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 2 

DESCRIPCIÓN 
 

Microorganismos recombinantes para la producción de ácidos C4-dicarboxílicos 
 
Referencia a un listado de secuencias 5 
 
[0001] Esta solicitud contiene un listado de secuencias en forma legible por ordenador, que se incorpora aquí por 
referencia. 
 
Antecedentes 10 
 
[0002] Los ácidos orgánicos tienen una larga historia de uso comercial en una variedad de industrias. Por ejemplo, los 
ácidos orgánicos se usan en las industrias de la alimentación y los piensos (ácido cítrico, ácido ascórbico, ácido láctico, 
ácido acético y ácido glucónico) como monómeros para la producción de varios polímeros (ácido adípico, ácido láctico, 
ácido acrílico y ácido itacónico), como queladores metálicos (ácido glucónico) y como solventes "verdes" (ácido acético) 15 
(Sauer et al., 2008, Trends in Biotechnology 26: 100-108). Los ácidos orgánicos pueden ser productos comerciales o 
bloques de construcción química usados en la producción de otros productos químicos. Además de aplicaciones de 
especialidad, hace mucho que se ha reconocido que los ácidos C4-dicarboxílicos también pueden servir como 
compuestos de bloque de construcción para la producción de productos químicos industriales de gran volumen, tal 
como 1,4-butanodiol, tetrahidrofurano y gamma-butirolactona. 20 
 
[0003] Los ácidos orgánicos se pueden producir comercialmente bien por síntesis química de materias primas derivadas 
de petróleo (por ejemplo, ácido fumárico, ácido málico, ácido acrílico y ácido adípico) o por fermentación microbiana (por 
ejemplo, ácido cítrico, ácido láctico, ácido glucónico y ácido itacónico). Algunos ácidos orgánicos tales como ácido 
fumárico y ácido málico también pueden ser producidos por fermentación microbiana, pero se producen actualmente 25 
comercialmente por síntesis química de materias primas petroquímicas debido a costes de producción más bajos. Sin 
embargo, el coste en aumento de los químicos de bloque de construcción derivados del petróleo, la inestabilidad 
geopolítica que afecta a los precios del petróleo y el deseo para implementar los procesos de fabricación que utilizan 
materias primas derivadas de recursos renovables han estimulado un interés renovado en la producción de ácidos 
orgánicos de producción y otros químicos por fermentación microbiana. 30 
 
[0004] Mientras que los ácidos C4-dicarboxílicos tal como el ácido málico se producen comercialmente hoy por síntesis 
química a partir de fuentes petroquímicas, también se pueden producir por fermentación microbiana. El ácido málico se 
ha producido a altos niveles en levadura genéticamente modificada (Saccharomyces cerevisiae) (Zelle et al., 2008, Appl. 
 Environ. Microbiol. 74: 2766-2777) y los hongos filamentosos de origen natural tales como Aspergillus spp. (patente de 35 
EE.UU. nº 3.063.910; Bercovitz et al., 1990, Appl. Environ. Microbiol. 56: 1594-1597). Abe et al. (patente de EE.UU. nº 
3.063.910) y Bercovitz et al. (1990, Appl. Environ. Microbiol. 56: 1594-1597) reportaron altos niveles de producción de 
ácido málico en diferentes especies de Aspergillus. Además, Battat et al. (1991, Biotechnol. Bioengineering, 37: 1108-
1116) reportaron producción de ácido málico tan alta como 113 g/L por Aspergillus flavus en un fermentador agitado 
bajo condiciones optimizadas. La producción de ácido dicarboxílico por fermentación microbiana en la levadura se 40 
describe en la WO 2010/003728. La producción de ácido málico por fermentación microbiana se describe también en la 
WO 2009/011974, WO 2009/155382 y WO2010/111344. La mejora de la producción de ácidos C4-dicarboxílicos tales 
como ácido málico por ingeniería genética puede permitir la producción de ácido málico comercial económico por 
fermentación. 
 45 
[0005] La sobreproducción de ácido málico en un huésped tal como Aspergillus spp. ocurre bajo condiciones de cultivo 
específicas (condiciones aeróbicas y alto alta proporción C:N; el carbonato de calcio también se puede añadir como un 
agente neutralizante y como fuente de CO2 para biosíntesis de ácido málico). Bajo estas condiciones, rebosar el 
metabolismo vía el ciclo de ácido tricarboxílico reductivo citosólico (TCA) produce una biosíntesis de ácido málico 
aumentada y secreción en el medio de cultivo. La producción de ácido málico aumentada ha sido reportada en 50 
Saccharomyces cerevisiae mediante el aumento del nivel de piruvato carboxilasa (Bauer et al., 1999, FEMS Microbiol 
Lett. 179: 107-113) o malato deshidrogenasa (Pines et al., 1997, Appl. Microbiol. Biotechnol. 48: 248-255) utilizando 
ingeniería genética y aumentando la expresión de un transportador de ácido málico (Zelle et al., 2008, supra). Se ha 
sugerido, basado en evidencia bioquímica, que la actividad de malato deshidrogenasa está limitando la producción de 
ácido málico en la cepa de Aspergillus flavus ATCC 13697 (Peleg et al., 1988, Appl. Microbiol. Biotechnol. 28: 69-75). 55 
WO 2011/028643, PCT/US11/38881, PCT/US11/38881, solicitud de EE.UU. nº.: 13/165.696 y 13/165.719 y solicitud 
provisional EE.UU. nº 61/447.286 describen la producción de ácido C4-dicarboxílico. 
 
[0006] Sería ventajoso en la técnica mejorar la producción de ácido C4-dicarboxílico, tal como la producción de ácido 
málico, como resultado de la ingeniería genética usando técnicas de ADN recombinante. La presente invención 60 
proporciona, entre otras cosas, métodos para mejorar la producción de ácido C4-dicarboxílico (por ejemplo, la 
producción de ácido málico). 
 
Resumen 
 65 
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[0007] Se describen aquí células huésped recombinantes que comprenden actividad de anhidrasa carbónica, donde la 
célula huésped produce (o es capaz de producir) una cantidad aumentada de un ácido C4-dicarboxílico (por ejemplo, 
ácido málico). En un aspecto, la célula huésped recombinante es una célula huésped fúngica y comprende un 
polinucleótido heterólogo que codifica un polipéptido que tiene actividad de anhidrasa carbónica, donde la célula 
huésped produce (o es capaz de producir) y/o secreta (o es capaz de secretar) una cantidad superior de ácido C4-5 
dicarboxílico en comparación con la célula huésped sin el polinucleótido heterólogo cuando se cultiva bajo las mismas 
condiciones. En algunos aspectos, la anhidrasa carbónica es una anhidrasa carbónica citosólica. En algunos aspectos, 
la célula huésped comprende además un polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato, un 
polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico, un polinucleótido heterólogo que 
codifica una malato deshidrogenasa, y/o un polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa. En algunos 10 
aspectos, la célula huésped es una célula huésped de Aspergillus, tal como una célula huésped de Aspergillus oryzae. 
 
