggtta
atccactaaa
agcaccaaaa
actacagaga
aacctgecctg
ttcttacacc
tgaaaccagt

tattgattgt

gtecttttttt

caaaatggtt
cagagaaaga
gcaatacgct

tgctgacact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



ttcgacagag
accgttttga
ggtcaaaagc
tacaactcct
gaaattgctt
accttgccaa
cacgcttctt
aacatcaatg
tccggtatga
gacatgttgc
gaagctttgg
ttgacctgta
gctcaagttt
‘ttcatcaagc
gacaccgtca
gaaattgcca
cgtgtcattg
tgtggtgctce
gctacctctg
ggtggtaagt
gctttggtté
ggtgttccaﬁ
gctccagaca
gaagatcatg
acctctttgt
ggtgtcgaat
ttggccaccg
ccacacttgg

ttggctcaaa

ccaaggaagt
actctttcaa
atcaaatgtc
ctgetggttg
tgggtaagga
actctttcgt
tggatttggg
ctgctggttt
acgccégaaa
caaaccctcc
ctacctctgg
cctacgattg
ccgtcaagtg
gtgacccagc
gagattaccg
ctgaagatgc
ttgttggtgg
aagttgtttt
gtatcaacgg
acttcgaaag
agacﬁttgtc
tgactgtttt
agaaégatgg
ttagaggtaa
tgtctgaaac
tcactcaagc
gtggtttcte
ttaacttccé

gattaggtgc

tgctgatgaa
cccaaactct
tgctccattg
tttcgaccea
aagaaacaat
cattgatttc

tggtgtttce

ccaaaacgtt:

cactccatgg
aaaggaagct
tgattacgaé
gaaaggtaag
ttactctgee
caaggtcaga
tgtctacgtce
tgaaatgaga
tggtttgget
gatggaaaag
ttggggtact
agatacctac
catgaaatct
gtcccaatta
tactccattg
cttgtceggt
Caaggaaaga
tggttctggt
caacgacaag
aaccaccaac

tcaattggtc

ES 2522 622 T3

gtcttgagat
gaagtctctt
aaacgtgtca
tccactgctce
gettgtttgg
gaagctggta
aagggttaca
ttctttgact
gttgtcggta
tettacatet
aacttgatct
gaattgatga

atgtacgctg

caattgttgg

agagaaaacg
aagagaagaa
ggtttgtccé
gaagccaagt
agagctcaag
aagtétggta

gctgacgeta

'ggtggtcact

ccaattggtt
agaatcacca
ccagacggta
aagaccacca
actgctgatt
ggtccatggg

gatatggaca

gtgecctggea
tagtcggtag
;ggcttgttg
cagttgeccaa
aagctttgac
ctatctccag
tcgtcgatta
ggggtggtga
tcactagacc
ccgtéacctc
acactgctga
agccatctca
acgctttggce
atggttggag
aaagagttgc
tttccaacac

ctgccattga

‘tgggtggtaa

ctaaggcttc
tcggtggtaa
tcggttggtt
ccagaaagag
tcaccatcat
tcatggaaaa
ccaagcaaat
ttttggctga
ctﬁtgttgag
ctactggtga

aggttcaatt

92

attggctgac
attaccagtc
tcaaagagte
ggctttgaga
tcaagcttgt
aaagcacgaa
cgtcattgac

ctgtcgtgee

tecetteettg

tttggacaat
cgataaacca
atccaatatc
taccgcttgt
atacgttaga
caagatgttc
tttaccagct
agctgetggt
ctctgccaag
cattgtcgat
caccgatcca
gacttctcta
aactcacaga
gaaaacttta
ctgtfccgtt
cagagttacc
tgctgttatce
agaacatgcc
tggtgtcaag

gcacccaact

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

© 2160

2220
2280
2340

2400

2460

2520.
2580
2646
2700
2760
2820
2880

2940



ggtttgatca
‘agaggttctg
ttgagatctg
ggttccatgt
tctcacgaat
ttggctgctt
agattatcca
ttgggtacca
ggtggttgtt
ccattgteccc
gtccacggtg
attgccggtg
gtctggacca
cgtgtcttga
ttcattgcca
actttgccag
cgtgaatgga
ttggtcatcg
aagctatg;t
getttcatga
gatgtcactg
aaattcaaga
ttcatcgacc
gccatctgtg
tacaacatga
ggcgtgéatt
tagtttcaat

ttttttcttg

aéccaaagga
gtggtgtttt
ttgtttccaa
ttgcttactg
tctactggaa
tgattggttg
tctctcaaag
aaggtccata
tgatttctce
actccaacce
gtaacagatt
acagagcttc
.ctgttgtttt
gattcaactt
tcagaggtga
acgatttggg
tctctgettt
aaagaagatt
tgattgctgg
agccattcat
aattgactta
aaactttcgt
gtggtatctt
gtccaccagt
acttggtcag
tactttaaat
ttatatacta