[0008] También se describen los métodos del uso de células huésped recombinantes para la producción de ácidos C4-
dicarboxílicos. En un aspecto, un método para producir un ácido C4-dicarboxílico (por ejemplo, ácido málico), 
comprende: (a) cultivo de una célula huésped recombinante (por ejemplo, una célula huésped de Aspergillus) que tiene 15 
actividad de anhidrasa carbónica en un medio bajo condiciones adecuadas para producir el ácido C4-dicarboxílico; y (b) 
recuperación del ácido C4-dicarboxílico. En algunos aspectos, la célula huésped recombinante comprende un 
polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica. En otro aspecto, un método para producir un ácido C4-
dicarboxílico (por ejemplo, ácido málico) comprende (a) transformación en una célula huésped (por ejemplo, una célula 
huésped de Aspergillus) de unos polinucleótidos heterólogos que codifican un polipéptido que tiene actividad de 20 
anhidrasa carbónica descrita aquí; (b) cultivo del organismo transformado en un medio bajo condiciones adecuadas 
para producir el ácido C4-dicarboxílico; y (c) recuperación del ácido C4-dicarboxílico. En algunos aspectos de los 
métodos, la anhidrasa carbónica es una anhidrasa carbónica citosólica. En algunos aspectos de los métodos, la célula 
huésped recombinante comprende además un polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato, 
un polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico, un polinucleótido heterólogo que 25 
codifica una malato deshidrogenasa y/o un polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa. En algunos 
aspectos de los métodos, la célula huésped es una célula huésped de Aspergillus, tal como una célula huésped de 
Aspergillus oryzae. 
 
Breve descripción de las figuras 30 
 
[0009] 
 

La figura 1 muestra un mapa de restricción de pShTh60. 
La figura 2 muestra un mapa de restricción de pAmFs69. 35 
Las figuras 3A y 3B muestran la secuencia de constructo de nucleótidos genómicos y la secuencia de aminoácidos 
deducida de un gen transportador de bicarbonato (bt1) de Aspergillus oryzae NRRL 3488 (SEC ID nº: 1 y 2, 
respectivamente). 
Las figuras 4A y 4B muestran la secuencia de constructo de nucleótidos genómicos y la secuencia de aminoácidos 
deducida de un gen transportador de bicarbonato de Aspergillus oryzae NRRL 3488 (SEC ID nº: 3 y 4, 40 
respectivamente). 
La figura 5 muestra un mapa de restricción de pSaMF36. 
La figura 6 muestra la secuencia de ADN genómico y la secuencia de aminoácidos deducida de un gen 
transportador de ácido (c4t521) C4-dicarboxílico de Aspergillus aculeatus (SEC ID nº: 5 y 6, respectivamente). 
La figura 7 muestra la secuencia de ADN genómico y la secuencia de aminoácidos deducida de un gen de malato-45 
deshidrogenasa (mdh3) de Aspergillus oryzae NRRL 3488 (SEC ID n.º: 7 y 8, respectivamente). 
La figura 8 muestra un mapa de restricción de pSaMF21. 
Las figuras 9A y 9B juntas muestran la secuencia de ADN genómico y la secuencia de aminoácidos deducida de 
un gen de piruvato-carboxilasa (pyc) de Aspergillus oryzae NRRL 3488 (SEC ID n.º: 9 y 10, respectivamente). 
La Figura 10 muestra un mapa de restricción de pRYAN1. 50 
La Figura 11 muestra un mapa de restricción de pShTh76. 
La Figura 12 muestra un mapa de restricción de pSaMF48. 
La Figura 13 muestra un mapa de restricción de pSaMF58. 
La figura 14 muestra la secuencia de ADN genómico y la secuencia de aminoácidos deducida de un gen de 
anhidrasa carbónica de Aspergillus aculeatus (ACLA 007930) (SEC ID nº: 54 y 55, respectivamente). 55 
La Figura 15 muestra un mapa de restricción de pShTh66. 
La Figura 16 muestra un mapa de restricción de pShTh77. 
La Figura 17 muestra un mapa de restricción de pShTh147. 

 
Definiciones 60 
 
[0010] Anhidrasa carbónica: el término "anhidrasa carbónica" se define aquí como una metaloenzima de zinc que 
cataliza la reacción de dióxido de carbono (CO2) y agua (H2O) en bicarbonato (HCO3

-) (EC 4.2.1.1). Clases de proteínas 
de anhidrasa carbónica no limitadoras incluyen las familias α, β, γ, δ y ε. La actividad de anhidrasa carbónica se puede 
determinar a partir de extractos libres de células como se describe en la técnica, por ejemplo, como se describe en la 65 
técnica, por ejemplo, en Khalifah, 1970, J. Biol. Chem., 246: 2561-2573. 
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[0011] Anhidrasa carbónica citosólica: el término "anhidrasa carbónica citosólica" se refiere a una anhidrasa carbónica 
que hace no contiene una secuencia objetivo mitocondrial (MTS) N-terminal funcional. Ejemplos no limitativos incluyen 
una anhidrasa carbónica que carece de una MTS o una anhidrasa carbónica que contiene una MTS modificada pero no 
funcional (tal como por truncamiento y/o alteración de secuencia). Secuencias MTS N-terminales sus sitios de escisión 5 
correspondientes pueden ser predichos utilizando los programas MitoProtll v1,101 y TargetP 1,1 como se describe en 
Elleuche, 2009, Curr Genet, 55, 211-222. 
 
[0012] Transportador de bicarbonato: el término "transportador de bicarbonato" se definen aquí como una proteína tal 
como una proteína de membrana integrada capaz de facilitar la transferencia de HCO3

- a través de la membrana 10 
biológica, tal como una membrana celular y/o la membrana de un orgánulo celular. Clases no limitativas de proteínas 
transportadoras de bicarbonato incluyen la familia intercambiadora aniónica (AE) de intercambiadores de Cl-/HCO3

-, la 
familia de NBC de cotransportadores de Na+/HCO3

-, y los intercambiadores de Cl-/HCO3
- dependientes de Na+. En 

algunos aspectos descritos aquí, el transportador de bicarbonato es un transportador de bicarbonato de sulfato, donde 
el transportador es capaz de facilitar la transferencia tanto de aniones de HCO3

- como de SO4
2- a través de la membrana 15 

biológica. La actividad de intercambio de bicarbonato se puede determinar a partir de extractos libres de células como 
se describe en la técnica, por ejemplo, como se describe en Sterling et al., 2002, Am J Physiol Cell Physiol 283: C1522-
1529. 
 