atgcgctatt

tagatacctg atacattgtg

aataattttg gggatattgg

gataacgatt ctgaagttac

taaatcatge ctatatttge

ttettataga

atacgttgaa

atgcagtaat atacacagat

<210> 36

<211> 438

cccagccaac
gttgaacaaa
ggccatcatg
tgtcttgaac
gaagatgggt
tccagttgaa
atcttgtcca
ctatgtegec
atctgctgaa
aatcttgggt
aggtggtaac
taccattttg
gagagaagtc
accaggtgct
ctgggacggt
tatgéttgac
ggaaccaggt
atctgacaag
tggtaccggt
cgacactttg
cagagaagtt
tttgaacaga
gaccaaccac
tatgcéaaga
aaccgttgac
cttgcaﬁtta
ttttaatgac
gcattgttet
gatgctgagt
cttttttttt
tcttagegtt
gtgcagtcag
aattaaatgt

tceggeegge

ES 2522 622 T3

ccaaccaaat
caaggtaaga
gaacaaggtg
gctgcectgetce
ttgttcgtca
tcegttcaac
attaccagaa
tttgtcactc
atccaaatga
ttattcggtg
tetttgttgg
caaagaaagt
agagaaggtg
ctacaaagat
caacaattga
attttggcca
gacgctgtcg
cacttcgttt
gttgctccaa
gaatccgtcc
ttggaagaac
cctectecat
gttcaaccac
attgtcaagg
gaaactgaac
aataaatttt
attttcgatt
tgtcttttte
gaaattttag
taaagtttac
cctatcggta
tatcatctac
acgcgccaag

cgeggecge

tcttgggtce
gatttgtcaa
ctgaatacce
aaaaattgtt
aggctgacac
aaactttaga
aatctgttta
catctatcca
agaacacttc
ctggtgaagt
aatgtgttgt
cctctgettt
gtgtctacgg
ctggtctatc
ttggttacta
gatctgacaa
aaatgaaggc
téatgggtca
tgttgcaaat
acttgatcta
gtcgtegtga
tatggactga
catctgacag
ccactttaaa
catctggaag
ctttttatag
cattgattga
gccacatgta
ttaataatgg
aaatgaattt
cagccatcaa
atgaaaaaaa

ataagataac

93

agaagctcta
cgaattggat
aggttctggt
tggtgtttcc
catgagagac
agaatacgaa
cccatgtgtt
ctacaccatg
ttccagagct
caccggtggt
tttcggtaga
gtctttcaag
tgctggttcec
cttgggtcaa
ctctecaatce
gggtacttta
ttgtggtggt
cattatcaac
datcaaggcc
cgctgctgaa
atccagaggt
cggtgteggt
cttattggtt
gactttaggt
ttaaggcccg
ctttatgact
aagctttgtg
atatctgtag
aggcgetett
tttcegecag
atcatgccta
ctceegeaat

atatatctag

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920

4959



<212> PRT

<213> Schizosaccharomyces pombe

<400> 36

Met

1

Asp

His

Gly

Ile

Gly

Asp

Leu

Asp

Tyr

Gly

Trp

Phe
Leu
50

Gly
Ser
Ser
Ser
Thr
130

val

Glu

Asn

Thr

35

Ile

Lys

cys

Trp

Ile

115

Gly

Ala

Leu

val

20

Trp

Ile

Ile

Met

Asn

100

Ser

Glu

val

Lys
Lys
Ser
Gly
val
Leu
85

His
Thr
i

Ser

Glu

Ala

Trp

Ser

Tyr

70

Phe

His

Phe

Met

Phe

Ile

pro

Phe

Phe
55

Ile

Arg

Leu

Ile

val

135

Ile

Leu

Hig

Ala

40

Pro

Leu

Phe

Glu

Asp
120

Trp

Tyr

ES 2522 622 T3

Lys

vVal

25

Cys

Phe

Gln

Ile

Lys

105

Met

Val

Cys

Gln

10

Pro

Thr

Arg

Ile

Lys

90

Leu

Leu

Ile

val

A;g
Leu
Met
Phe
Phe
75

Tyx
Phe
Ala

Arg

Met

Tyr
Ser
Ala
Tyr
60

Leu
Pro
Ile
Ile
Ile

140

Ala

94

His

Gln

Thr

‘a5

Gly

Phe

Ser

Ala

Tyr

125

Leu

Phe

Glu

Arg

30

Gly

Leu

Ser

Thr

Thr

110

Ala

Tyr

Phe

Leu

15

Leu

Gly

Asn

Leu

Ile

95

Cys

Tyr

Tyr

Thr

Leu
Lys
Val
Thr
Phe
80

Lys
Leu
Pro

Ile

Ile



145

Phe
Leu
Asn
Ile
Vval
225
Arg
Ala
Phe
Met
Met
305

Ala

Cys

Phe
Met
Gly
385
Leu

val

Ser

Asn

Pro

Ser

Leu

210

Asn

Pro

Leu

Val

Ala

290

Val

Cys

Thx

Gly

Tyr
370

Lys

Asn

asp

Glu

Asn

Ile

Thr

195

Phe

Vval

Gly

Ile

Gly

275

Ile

Ser

Gly

Ile

His

355

Leu

Asp

Pro

Thr

His
435

His
Phe
180
Gln
Gln
Leu
Met
Asn
260
Ala
Phe
Phe

Trp

Glu

340

Ile

Met

Glu

Thr

His

420

Glu

val

165

Pro

Pro

Gly

Arg

‘Phe

245

Ile

Agn

Ile

Leu

Phe

325

Ile

Ile

Val

Asp

Phe

405

val

Ser

150

Tyr

Pro

Ala

Leu

Phe

230

Met

Ala

Ser

Trp

Ala

310

Ala

Gly

Gly

Arg

Ala

390

Pro

Thr

Val

Thr

Met

His

Gly

215

Phe

Phe

Arg

Ser

Gly

295

Gly

Phe

Lys

Val

Ala

375

His

Pro

Ser

Ile

Ile

Gln

200

Phe

Thr

Val

Gly

Glu

280

Leu

Phe

Ile

Met

Ile

360

Phe

Pro

Glu

Thr

ES 2522 622 T3

Glu

Cys
185
Leu
Trp
val
Gly
Ala
265
Tyr
Ala
Phe
Phe
Ile
345

Leu

Leu

Pro

Lys

Gly
425

Thr
170

Gly

Lys

Val

Gly

Pro

250

Met

Leu

Ala

Thr

Pro

330

Asp

Cys

val

Pro

Ala
410

Gly

155

Ala

Val

Asn

Tyr

Leu

235

Pro

Gly

Gly

Trp

Arg

315

Asn

Ser

Ile

Asn

Lys

395

Pro

Glu

Ser
Ile
Met
Leu
220
Ala
Ala
Ser
Phe
Cys
300
Ala
val
Lys

Gln

Asp
380

Pro
Ala

Ser

95

Pro

Ala

Val

205

Leu

Lys

Phe

Arg

Val

285

Tyr

Pro

Gly

Ala

Trp

365

Leu

Asn

Ser

Asp

Ala

Gly

190

Ile

Leu

Pro

Ser

Pro

270

Ser

Cys

Leu

Phe

Phe

350

Ile

Cys

Thr

Leu

Pro
430

Trp

175

Ala

Phe

Phe

Gln

Gly

255

Tyr

Thr

Leu

Lys

Val

335

Gln

Leu

Tyr

Gly

Glu
415

Pro

160

Ile

Val

Gly

Ala

Asp

240

Leu

Ile

Phe

Ala

Phe

320

Asn

Met

Leu

Pro

val

400

Lys

Ser



10

15

<210> 37
<211> 1317

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2522 622 T3

<223> malato permeasa de S. pombe cpo para S. cerevisiae

<400> 37

atgggtgaat
aaggctccac
tgtaccatgg
ggtttgaaca
ggttettgta
caccacttgg
atgtﬁggcca
ttatactaca
ttcaacaacc
ccaccaatga
ttgaagaaca
ttgttgtttg
agaccaggta
attgceccgtg
tacttgggtt
tactgtttgg
gcttgtggtt
attggtaaéa
ctatgtatcc
ttgtgttacc
ttgaacccaa
gttacttcca
<210> 38

<211> 600

<212> ADN

tgaaggaaat
acgttccatﬁ
ccacﬁggtgg
ccattggtaa
tgttgttcag
aaaaattatt
tctacgctta
tctacgttge
acgtttacac
tctgtggtgt
tggttatctt
ctgtcaacgt
tgttcatgtt
gtgctatggg
tcgtﬁtccac
ccatggtttc
ggtttgcttt

tgattgactc

aatggatctt’

caggtaagga

cttteccace

ctggtggtga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> T del promotor ENO1 en la posicion -5 se cambi6 a A a fin de obtener una secuencia de Kozak mejor

<400> 38

cttgaagcaa
gtctcaaaga
tgtcggtttg
gattgtctac
attcatcaéa
cattgct?cc
cccagacact
tgtctettte
cattgaaact
cattgctggt
cggtatctta
tttgagattc
tgttggtcca
ttccagacca
tttcatggce
tttettgget
catcttccca
éaaggccttc
gttgatgtac
tgaagatgct
agaaaaggct

atctgatcct

cgttaccatg
ttgaagcatt
atcattggtt
atcttacaaa
tacccatcta
tgtttgctat
ggtgaatgga
atctactgtg
gcttctccag
gctétcaact
ttccaaggtt
ttcacegttg
ccagctttet
tacatttteg
attttcatct
ggtttecttca

aacgtcggtt

caaatgttcg

ttgatggtca
cacccaccte
ccagcttcett

ccatcttetg

aattgttgga
tcacctggtc
ctttecceatt
tettcttatt
ccatcaagga
ccatctccac
tggtctgggt
tcatggcttt
cttggatett
ccactcaacc
tgggtttetg
gtttggccaa
ccggtttgge
tcggtgecaa

ggggtttgge

ccagagctce
tcgttaactg
gtcacatcat
gagctttctt
caaagccaaa
tggaaaaggt

aacacgaaag

96

ctggaacgtc

ctggtttget

cagattctac
ctctttgttt
ctcctggaac
tttcattgac
tatcagaatc
cttcaccatt
accaattttc
agctcacéaa
ggtttacttg
gcctcaagac
tttgatcaac
ttcttctgaa
tgcttggtgt
attgaaattt
taccattgaa
cggtgtcatc
ggtcaacgat
cactggtgtt
tgacacccac

cgtttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1317
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15

ccgcggaacce
gaaégaagaa
ccactaggat
accactttcg
cctcttttgt
gtcaaaactg
caagaggtct
ttttctggca