[0013] Transportador de ácido C4-dicarboxílico: el término "transportador de ácido C4-dicarboxílico" se define aquí como 20 
una permeasa de ácido dicarboxílico que puede transportar ácido málico, ácido succínico, ácido oxaloacético, ácido 
malónico y/o ácido fumárico fuera de una célula (Grobler et al., 1995, Yeast 11: 1485-1491; Camarasa et al., 2001, 
Applied and Environmental Microbiology 67: 4144-4151). Un método computacional para predecir proteínas importadas 
mitocondriales y sus secuencias objetivo es descrito por Claros and Vincens, 1996, Eur. J. Biochem. 241: 779-786. 
 25 
[0014] Malato-deshidrogenasa: el término "malato-deshidrogenasa" se define aquí como una malato:NAD+ 
oxidorreductasa (EC 1.1.1.37) que cataliza la reducción de oxaloacetato en presencia de NADH + H+ en malato y NAD+. 
Para fines de la presente invención, la actividad de malato-deshidrogenasa se puede determinar a partir de extractos 
libres de células según el procedimiento siguiente. La solución de ensayo consiste en 1 mM de ácido oxaloacético, 100 
mM de Tris pH 8,0, 10 mM de NaHCO3, 5 mM de MgCl2 y 0,1 mM de NADH (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 30 
EE.UU.). La solución de ensayo sin ácido oxaloacético como sustrato se realiza como un control para medir índices de 
degradación NADH de fondo. Diluciones de 1/100, 1/500, 1/2500 y 1/12500 de cada sobrenadante se preparan con 
agua doblemente destilada. Partes alícuotas de 270 µl de la solución de ensayo se dispensan en placas de 96 pocillos 
de fondo plano de poliestireno. Una muestra de 30 µl de cada sobrenadante diluido se añade para iniciar el ensayo. Las 
reacciones son controladas utilizando un lector de placa SPECTRAMAX® 340PC (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 35 
EE.UU.) con la configuración siguiente: 340 nm, lectura cinética. Una serie de concentración de NADH se utiliza para 
construir una curva estándar y una serie de dilución de deshidrogenasa málica purificada (Sigma Chemical Co., St. 
Louis, MO, EE.UU.) se usa como un control positivo. Una unidad de actividad de malato-deshidrogenasa es igual a la 
cantidad de enzima capaz de convertir 1 µmol de oxaloacetato y NADH + H+ en malato y NAD+ por minuto a pH 8,0, 
25°C. 40 
 
[0015] Piruvato-carboxilasa: el término "piruvato-carboxilasa" se define aquí como una piruvato:carbono-dióxido ligasa 
(formadora de ADP) (EC 6.4.1.1) que cataliza la carboxilación de piruvato en presencia de ATP y HCO3

- en 
oxaloacetato, ADP y fosfato. Para fines de la presente invención, la actividad de piruvato-carboxilasa se puede 
determinar a partir de extractos libres de célula según el procedimiento del ensayo de control de la calidad de SIGMA® 45 
piruvato-carboxilasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.) sustituyendo el tampón Tris a pH 8,0. Una unidad de 
actividad de piruvato-carboxilasa es igual a la cantidad de enzima capaz de convertir 1 µmol de piruvato y CO2 en 
oxaloacetato por minuto a pH 7,8, 30°C. 
 
[0016] Polinucleótido heterólogo: el término "polinucleótido heterólogo" se define aquí como un polinucleótido que no es 50 
nativo de la célula huésped; un polinucleótido nativo donde una o más (por ejemplo, dos, diferentes) modificaciones 
estructurales se han hecho en la región codificante; un polinucleótido nativo cuya expresión es alterada de forma 
cuantitativa como resultado de la manipulación del ADN por técnicas de ADN recombinante, por ejemplo, un promotor 
(foráneo) diferente enlazado al polinucleótido; o un polinucleótido nativo cuya expresión es alterada de forma 
cuantitativa por la introducción de una o más copias extra del polinucleótido en la célula huésped. 55 
 
[0017] Secuencia codificante: el término "secuencia codificante" se refiere a una secuencia de polinucleótidos, que 
especifica la secuencia de aminoácidos de un polipéptido. Los límites de la secuencia codificante son generalmente 
determinados por un marco de lectura abierto, que empieza normalmente con el codón de inicio ATG o codones de 
inicio alternativos tales como GTG y TTG y termina con un codón de terminación tal como, TAA, TAG y TGA. La 60 
secuencia codificante puede ser una secuencia de ADN genómico, ADNc, un polinucleótido sintético y/o un 
polinucleótido recombinante. 
 
[0018] Secuencia de ADNc: el término "secuencia de ADNc" se refiere a una secuencia de ADN después de la 
transcripción inversa a partir de una molécula de ARNm madura, empalmada, obtenida a partir de una célula eucariota. 65 
La transcripción de ARN primario inicial a partir de ADN genómico es un precursor de ARNm que se procesa a través de 
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una serie de pasos, incluyendo empalme, antes de aparecer como ARNm empalmado maduro. Una secuencia de ADNc 
carece de secuencias de intrones de intervención que pueden estar presente en la secuencia de ADN genómico 
correspondiente. Por consiguiente, el frase "la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: X" se refiere a la secuencia resultante 
después de que las secuencias de intrones de intervención de SEC ID n.º: X, si están presentes, se hayan quitado. En 
algunos casos, cuando una secuencia de ADN genómico referenciada carece de secuencias de intrones de 5 
intervención, una secuencia de ADNc pueden ser idéntica a su secuencia de ADN genómico correspondiente. 
 
[0019] Secuencia de ADN genómico: el término "secuencia de ADN genómico" se refiere a una secuencia de ADN que 
se encuentra en el genoma de un organismo fuente (por ejemplo, un genoma eucariótico o procariótico). En algunos 
casos, una secuencia de ADN genómico a partir de un genoma eucariota contiene una o más secuencias de intrones de 10 
intervención que son quitadas del transcrito de ARN primario como resultado del empalme de ARN. Por consiguiente, el 
frase "la secuencia de ADN genómico de SEC ID n.º: Y" se refiere a la secuencia de ADN correspondiente a partir del 
organismo fuente que incluye secuencias de intrones de intervención, si las hay, que están presentes antes del 
empalme de ARN. 
 15 
[0020] Secuencia polipeptídica madura: el término "secuencia polipeptídica madura" se refiere a la porción de la 
secuencia de polipéptidos referenciada después de cualquier modificación de secuencia postraduccional (tal como 
tratamiento N-terminal y/o truncamiento C-terminal). La secuencia polipeptídica madura puede ser predicha, por 
ejemplo, basada en el programa SignalP (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6) o el programa InterProScan 
(The European Bioinformatics Institute). En algunos casos, la secuencia polipeptídica madura puede ser idéntica a la 20 
secuencia polipeptídica referenciada entera. Se conoce en la técnica que una célula huésped puede producir una 
mezcla de dos o más secuencias polipéptidas maduras diferentes (es decir, con un aminoácido C-terminal y/o N-
terminal diferente) expresadas por el mismo polinucleótido. 
 
[0021] Fragmento: el término "fragmento" se refiere a un polipéptido que tiene uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 25 
aminoácidos eliminados del amino y/o carboxilo terminal de una secuencia polipeptídica referenciada. En un aspecto, el 
fragmento tiene actividad de anhidrasa carbónica, transportador de bicarbonato, transportador de ácido C4-dicarboxílico, 
malato-deshidrogenasa o piruvato-carboxilasa. En otro aspecto, el número de residuos de aminoácidos en el fragmento 
es al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% de cualquier anhidrasa carbónica, transportador de 
bicarbonato, transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato-deshidrogenasa o piruvato-carboxilasa descrito aquí, por 30 
ejemplo, al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de aminoácidos en la 
SEC ID nº: 2, 4, 6, 8, 10, 27, 29, 32, 34, 36, 39, 41, 43, 45 o 55. 
 