attaatcaaa

ctagctattt

<210> 39
<211> 300

<212> ADN

gccagatatt
aaaaaaagaa
agcacccaaa
cctetecege
ttgcagcatg
tatggaaacc
ccgtgattec
cacatgatct
tttattttac

ttcataaaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> terminador ENO1

<400> 39
agcttttgat

ttagaatagt
tgcaaacaag
tgtggtgacg
attcttaaaa
<210>40

<211> 2240

<212> ADN

taagcettct
ttagtttatt
catttttecat
cgggtatccg

gtggagctag

<213> Secuencia artificial

<220>

cattacttga
aaataccgct
cacctgcata
ccetgataac
agacttgcat
ttgfcacctc
tagccacctce
ccacgatttc
ttectttcettg

accaagcaac

agtccaaaaa
cattttatag
tttatgttaa
ccegetettt

tctatttcta
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cgcaaaagcg
tctaggcggg
tttggacgac
gtccactaat
actgcaaatc
acttaattct
aaggtatgcc
aacatataaa
taacatctct

tgcttatcaa

acacgttttt
tcacgaatgt
aacaatttcé
tggtcaccca

tttacatacc

<223> constructo sintético ENO1p-SpMAE-ENO1t

<400> 40

tttgaaataa
ttatctactg
ctttacttac
tgagcgatta
gtaagtagca
agctagecta
tctececgga
tagcttttga
cttgtaatcc

cacacaaaca

ttgtcattta

tttatgattc
ggtttacctt
tgtatttaat

tctcatttet

97

tgacgaaaaa
atccgagctﬁ
accaccaaaa
cctgageggt
acgtctcaag

ccetgeaagt

aactgtggec

taatggcaat
cttattcctt

ctaaaacaaa

tttcatttte

tatatagggt’

ttattctgct
tgcataaata

catttcctece

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

60
120
180
240

300



ggatceggeg
ataatgacga
actgatccga
ttacaccacc
atﬁacctgag
agcaacgtct
cctaccctgce
cggaaactgt
ttgataatgg
atcccttatt
aacactaaaa
tggactggaa
ggtcctggtﬁ
cattcagatt
tattctcttt
aggactccté
ccactttecat
gggttatcag
ctttettcac

tcttaccaat

cgcececgegg
aaaagaagga
gcttecacta
aaaaaccact
cggtectcett
caaggtcaaa
aagtcaagag
ggccttttet
caatattaat
ccttectagcet
caaaatgggt
cgtcaaggct
tgcttgtécc
ctacggtttyg
gtﬁtggttct
gaaccaccac
tgacatgttg
aatcttatac
cattttcaac

tttcccaceca

aaccgccaga
agaaaaaaaé
ggatagcacc
ttcgectcete
ttgtttgcag
actgtatgga
gtctccgtga
ggcacacatg
caaatttatt
atttttcata
gaattgaagg
ccacacgtte
atggccactg
aacaccattg
tgtatgttgt
ﬁtggaaaaat
gccatctacg
tacatctacg
aaccacgttt

atgatctgtg

ES 2522 622 T3

tattcattac

agaaaaatac

caaacacctg

ccgeeactga
catgagactt
aaccttgtca
ttcétagcca
aﬁctccacgé
ttacttcttt
aaéaaécaag
aaatcttgaa
cattgtctca
gtggtgtcgg
gtaagattgt
tcagattcat
tattcattge
cttacccaga
ttgctgtctc
acaccattga

gtgtcattgc

ttgacgcaaa
cgcttctagg
catatttgga
taacgtccac
gcatactgca
cctcacttaa
éctcaaggta
tttcaacata
cptgtaacat
caactgctta
gcaacgttac
aagattgaag
tttgatcatt
ctécatctta
caaataccca
tacctgtttg
cactggtgaa
tttcatctac
aactgcttet

tggtgctgtc

98

agcgtttgaa

cgggttatct

cgacctttac

taattgagcg
aatcgtaagt
ttctagctag
tgcctctece
taaatagett
ctctcttgta
tcaacacaca
catgaattgt
catttcacct
ggttctttee
caaatcttct
tctaccatca
ctatccatct
tggatggtct
tgtgtcatgg
ccagcttgga

aactccactc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1200



aaccagctca
tctgggttta
ccaagcctca.
tggctttgat
ccaattcttc
tggctgettg
ctcecattgaa
actgtaccat
tcatcégtgt
tcttggtcaa
caaacactgg
aggttgacac
aaagcgttta
tatttcattt
tctatatagg
ttttattetg
attgcataaa
ctcatttect
<210> 41
<211> 1180

<212> PRT

ccaattgaag
cttgttgttg
agacagacca
caacattgcc
tgaatacttg
gtgttactgt
atttgcttgt
tgaaattggt
catcctatgt
cgatttgtgt
tgttttgaac
ccacgttact
agagecttttg
tcttagaata
gttgcaaaca
cttgtggtga
taattcttaa

cegeggeege

aacatggtta
tttgctgtca
ggtatgttca
cgtggtgcta
ggtttegttt
ttggccatgg
ggttggtttg
aagatgattg
atccaatgga
tacccaggta
ccaactttee
tccactggtyg
attaagccett

gtttagttta

agcatttttce

cgcgggtate

aagtggagct

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 41

ES 2522 622 T3

tcttcggtat
acgttttgag
tgtttgttgg
tgggttccag
ccacttteat
tttctttectt
ctttcatctt
actccaaggc'
tcttgttgat
aggatgaaga
caccagaaaa
gtgaatctga
ctagtccaaa
ttcattttat
attttatgtt
cgcecegetet

agtctatttc

cttattccaa
attcttcacc
tccaccagcet
accatacatt
ggccatttte
ggctggttte
cccaaacgte
cttccaaatg
gtacttgatg
tgctcaccca
ggctccagcet
tcctccatct
aaacacgttt
agtcacgaat
aaaacaattt
tttggtcacc

tatttacata

ggtttgggtt
gttggtttgg
ttcteceggtt
ttcgteggtg
atctggggtt
ttcaccagag
ggtttcgtta
ttcggtcaca
gtcagagctt
cctccaaégc
tctttggaaa
tétgaacacg
ttttgtcatt
gttttatgat
caggtt;acc
catgtattta

cctcteattt

Met Ser Ser Ser Lys Lys Leu Ala Gly Leu Arg Asp Asn Phe Ser Leu

1

5

10 -

15

Leu Gly Glu Lys Asn Lys Ile Leu Val Ala Asn Arg Gly Glu Ile Pro

20

25

30

Ile Arg Ile Phe Arg Ser Ala His Glu Leu Ser Met Arg Thr Ile Ala

35

40

45

99

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2240



Ile
Glu
65

Tyx
Asp
Ala
Glu
Ala
145
Thr
Ile
Arg
Ala
Asp
225
Asn

Gln

Arg

Tyr

50

Ala

Leu

Phe

Asp

Val

130

Arg

val

Ile

Glu

Arg

210

Lys

Val

Lys

Asp

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

115

Ile

Ala

Gln

Lys

Gly

195

Thr

Pro

Val

Val

Ala

Hisg

val

Met

His

100

vVal

Asp

Asn

Glu

Ala

180

Asp

Ala

Lys

His

val

260

Ile

Glu

Ile

Asp

85

Pro

val

Ser

val

Ala

165

Ala

Asp

Phe

His

Leu

245

Glu

Leu

Asp

Gly

70

Glu

Gly

Lys

Val

Pro

150

Leu

Phe

Val

Gly

Ile

230

Phe

Val

Thr

Arg

55

Glu

Ile

Tyr

Ala

Gly
135

Thr

Asp

Gly

Ala

Asn

215

Glu

Glu

Ala

Asp

Leu

Glu

Ile

Gly

Gly

120

Asp

val

Phe

Gly

Asp

200

Gly

vVal

Arg

Pro

Ala

ES 2522 622 T3

Ser

Gly

Glu

Phe

105

Ile

Lys

Pro

val

Gly

185

Ala

Thr

Gln

Asp

Ala

265

Val

Met

Gln

Ile

90

Leu

"Thr

vVal

Gly

Asn

170

Gly

Phe

Cys

Leu

Cys

250

Lys

Lys

His
Tyr
75

Ala
Ser
Trp
Ser
Thr
155
Glu
Arg
Gln
Phe
Leu
235
Ser

Thr

Leu

Arg
60

Thr

Lys

Glu

Ile

Ala

140

Pro

Tyx

Gly

Arg

val

220

Ala

Val

Leu

Ala

100

Leu

Pro
Lys
Asn
Gly
125
Arg
Giy
Gly
Met
Ala
205
Glu
ASp
Gln

Pro

Lys

Lys

Val

His

Ser

110

Pro

His

Pro

Tyr

Arg

190

Thr

Arg

Asn

Arg

Arg

270

val

Ala
Gly
Lys
95

Glu
Pro
Leu
Ile
Pro
175
Val
Ser
Phe
Hisg
Arg
255

Glu

Cys

Asp

Ala

val

Phe

Ala

Ala

Glu

160

Vval

Val

Glu

Leu

Gly

240

His

val

Gly



Tyr

His

305

Thr

Ala

Thr

Ser

Ala

385

Ala

Ser

Ile

Thr

Arg

275

Asn

290 .