[0022] Subsecuencia: el término "subsecuencia" se refiere a un polinucleótido que tiene uno o varios (por ejemplo, dos, 
diferentes) nucleótidos eliminados del extremo 5' y/o 3' de la secuencia de nucleótidos referenciada. En un aspecto, la 35 
subsecuencia codifica un fragmento que tiene actividad de anhidrasa carbónica, transportador de bicarbonato, 
transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato-deshidrogenasa o piruvato-carboxilasa. En otro aspecto, el número de 
residuos de nucleótidos en la subsecuencia es al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número 
de residuos de nucleótido en cualquier secuencia que codifica de una anhidrasa carbónica, transportador de 
bicarbonato, transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato-deshidrogenasa o piruvato-carboxilasa descrito aquí, por 40 
ejemplo, al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de nucleótido en las SEC 
ID nº: 1, 3, 5, 7, 9, 26, 28, 30, 31, 33, 35, 37, 38, 40, 42, 44 o 54. 
 
[0023] Variante alélica: el término "variante alélica" se refiere a cualquiera de dos o más formas alternativas de un gen 
que ocupa el mismo locus cromosómico. La variación alélica surge naturalmente a través de la mutación, y puede dar 45 
como resultado el polimorfismo dentro de poblaciones. La mutaciones de gen pueden ser silenciosas (sin cambios en el 
polipéptido codificado) o puede codificar polipéptidos que tienen secuencias de aminoácidos alteradas. Una variante 
alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen. 
 
[0024] Identidad de secuencia: la relación entre dos secuencias de aminoácidos o entre dos secuencias de nucleótidos 50 
se describe por el parámetro "identidad de secuencia". 
 
[0025] Para fines descritos aquí, el grado de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoácidos se determina 
utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443

-453) como 
implementado en el programa v del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software 55 
Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277), preferiblemente versión 3.0.0 o superior. Los parámetros 
opcionales usados son penalización por apertura de espacio de 10, penalización por extensión de espacio de 0,5 y la 
matriz de sustitución EBLOSUM62 (versión EMBOSS de BLOSUM62). El resultado de Needle etiquetado "identidad 
más larga" (obtenido utilizando la opción -nobrief) se usa como la identidad en porcentaje y se calcula de la siguiente 
manera: 60 
 

(Residuos idénticos x 100)/(Longitud del alineamiento – Número total de espacios en el alineamiento) 
 
[0026] Para fines descritos aquí, el grado de identidad de secuencia entre dos secuencias desoxirribonucleótidas se 
determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, supra) como implementado en el 65 
programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 
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2000, supra), preferiblemente versión 3.0.0 o superior. Los parámetros opcionales usados son penalización por apertura 
de espacio de 10, penalización por extensión de espacio de 05 y la matriz de sustitución EDNAFULL (versión EMBOSS 
de NCBI NUC4.4). El resultado de Needle etiquetado "identidad más larga" (se obtiene utilizando la opción -nobrief) se 
usa como la identidad en porcentaje y se calcula de la siguiente manera: 
 5 

(Desoxirribonucleótidos idénticos x 100)/(Longitud del alineamiento – Número total de espacios en el alineamiento) 
 
[0027] Expresión: el término "expresión" incluye cualquier paso implicado en la producción del polipéptido incluyendo, 
pero no limitado a, transcripción, modificación postranscripcional, traducción, modificación postraduccional, y secreción. 
La expresión se puede medir, por ejemplo, para detectar expresión aumentada por técnicas que se conocen en la 10 
técnica, tales como niveles de medición de ARNm y/o polipéptido traducido. 
 
[0028] Constructo de ácidos nucleicos: el término "constructo de ácidos nucleicos" se refiere a un polinucleótido que 
comprende una o varias (por ejemplo, dos, diferentes) secuencias de control. El polinucleótido puede ser monocatenario 
o bicatenario, y se puede aislar de un gen de origen natural, modificado para contener segmentos de ácidos nucleicos 15 
de manera que no existirían de otro modo en la naturaleza, o sintético. 
 
[0029] Secuencia de control: el término "secuencia de control" se refiere a una secuencia de ácidos nucleicos necesaria 
para la expresión del polipéptido. Las secuencias de control pueden ser nativas o foráneas del polinucleótido que 
codifica el polipéptido, y nativa o foráneas entre sí. Tales secuencias de control incluyen, pero de forma no limitativa, 20 
una secuencia líder, secuencia de poliadenilación, secuencia de propéptido, secuencia promotora, secuencia de péptido 
señal y secuencia terminadora de transcripción. Las secuencias de control pueden estar provistas de enlaces con 
motivo de introducir sitios de restricción específicos que faciliten el ligamiento de las secuencias de control con la región 
de codificación del polinucleótido que codifica un polipéptido. 
 25 
[0030] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" se refiere a una configuración en la que una 
secuencia de control se coloca en una posición apropiada con respecto a la secuencia de codificación de un 
polinucleótido tal que la secuencia de control dirija la expresión de la secuencia codificante. 
 
[0031] Vector de expresión: el término "vector de expresión" se refiere a una molécula de ADN lineal o circular que 30 
comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido y está operativamente enlazado a secuencias de control, donde 
las secuencias de control proporcionan expresión del polinucleótido que codifica el polipéptido. Como mínimo, el vector 
de expresión comprende una secuencia promotora y secuencias de señal de parada transcripcional y traduccional. 
 
[0032] Célula huésped: el término "célula huésped" se refiere a cualquier tipo de célula que sea susceptible de 35 
transformación, transfección, transducción y similar con un constructo de ácidos nucleicos o vector de expresión que 
comprenda uno o más (por ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos descritos aquí (por ejemplo, un polinucleótido que 
codifica una anhidrasa carbónica). El término "célula huésped" abarca cualquier descendiente de una célula madre que 
no sea idéntico a la célula madre debido a mutaciones que ocurren durante la replicación. 
 40 
[0033] Interrupción: el término "interrupción" significa que un promotor, región de codificación y/o terminador de un 
polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene actividad enzimática dentro de una célula huésped es parcialmente o 
totalmente modificado (tal como por modificación, eliminación, inserción y/o sustitución de uno o varios nucleótidos) 
dando como resultado la ausencia o reducción de dicha actividad enzimática de la célula huésped. La ausencia o 
reducción de la actividad enzimática se puede medir directamente por técnicas conocidas en la técnica (tales como 45 
mediciones de extracto libre de células referenciadas aquí); o por la ausencia o reducción de ARNm correspondiente 
(por ejemplo, al menos 50% de reducción, al menos 60% de reducción, al menos 70% de reducción, al menos 80% de 
reducción o al menos 90% de reducción); la ausencia o reducción en la cantidad de polipéptido correspondiente que 
tiene actividad enzimática (por ejemplo, al menos 50% de reducción, al menos 60% de reducción, al menos 70% de 
reducción, al menos 80% de reducción o al menos 90% de reducción); o la ausencia o reducción de la actividad 50 
específica del polipéptido correspondiente que tiene actividad enzimática (por ejemplo, al menos 50% de reducción, al 
menos 60% de reducción, al menos 70% de reducción, al menos 80% de reducción o al menos 90% de reducción) si 
está presente. Interrupciones de un gen particular de interés se pueden generar por métodos conocidos en la técnica, 
por ejemplo, por recombinación homóloga dirigida (véase Methods in Yeast Genetics (1997 edition), Adams, 
Gottschling, Kaiser, and Stems, Cold Spring Harbor Press (1998)) o por ARNi o tecnología antisentido. 55 
 
[0034] Productividad volumétrica: el término "productividad volumétrica" se refiere a la cantidad de producto 
referenciado producida (por ejemplo, la cantidad de ácido C4-dicarboxílico producido) por volumen del sistema usado 
(por ejemplo, el volumen total de medios y contenidos en ello) por unidad de tiempo. 
 60 
[0035] Medio Fermentable: el término "medio fermentable" se refiere a un medio que comprende uno o varios (por 
ejemplo, dos, diferentes) azúcares, tales como glucosa, fructosa, sacarosa, celobiosa, xilosa, xilulosa, arabinosa, 
manosa, galactosa y/o oligosacáridos solubles, donde el medio es capaz, en parte, de ser (fermentado) convertido por 
una célula huésped en un producto deseado, tal como ácido C4-dicarboxílico. En algunos casos, el medio de 
fermentación se deriva de una fuente natural, tal como azúcar de caña, almidón o celulosa, y puede ser el resultado del 65 
pretratamiento de la fuente por hidrólisis enzimática (sacarificación).  
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[0036] Referencia a "aproximadamente" un valor o parámetro aquí incluye aspectos que se dirigen a ese valor o 
parámetro per se. Por ejemplo, la descripción en referencia a "aproximadamente X" incluye el aspecto "X". Cuando se 
usa en combinación con valores medidos, "aproximadamente" incluye una gama que abarca al menos la incertitud 
asociada al método de la medición del valor particular, y puede incluir una gama de más o menos dos desviaciones 5 
estándar alrededor del valor declarado. 
 
[0037] Como se utiliza en este caso y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares "un/una" o "el/la" incluyen 
referentes plurales a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Se entiende que los aspectos descritos aquí 
incluyen aspectos "que consisten" y/o "que consisten esencialmente en". 10 
 
[0038] A menos que se defina de otro modo o claramente se indique por contexto, todos los términos técnicos y 
científicos usados aquí tienen el mismo sentido que entiende comúnmente uno técnico en la materia. 
 
Descripción detallada 15 
 
[0039] Se describe aquí, entre otras cosas, la expresión aumentada de genes específicos en una célula huésped 
recombinante, tal como un hongo filamentoso (por ejemplo, Aspergillus) para mejorar la producción de ácidos C4-
dicarboxílicos (por ejemplo, ácido málico). La célula huésped comprende un polinucleótido heterólogo para la expresión 
de una anhidrasa carbónica. En un aspecto, la anhidrasa carbónica es sobreexpresada bajo condiciones de cultivo para 20 
producir ácido C4-dicarboxílico en altos títulos. La célula huésped recombinante puede comprender además un 
polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato, un polinucleótido heterólogo que codifica un 
transportador de ácido C4-dicarboxílico, un polinucleótido heterólogo que codifica una malato-deshidrogenasa y/o un 
polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato-carboxilasa.  
 25 
Anhidrasas carbónicas y polinucleótidos que codifican anhidrasas carbónicas  
 
[0040] En algunos aspectos de las células huésped recombinantes y métodos descritos aquí, las células huésped tienen 
actividad de anhidrasa carbónica. La anhidrasa carbónica puede ser cualquier anhidrasa carbónica que sea adecuada 
para las células huésped y sus métodos de uso descritos aquí, tal como una anhidrasa carbónica de origen natural o 30 
una variante de la misma que retenga actividad de anhidrasa carbónica. En un aspecto, la anhidrasa carbónica está 
presente en el citosol de las células huésped. En algunos aspectos, la anhidrasa carbónica es una anhidrasa carbónica 
citosólica, tal y como se define aquí. En algunos aspectos, las células huésped comprenden uno o varios (por ejemplo, 
dos, diferentes) polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica. 
 35 
[0041] En algunos aspectos, las células huésped que comprenden uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica tienen un nivel aumentado de actividad de anhidrasa 
carbónica en comparación con las células huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican una anhidrasa 
carbónica, cuando se cultivan bajo las mismas condiciones. En algunos aspectos, las células huésped que comprenden 
uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica tienen un nivel aumentado de actividad 40 
de anhidrasa carbónica de al menos 5%, por ejemplo, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al 
menos 50%, al menos 100%, al menos 150%, al menos 200%, al menos 300% o a 500% en comparación con las 
células huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican una anhidrasa carbónica, cuando se cultivan bajo las 
mismas condiciones. 
 45 
[0042] La célula huésped comprende un polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica. En un aspecto, 
el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica se selecciona de: (a) un polinucleótido que codifica 
una anhidrasa carbónica que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 55; (b) un polinucleótido 
que hibridiza bajo condiciones de astringencia media con (i) SEC ID n.º: 54, (ii) la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54, 
o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii); y (c) un polinucleótido que tiene al menos 80% de 50 
identidad de secuencia con SEC ID n.º: 54, o la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54. Como puede apreciar un experto 
en la técnica, en algunos casos el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica puede calificar bajo 
más de una de las selecciones (a), (b) y (c) mencionadas por encima. 
 
[0043] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica una anhidrasa carbónica que tiene al menos 80%, al menos 55 
85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al 
menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 55. En un aspecto, la 
secuencia de anhidrasa carbónica difiere en no más de diez aminoácidos, por ejemplo, en no más de cinco 
aminoácidos, en no más de cuatro aminoácidos, en no más de tres aminoácidos, en no más de dos aminoácidos o en 
un aminoácido de SEC ID n.º: 55. 60 
 
[0044] En un aspecto, la anhidrasa carbónica comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de SEC ID n.º: 55, 
una variante alélica de la misma o un fragmento de la anterior que tiene actividad de anhidrasa carbónica. En otro 
aspecto, la anhidrasa carbónica comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de SEC ID n.º: 55. En otro 
aspecto, la anhidrasa carbónica comprende o consiste en los aminoácidos 1 a 225 de SEC ID n.º: 55. 65 
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[0045] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica una anhidrasa carbónica que tiene una sustitución de 
aminoácido, eliminación y/o inserción de uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) aminoácidos de SEC ID n.º: 55. Una 
sustitución de aminoácido significa que un aminoácido que corresponde a una posición de la secuencia referenciada es 
diferente; una eliminación de aminoácido significa que un aminoácido que corresponde a una posición de la secuencia 
referenciada no está presente; y una inserción de aminoácido significa que está presente un aminoácido que no está 5 
presente en una posición correspondiente de la secuencia referenciada. En algunos de estos aspectos, el número total 
de sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoácidos de SEC ID n.º: 55 no es más de 10, por ejemplo, no más 
de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1. 
 