Tyr

Glu

Ala

Thr

Lys

370

Gly

Thr

Gly

Glu

Leu

450

Phe
465

Arg

Ser

Ile

Ala

Ser

Phe
Glu
Gly
Arg
355
Asn
Gly
Ile
Ser
Phe
435
Leu
Asp

Gln

Ile

Ala

Ile

Ile

Ala

340

Gly

Phe

Asn

Ser

Thr

420

Arg

Thr

Asp

Lys

Lys
500

Gly

Glu

Thr

325

Thr

Phe

Gln

Gly

Pro

405

Tyxr

Ile

Asn

Thr

Leﬁ

485

Gly

Thr
Ile
310
Gly
Leu
Ser
Pro
val
390
His
Glu
Arg
Pro
Pro
470

Leu

Gln

Ala

295

Asn

Ile

Thr

Ile

Asp

378

Arg

Tyr

Ile

Gly

val

455

Gln

His

Ile

280

Glu

Pro

Asp

Gln

Gln

360

Thr

Leu

ASp

val

val

440

Phe

Leu

Tyxr

Gly

ES 2522 622 T3

‘Phe

Axg

Ile

Leu

345

Cys

Gly

Asp

Ser

Arg

425

Lys

Ile

Phe

Leu

Leu
505

Leu
Ile
val
330
Gly
Arg
Arg
Gly
Met
410
Arg
Thr
Glu
Gln
Ala

490

Pro

Val

Gln

315

Ser

Leu

Ile

Leu

Gly

395

Leu

Lys

Asn

Gly

Met

475

Asp

Lys

Asp

300

val

Ala

Leu

Thr

Glu

285

Asn

Glu

Gln

Gln

Thr

Gln
His
Ile
Asp
350

Glu

365

val

380 -

Asn

Val

Met

Ile

Thr

460

Va 1

Leu

Leu

101

Ala

Lys

Ile

Pro

445

Tyr

Ser

Ala

Lys

Tyr

Tyr

Cys

Arg

430"

Phe

Tep

Ser

val

Ser
510

Asn

Thr

Gln

335

Lys

Asp

Arg

Ala

Ser

415

Ala

Leu

Thr

Gln

Asn

495

Asn

Arg

Ile

320

Ile

Ile

Pro

Ser

Gly

400

Cys

Leu

Leu

Thr

Asn

480

Gly

Pro



Ser

Lys

Pro

545

Met

Val

Leu

Val

Leu

625

Ala

Phe

Asp

Lys

Met

705

Val

Val

Ser

530

Ser

Asp

arg

Ala.

Ala
610
Arg
Asn
val
Ala
Lys
690

Leu

Glu

Pro
515
Ala
Glu
Thr
Thr
Gly
595
Met
Ser
Gly
Lys
Leu
675
Ala

Gln

Lys

His

Pro

Phe

Thr

His
580

Ala

Arg

Leu

Val

Gln

660

Asn

Gly

Pro

Ile

Leu

Pro

Ala

Txp

565

Asp

Phe

Phe

vVal

Ala

645

Ala

Asp

Gly

Gly

val
725

His
Ser
Lys
550
Arg
Leu
Ala
Leu
Pro
630
Tyxr
Lys
Leu

Val

Lys

710

Gln

Asp

Gly

535

Gln

Asp

Ala

Leu

His

615

Asn

Ser

Asp

Glu

val
695

Lys’

Met

Ala
520

Trp

vVal

Ala

Thr

Glu

600

Glu

Ile

Ser

Asn

Gln
680

.Glu

Tyr

Gly

ES 2522 622 T3

Gln

Arg

Arg

His

Ile

585

Cys

Asp

Pro

Leu

Gly

665

Leu

Ala

Asn

Thr

Gly

Gln

Gln

Gln

570

Ala

‘Trp

Pro

Phe

Pro

650

Val

Lys

Thr

Leu

His
730

Asn

Val

Phe

555

Ser

Pro

Gly

Trp

Gln

635

Asp

Asp

val

val

Asp
718

Ile

Val

Leu

540

Asn

Leu

Thr

Gly

Glu

620

Met

Asn

Ile

Gly

Cys

700

Tyr

Leu

102

Ile

525

Leu

Gly

Leu

Thr

Ala

605

Arg

Leu

Ala

Phe

Val

685

Tyr

Tyx

Gly

Asn

Glu

Thr

Ala

Ala

590

Thr

Leu

Leu

Ile

Arg

670

Asn

Ser

Leu

Ile

Val

Lys

Leu

Thr

575 .

His

Phe

Arg

Arg

Asp

655

Val

Ala

Gly

Glu

Lys

735

Thr

Gly

Leu

560

Axg

Ala

Asp

Lys

Gly

640

His

Phe

val

Asp

Val

720

Asp



Met Ala

Leu Arg
. 755

Ser Ala
770

Ala Asp’

785

Gln Pro

Thr Gly

Glu Met

Asp Pro

850

Leu Leu

865

Thr Lys

Lys Val

Val

Ser

Leu Asp

Gln
945 -

930

Pro

Gly
Thr
Gly
Val
Ser
Ile
Arg
835
Glu
Phe
Arg
Thr
Asn

915

Phe

Tyr

Thr
740
Arg
Thr
Val
Ile
Asn
820
Leu
Val
Gln
Ala
Pro
900
Lys

Pro

Gly

Met

Tyr

Ala

Asp

Asn

805

Val

Leu

Tyr

Ala
Tyr
885
Thr
Leu

Asp

Gly

Lys

Pro

Val

val

790

Ala

Glu

Tyx

Gln

Gln

870

Arg

Ser

Thr

Ser

Phe
950

Pro
Asp
Ala
775
Ala
Leu
Hisg
Ser
His
855
Gln
Glu
Lys

Ser

Vai

935

Pro

Ala

Leu
760

Ser

Ile

Leu

val

Cys
840

Glu

Leu

Ala

Val

Asp

920

Met

Glu

ES 2522 622 T3

Ala

‘745

Pro
Met
Asn
Ala
Arg
825
Phe
Ile
Gly
Asn
Val
905
Asp

Asp

Pro

Ala

Ile

Thr

Ser

Ser

810

Glu

Glu

Pro

Leu

Tyr

890

Gly

Ile

Phe

Leu

Lys

His

Ala
Met
795
Leu
Leu
Ala
Gly
Gly
875
Leu
Asp
Arg

Phe

Arg
955

Leu

val

Cys

780

Ser

Glu

Asp

Asgp

Gly

860

Glu

Leu

Leu

Arg

Leu

His

765

Ala

Gly

Gly

Ala

Leu
845

Gln-

Gln

Gly

Ala

Leu

- 925

Glu
940

Ser

103

Gly

Asp

Ile

750

Ser

Leu

Leu

Asn

Tyr

830

Lys

Leu

Trp

Asp

Gln

910

Ala

Leu

Val

Gly

His

Ala

Thr

Ile

81S

Trp

Gly

Thr

Ala

Ile

895

Phe

Asn

Ile

Leu

Ser

Asp

Gly

Ser

800

Asp

Ala

Pro

Asn

Glu

880

Val

Met

Ser

Gly

Arg
960
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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
280 985 ‘ 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
1040 1045 1050

Gln Ala Val Gly Asp Leu Asn Lys Lys Thr Gly Gln Arg Glu Val
1055 : 1060 1065

Tyr Phe Glu Leu Asn Gly Glu Leu Arg Lys Ile Arg Val Ala Asp
1070 1075 . 1080

Lys Sexr Gln Asn Ile Gln Ser Val Ala Lys Pro Lys Ala Asp Val
1085 1090 1095

His Asp Thr His Gln Ile Gly Ala Pro Met Ala Gly Val Ile Ile
1100 1105 s 1110

Glu Val Lys Val His Lys Gly Ser Leu Val Lys Lys Gly Glu Ser
1115 . 1120 ) 1125

Ile Ala Val Leu Ser Ala Met Lys Met Glu Met Val Val Ser Ser
1130 : 1135 1140

Pro Ala Asp Gly Gln Val Lys Asp Val Phe Ile Lys Asp Gly Glu
1145 1150 ' 1155

Ser Val Asp Ala Ser Asp Leu Leu Val Val Leu Glu Glu Glu Thr
1160 1165 1170

Leu Pro Pro Ser Gln Lys Lys

1175 . 1180
<210> 42

<211> 3543

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 42

104



atgagcagta
aataagatct
gagctgtcta
ttgaaggcgg
tacttégcaa

ccaggttatg

atcacttgga“

agacacttgg
actgtgcaag
gcetttggtg
gccttteaac
gaaagattcet
aacgtggttc
gaagtegcetc
gttaaattag
aaccaaaaca
actgaagaaa
actttgactc
tgtcgtatta
gtctatcgtt
.gctactatct
tatgaaatcg
aagacéaaca

tactggacga

gcaagaaatt

tggtcgccaa
tgagaaccat
acgaagcgta
tggacgagat
ggttcttgte
tecggeectec
cagcaagagc
aggcacttga
gtggtégtag
gtgctacctce
tggacaagcc

atcttttcga

cagcaaagac

ctaaggtatg
gacactattt
tcaccggtat
aactaggtct
ccactgaaga
‘ctgceggtag
cgcctcacta
teccgtaggaa
ttccettect

cttttattga

ggceggtett
tagaggtgaa
cgccatatac
tgttatcggg
catcgaaatt
tgaaaattcg
agctgaagtt
taacgttcct
cttcgttaat
aggtatgaga
cgaagceegt
aaagcatatt
aagagactgt
tttgceceegt
tggttécaga
cattgaaatt
tgacattgtt
attacaggat
tccctctaag
taatggtgtg
cgactcaatg
gatgattcgt
attgactctt

cgacacccea
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agggacaatt
attccgatta
tcccatgagg
gaggagggcc
gcaaagaagc
gaatttgceg
éttgactctg
accgttcccg
gaatacggct
gtcgttagag
actgcctteg
gaagttcaat
tctgtgcaaa
gaagttegtg
aacgcaggta
aatccaagaa
tctgcccaaa
aaaatcacca
aatttccaac
agattggacg
ctggtcaaat
gcectgateg
ttgaccaatc

caactgttec

tcagtttgct
gaatttttag
accétctttc
agtatacacc
ataaggtgga
acaaagtagt
tgggtgacaa
gtactccagg
acccggtgat
aaggtgacga
gtaatggtac
tgttggetga
gaagacacca
acgctatttt
ccgecgaatt
ttcaagtgga
tccagattgce
ccegtgggatt
cggataccgg
gtggtaacgc
gttcatgcte
aattcagaat
cagtttttat

aaatggtatc

105

cggcgaaaag
atctgctcat
aatgcécagg
tgtgggtgct
tttcatécat
gaaggceggt
agtctctgcc
acctatcgaﬁ
cattaaggcc
cgtggcagat
ctgctttgtyg
taaccacgga
aaaagttgtc
gacagatgct
cttggttgac
gcataccatce
cgcaggtgcc

ttccatccaa

tcgcctggag

ttatgcaggt
tggttctact
cagaggtgtt
tgagggtaca

gtcacaaaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

- 720

- 780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



agagcgcaaa
ggtcaaattg
cagggcaatg
ctggaaaagg
atggacacca
gatttggcga
tgttggggtg
cgtctgagaa
gccaacggtg
gccaaggata
ttaaaagttg
tactctggtg
gttgaaaaaa
atgaaaccgg
ccaattcatg
gccctageag
caaccatcaa
gttgagcatg
ttcgaggccg
caéttgacta
actaaaagag
acttctaagg
gatattagaé
ggtttaattg
aacaagagaa
aaaattagag
tacaatatgt
ttatcagttc
gtcaccatcg
aagaaaactg
gttgcagaca
actcaccaaa
tctttggtga