[0046] Los cambios en los aminoácidos son generalmente de naturaleza menor, esto es sustituciones de aminoácidos 10 
conservadoras o inserciones que no afectan significativamente al plegado y/o la actividad de la proteína; deleciones 
pequeñas, típicamente de uno a aproximadamente 30 aminoácidos; extensiones aminoterminales pequeñas o 
carboxiloterminales, tales como un residuo de metionina aminoterminal; un péptido enlazador pequeño de hasta 
aproximadamente 20-25 residuos; o una extensión pequeña que facilite la purificación cambiando la carga neta u otra 
función, tal como un tracto de polihistidina, un epítopo antigénico o un dominio de unión. 15 
 
[0047] Ejemplos de sustituciones conservadoras están dentro del grupo de aminoácidos básicos (arginina, lisina e 
histidina), aminoácidos ácidos (ácido glutámico y ácido aspártico), aminoácidos polares (glutamina y asparagina), 
aminoácidos hidrofóbicos (leucina, isoleucina y valina), aminoácidos aromáticos (fenilalanina, triptófano y tirosina) y 
aminoácidos pequeños (glicina, alanina, serina, treonina y metionina). Sustituciones de aminoácidos que generalmente 20 
no alteran la actividad específica se conocen en la técnica y son descritas, por ejemplo, por H. Neurath and R.L. Hill, 
1979, In, The Proteins, Academic Press, Nueva York. Los intercambios que se producen más frecuentemente son 
Ala/Ser, Val/Ile, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, 
Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly. 
 25 
[0048] Alternativamente, los cambios de aminoácidos son de tal naturaleza que las propiedades fisicoquímicas de los 
polipéptidos son alteradas. Por ejemplo, los cambios en los aminoácidos pueden mejorar la termoestabilidad de la 
anhidrasa carbónica, alterar la especificidad de sustrato, cambiar el pH óptimo y similares. 
 
[0049] Los aminoácidos esenciales en una anhidrasa carbónica se pueden identificar según procedimientos conocidos 30 
en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis de escaneado de alanina (Cunningham and Wells, 
1989, Science 244: 1081-1085). En la técnica anterior, mutaciones de alanina única se introducen en cada residuo de la 
molécula, y las moléculas mutantes resultantes se evalúan para actividad de anhidrasa carbónica para identificar 
residuos de aminoácidos que sean críticos para la actividad de la molécula. Véase también, Hilton et al., 1996, J. Biol. 
Chem. 271: 4699-4708. El sitio activo de la anhidrasa carbónica u otra interacción biológica puede también ser 35 
determinado por análisis físico de estructura, como se determina por técnicas tales como resonancia magnética nuclear, 
cristalografía, difracción electrónica o marcaje por fotoafinidad, conjuntamente con mutación de aminoácidos de sitio de 
contacto putativo. Véase, por ejemplo, de Vos et al., 1992, Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, J. Mol. Biol. 224: 
899-904; Wlodaver et al., 1992, FEBS Lett. 309: 59-64. Las identidades de los aminoácidos esenciales también pueden 
ser inferidas a partir de análisis de identidades con otra anhidrasa carbónica que esté relacionada con la anhidrasa 40 
carbónica referenciada. 
 
[0050] Sustituciones, deleciones, y/o inserciones de aminoácidos únicos o múltiples se pueden hacer y evaluar usando 
métodos conocidos de mutagénesis, recombinación y/o redistribución, seguidos de un procedimiento de selección 
pertinente, tal como los descritos por Reidhaar-Olson and Sauer, 1988, Science 241: 53

-57; Bowie and Sauer, 1989, 45 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2152-2156; WO 95/17413; o WO 95/22625. Otros métodos que se pueden usar incluyen 
PCR con tendencia al error, presentación en fagos (por ejemplo, Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832-10837; 
patente de EE.UU. nº 5.223.409; WO 92/06204), y mutagénesis dirigida a la región (Derbyshire et al., 1986, Gene 46: 
145; Ner et al., 1988, DNA 7: 127).  
 50 
[0051] Métodos de mutagénesis/redistribución se pueden combinar con métodos de selección automatizados de alto 
rendimiento para detectar actividad de polipéptidos mutagenizados clonados expresados por células huésped (Ness et 
al., 1999, Nature Biotechnology 17: 893

-896). Moléculas de ADN mutagenizadas que codifican anhidrasas carbónicas 
activas se pueden recuperar de las células huésped y rápidamente secuenciar usando métodos estándar en la técnica. 
Estos métodos permiten la determinación rápida de la importancia de residuos de aminoácidos individuales en un 55 
polipéptido. 
 
[0052] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica hibridiza bajo al menos 
condiciones de astringencia medias, por ejemplo, condiciones de astringencia medio altas, condiciones de astringencia 
altas o condiciones de astringencia altísimas con (i) SEC ID n.º: 54, (ii) la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54, o (iii) la 60 
cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii) (véase, por ejemplo, J. Sambrook, E.F. Fritsch, and T. Maniatus, 
1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d edition, Cold Spring Harbor, New York). En un aspecto, el 
polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica hibridiza bajo al menos condiciones de astringencia 
mediad, por ejemplo, condiciones de astringencia medio altas, condiciones de astringencia altas o condiciones de 
astringencia altísimas con SEC ID n.º: 54, o la cadena complementaria en toda su longitud de la misma. En otro 65 
aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica hibridiza bajo al menos condiciones de 
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astringencia medias, por ejemplo, condiciones de astringencia medio altas, condiciones de astringencia altas o 
condiciones de astringencia altísimas con la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54, o la cadena complementaria en toda 
su longitud de la misma. 
 
[0053] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica tiene al menos 80%, al menos 5 
85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al 
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 54 o la 
secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica 
tiene al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de identidad de 10 
secuencia con SEC ID n.º: 54. En otro aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica tiene 
al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de identidad de secuencia 
con la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54. 
 15 
[0054] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica comprende SEC ID n.º: 54. En 
un aspecto, el polinucleótido heterólogo comprende los nucleótidos 1 a 750 de SEC ID n.º: 54. En un aspecto, el 
polinucleótido heterólogo comprende una subsecuencia de SEC ID n.º: 54, donde la subsecuencia codifica un 
polipéptido que tiene actividad de anhidrasa carbónica. En un aspecto, el número de residuos de nucleótidos en la 
subsecuencia es al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de nucleótidos 20 
en SEC ID n.º: 54. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un fragmento de SEC ID n.º: 55, donde el 
fragmento tiene actividad de anhidrasa carbónica. En un aspecto, el número de residuos de aminoácidos en el 
fragmento es al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de aminoácidos en 
SEC ID n.º: 55. 
 25 
[0055] La anhidrasa carbónica puede ser un polipéptido fusionado o polipéptido de fusión divisible donde otro 
polipéptido se fusiona en el N-término o el C-término de la anhidrasa carbónica. Un polipéptido fusionado se puede 
producir por la fusión de un polinucleótido que codifica otro polipéptido a un polinucleótido que codifica la anhidrasa 
carbónica. Técnicas para producir polipéptidos de fusión se conocen en la técnica, e incluyen ligamiento de las 
secuencias codificantes que codifican los polipéptidos de modo que éstas estén en marco y que la expresión del 30 
polipéptido fusionado esté bajo control del mismo promotor(es) y terminador. Las proteínas de fusión también se pueden 
construir utilizando tecnología de inteína donde las fusiones se crean postraduccionalmente (Cooper et al., 1993, EMBO 
J. 12: 2575-2583; Dawson et al., 1994, Science 266: 776-779). 
 