gtctcttcac

gacgecatcag

taa

<210> 43

aactgttaca
gcttgccaaa
tcatcaacgt
gaccatctga
;ctggagaga
caatcgctce
gtgctacatt
aattaagatc
tggcttactce
atggtgttga
gtgtgaatgce
acatgcttca
tagttcaaat
ccgectgecaa
ttcacagtca
gtgctgatgt
tﬁaatgcacc
ttcgtgaatt
acttgaaggg
acttgttatt
cttacagaga
ttgtcggtga
gtttagctaa
gtcaaccata
gaaagttgac
aagacttgeca
atccaagggt
taccaaccaa
aacaaggtaa
ggcaaagaga

agtcacaaaa

tcggtgcacc'

aaaagggcga
cagcagatgg

atttgttggt

ctatttggca
actaaaatca
tacaaagtct
atttgccaag
cgctcatcaa
aacaaccgca
cgacgttgca
tctggtgcecet
ttecattacct
tatatttaga
tgtcaagaag
gccaggfaag
gggtacacat
attattaatt
tgactccgeca
tgtcgatgta
gttggcttca
agatgcatac
accagatcca
ccaagctcaa
agccaattac
tttagctcaa
ttetttggac
cggtgggttc
gtgcegtcca
gaacagattc
ctatgaagat
aaatttccta
gactttgatt
agtgtatttt
»catacaatct
aatggctggt
atcgattgct
tcaagttaaa

tgtcctagaa
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gacttggcag
aatccaagtg
gcaccaccat
caagtcagac
tctctacttg
catgcccttg
atgagattct
aatattccat
gacaatgcta
gtttttgatg
gccggtggtg
aaatacaact
atcttgggta
ggctcectaa
ggtactgctg
gctatcaatt
ttagaaggta
tgggccgaaa
gaagtttacc
caactgggtc
ctactgggag
ttcatggttt
tttcectgact
ccagaaccat
ggtttagaat
ggtgatattg
ttccaaaaga
gcaccagcag
atcaaattgc
gaattgaacg
gttgctaaac
gttatcatag
gttttgagtg
gacgttttca

gaagaaaccc

ttaacggtte

tcececcecattt

ccggatggag

agttcaatgg

caacaagagt
caggtgcttt
tgcﬁtgagga
tccaaatgtt
ttgaccattt
ccttgaatga
ttgtcgaagc
tagactacta
ttaaggatat
gaaccagata
ttgcgtctat
caatgtcggg
acattgatac
tgagactgtt
aacatgaaat
ttggtgaaca
atattgttaa
ctaacaaact
ctgttatgga
taagatctga
tagaaccatt
atgaatgcga
tcagagaaac
aacctgatga
aagctgttgg
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REIVINDICACIONES

1. Una célula eucariota recombinante seleccionada del grupo que consiste en una levadura y un hongo filamentoso
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) que
cataliza la conversién de acido fumarico en acido succinico, en la que la fumarato reductasa dependiente de
NAD(H) es activa en el citosol con la expresion de la secuencia de nucledtidos que codifica fumarato reductasa
dependiente de NAD(H).

2. Una célula segun la reivindicacién 1, en la que la célula expresa una secuencia de nucleétidos que codifica una
enzima que cataliza la formacion de acido succinico, en la que la secuencia de nucleétidos codifica una fumarato
reductasa dependiente de NAD(H), que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 40% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 3, y/o SEC ID NO: 6.

3. Una célula segun la reivindicacion 1 6 2, en la que la fumarato reductasa dependiente de NAD(H) deriva de una
Trypanosoma sp.

4. Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la célula sobreexpresa ademas una
secuencia de nucleétidos que codifica una piruvato carboxilasa.

5. Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas una secuencia de
nucledtidos que codifica una fosfoenolpiruvato carboxicinasa heteréloga.

6. Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas una secuencia de
nucledtidos que codifica una malato deshidrogenasa activa en el citosol con la expresion de la secuencia de
nucleodtidos que codifica malato deshidrogenasa.

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

8. Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas una secuencia de
nucleédtidos que codifica un transportador de acido dicarboxilico.

9. Una célula seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que al menos un gen que codifica alcohol
deshidrogenasa es no funcional.

10. Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que al menos un gen que codifica glicerol-
3-fosfato deshidrogenasa es no funcional.

11. Una célula segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que al menos un gen que codifica
succinato deshidrogenasa es no funcional.

12. Una célula seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que es una Aspergillus, preferiblemente una
Aspergillus niger.

13. Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que es una Saccharomyces cerevisiae.
14. Un procedimiento para la preparacion de acido succinico, que comprende fermentar una célula eucariota segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en un medio de fermentacién adecuado, en el que se prepara acido

succinico.

15. Un caldo de fermentacion que comprende acido succinico, en el que el caldo de fermentacion es obtenible
mediante el procedimiento segun la reivindicacion 14.
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