[0056] Un polipéptido de fusión puede además comprender un sitio de escisión entre los dos polipéptidos. En la 35 
secreción de la proteína de fusión, el sitio es dividido liberando los dos polipéptidos. Ejemplos de sitios de escisión 
incluyen, pero de forma no limitativa, los sitios descritos en Martin et al., 2003, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 3: 568-576; 
Svetina et al., 2000, J. Biotechnol. 76: 245-251; Rasmussen-Wilson et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-3493; 
Ward et al., 1995, Biotechnology 13: 498-503; y Contreras et al., 1991, Biotechnology 9: 378-381; Eaton et al., 1986, 
Biochemistry 25: 505-512; Collins-Racie et al., 1995, Biotechnology 13: 982-987; Carter et al., 1989, Proteins: Structure, 40 
Function, and Genetics 6: 240-248; y Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48. 
 
[0057] Técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleótido tal como un polinucleótido que codifica una anhidrasa 
carbónica al igual que cualquier otro polipéptido usado en cualquiera de los aspectos mencionados aquí, se conocen en 
la técnica e incluyen aislamiento a partir de ADN genómico, preparación a partir de ADNc o una combinación de las 45 
mismas. La clonación de los polinucleótidos de tal ADN genómico se puede efectuar, por ejemplo, usando la bien 
conocida reacción en cadena de polimerasa (PCR) o selección de anticuerpo a partir de bibliotecas de expresión para 
detectar fragmentos de ADN clonados que comparten características estructurales. Véase, por ejemplo, Innis et al., 
1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic Press, Nueva York. Otros procedimientos de amplificación 
de ácidos nucleicos tales como reacción en cadena de ligasa (LCR), transcripción activada ligada (LAT) y amplificación 50 
basada en secuencias de nucleótidos (NASBA) se pueden utilizar. Los polinucleótidos se pueden clonar a partir de una 
cepa de Aspergillus, u otro organismo u organismo relacionado, y así, por ejemplo, puede ser una variante alélica o de 
especies del polipéptido que codifica la región de la secuencia de nucleótidos. 
 
[0058] El polinucleótido de SEC ID n.º: 54, o una subsecuencia de la misma, al igual que la secuencia de aminoácidos 55 
de SEC ID n.º: 55, o un fragmento de la misma, se pueden usar para diseñar sondas de ácidos nucleicos para identificar 
y clonar una anhidrasa carbónica a partir de cepas de diferentes géneros o especies según métodos bien conocidos en 
la técnica. En particular, tales sondas se pueden usar para hibridación con el ADN genómico o ADNc del género o 
especie de interés, siguiendo procedimientos de transferencia de Southern estándar, para identificar y aislar el gen 
correspondiente en el mismo. Tales sondas pueden ser considerablemente más cortas que la secuencia entera, por 60 
ejemplo, al menos 14 nucleótidos, al menos 25 nucleótidos, al menos 35 nucleótidos, al menos 70 nucleótidos de 
longitud. Las sondas pueden ser más largas, por ejemplo, al menos 100 nucleótidos, al menos 200 nucleótidos, al 
menos 300 nucleótidos, al menos 400 nucleótidos, al menos 500 nucleótidos de longitud. Incluso sondas más largas se 
pueden utilizar, por ejemplo, al menos 600 nucleótidos, al menos 700 nucleótidos, al menos 800 nucleótidos o al menos 
900 nucleótidos de longitud. Sondas tanto de ADN como de ARN se pueden usar. Las sondas se marcan típicamente 65 
para la detección del gen correspondiente (por ejemplo, con 32P, 3H, 35S, biotina o avidina). 
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[0059] Una genoteca de ADN genómico o ADNc obtenido a partir de tales otras cepas se puede seleccionar para ADN 
que hibridiza con las sondas anteriormente descritas y que codifica un polipéptido que tiene actividad de anhidrasa 
carbónica. ADN genómico u otro de tales otras cepas se puede separar por electrofóresis en gel de poliacrilamida o 
agarosa, u otras técnicas de separación. ADN de las bibliotecas o el ADN separado se puede transferir e inmovilizar en 5 
la nitrocelulosa u otro material portador adecuado. Para identificar un clon o ADN que sea homólogo de la SEC ID n.º: 
54, o una subsecuencia de la misma, el material portador se puede utilizar en una transferencia de Southern. 
 
[0060] Para fines de las sondas anteriormente descritas, hibridación indica que el polinucleótido hibridiza a una sonda 
de ácidos nucleicos marcada que corresponde a SEC ID n.º: 54, la cadena complementaria en toda su longitud de la 10 
misma, o una subsecuencia de la anterior; bajo condiciones de astringencia muy bajas a muy altas. Moléculas a las que 
la sonda de ácidos nucleicos hibridiza bajo estas condiciones se pueden detectar usando, por ejemplo, película 
radiográfica. 
 
[0061] En un aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es SEC ID n.º: 54. En otro aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es 15 
un polinucleótido que codifica el polipéptido de SEC ID n.º: 55, o un fragmento del mismo. 
 
[0062] Para sondas largas de al menos 100 nucleótidos de longitud, condiciones de astringencia muy baja a muy altas 
son definidas como prehibridación e hibridación a 42°C en 5X SSPE, 0,3% SDS, 200 microgramos/ml ADN de esperma 
de salmón cortado y desnaturalizado, y bien 25% de formamida para astringencias muy bajas y bajas, 35% de 20 
formamida para astringencias media y medio altas o 50% de formamida para astringencias alto y altísimas, siguiendo 
procedimientos de transferencia de Southern estándar durante 12 a 24 horas óptimamente. El material portador es 
finalmente lavado tres veces cada uno durante 15 minutos utilizando 2X SSC, 0,2% SDS a 45°C (astringencia muy 
baja), a 50°C (astringencia baja), a 55°C (astringencia media), a 60°C (astringencia medio alta), a 65°C (astringencia 
alta) y a 70°C (astringencia muy alta). 25 
 
[0063] Para sondas cortas de aproximadamente 15 nucleótidos a aproximadamente 70 nucleótidos de longitud, las 
condiciones de astringencia se definen como prehibridación e hibridación en aproximadamente 5°C a aproximadamente 
10°C por debajo de la Tm calculada utilizando el cálculo según Bolton y McCarthy (1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
48:1390) en 0,9 M NaCl, 0,09 M Tris-HCl pH 7,6, 6 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1X solución de Denhardt, 1 mM pirofosfato 30 
de sodio, 1 mM fosfato monobásico de sodio, 0,1 mM ATP y 0,2 mg de ARN de levadura por mL siguiendo 
procedimientos de transferencia de Southern estándar durante 12 a 24 horas óptimamente. El material portador es 
finalmente lavado una vez en 6X SCC más 0,1% SDS durante 15 minutos y dos veces cada uno durante 15 minutos 
utilizando 6X SSC a 5°C a 10°C por debajo de la Tm calculada. 
 35 
[0064] Polinucleótidos que codifican la anhidrasa carbónica descrita aquí se pueden obtener a partir de un 
microorganismo de cualquier género. Como se utiliza en este caso, el término "obtenido a partir de" en relación con una 
fuente dada significará que el polipéptido codificado por un polinucleótido es producido por la fuente o por una célula 
donde el polinucleótido de la fuente ha sido insertado. 
 40 
[0065] La anhidrasa carbónica puede ser una anhidrasa carbónica fúngica. En un aspecto, la anhidrasa carbónica 
fúngica es una anhidrasa carbónica de levadura tal como una anhidrasa carbónica de Candida, Kluyveromyces, Pichia, 
Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia. 
 
[0066] En otro aspecto, la anhidrasa carbónica fúngica es una anhidrasa carbónica fúngica filamentosa tal como una 45 
anhidrasa carbónica de Acremonium, Agaricus, Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Botryospaeria, Ceriporiopsis, 
Chaetomidium, Chrysosporium, Claviceps, Cochliobolus, Coprinopsis, Coptotermes, Corynascus, Cryphonectria, 
Cryptococcus, Diplodia, Exidia, Filibasidium, Fusarium, Gibberella, Holomastigotoides, Humicola, Irpex, Lentinula, 
Leptospaeria, Magnaporthe, Melanocarpus, Meripilus, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, 
Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Piromyces, Poitrasia, Pseudoplectania, Pseudotrichonympha, Rhizomucor, 50 
Schizophyllum, Scytalidium, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trichoderma, Trichophaea, 
Verticillium, Volvariella o Xylaria. 
 
[0067] En otro aspecto, la anhidrasa carbónica es una anhidrasa carbónica de Acremonium cellulolyticus, Aspergillus 
aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, 55 
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae, Chrysosporium keratinophilum, 
Chrysosporium lucknowense, Chrysosporium tropicum, Chrysosporium merdarium, Chrysosporium inops, 
Chrysosporium pannicola, Chrysosporium queenslandicum, Chrysosporium zonatum, Fusarium bactridioides, Fusarium 
cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium 
heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium 60 
sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium 
trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola grisea, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Irpex lacteus, Mucor 
miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium funiculosum, Penicillium purpurogenum, 
Phanerochaete chrysosporium, Thielavia achromatica, Thielavia albomyces, Thielavia albopilosa, Thielavia australeinsis, 
Thielavia fimeti, Thielavia microspora, Thielavia ovispora, Thielavia peruviana, Thielavia spededonium, Thielavia setosa, 65 
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Thielavia subthermophila, Thielavia terrestris, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma 
longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride. 
 
[0068] En otro aspecto, la anhidrasa carbónica es una anhidrasa carbónica de Aspergillus, como la anhidrasa carbónica 
de Aspergillus clavatus de SEC ID n.º: 55. 5 
 
[0069] Se entiende que para las especies anteriormente mencionadas, los estados perfectos e imperfectos, y otros 
equivalentes taxonómicos, por ejemplo, anamorfos, están abarcados independientemente del nombre de la especie por 
el que son conocidos. Expertos en la técnica fácilmente reconocerán la identidad de equivalentes apropiados. 
 10 
[0070] Cepas de estas especies son fácilmente accesibles para el público en un número de colecciones de cultivos, 
tales como American Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH (DSM), Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y Agricultural Research Service Patent Culture Collection, 
Northern Regional Research Center (NRRL). 
 15 
[0071] En algunos aspectos, la anhidrasa carbónica tiene al menos 20%, por ejemplo, al menos 40%, al menos 50%, al 
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 
98%, al menos 99% o 100% de la actividad de anhidrasa carbónica del polipéptido maduro de SEC ID n.º: 55 bajo las 
mismas condiciones. 
 20 
[0072] La anhidrasa carbónica también se puede identificar y obtener a partir de otras fuentes incluyendo 
microorganismos aislados de la naturaleza (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) o muestras de ADN 
obtenidas directamente de materiales naturales (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) utilizando las sondas 
mencionadas arriba. Técnicas para el aislamiento de microorganismos y ADN directamente de hábitats naturales son 
bien conocidos en la técnica. El polinucleótido que codifica una anhidrasa carbónica se puede derivar luego de forma 25 
similar por selección de una genoteca de ADNc o genómica de otros microorganismos o muestra de ADN mezclado. 
Una vez que un polinucleótido que codifica una anhidrasa carbónica ha sido detectado con sonda(s) adecuadas como 
se describe en este caso, la secuencia se puede aislar o clonar utilizando técnicas que son bien conocidas por los 
técnicos en la materia (véase, por ejemplo, J. Sambrook, E.F. Fritsch, and T. Maniatus, 1989, Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, 2d edition, Cold Spring Harbor, New York). 30 
 
Transportadores de bicarbonato y polinucleótidos que codifican transportadores de bicarbonato 
 
[0073] En algunos aspectos de las células huésped recombinantes y métodos descritos aquí, las células huésped tienen 
actividad de transportador de bicarbonato. El transportador de bicarbonato puede ser cualquier transportador de 35 
bicarbonato que sea adecuado para las células huésped y sus métodos de uso descritos aquí, tal como un transportador 
de bicarbonato de origen natural o una variante del mismo que retenga actividad de transportador de bicarbonato. En un 
aspecto, el transportador de bicarbonato está presente en el citosol de las células huésped. En algunos aspectos, las 
células huésped comprenden uno o más (por ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos heterólogos que codifican un 
transportador de bicarbonato. 40 
 
[0074] En algunos aspectos, las células huésped que comprenden uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican un transportador de bicarbonato tienen un nivel aumentado de actividad de 
transportador de bicarbonato en comparación con las células huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican un 
transportador de bicarbonato, cuando se cultivan bajo las mismas condiciones. En algunos aspectos, las células 45 
huésped que comprenden uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican un transportador de bicarbonato tienen 
un nivel aumentado de actividad de transportador de bicarbonato de al menos 5%, por ejemplo, al menos 10%, al 
menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 50%, al menos 100%, al menos 150%, al menos 200%, al menos 
300% o a 500% en comparación con las células huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican un transportador 
de bicarbonato, cuando se cultivan bajo las mismas condiciones. 50 
 
[0075] En algunos aspectos, la célula huésped comprende un polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de 
bicarbonato. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato se selecciona de: 
(a) un polinucleótido que codifica un transportador de bicarbonato que tiene al menos 65% de identidad de secuencia 
con SEC ID n.º: 2 o 4; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de astringencia bajas con (i) SEC ID n.º: 1 o 55 
3, (ii) la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 1 o 3, o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii); y (c) 
un polinucleótido que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 1 o 3, o la secuencia de ADNc de 
SEC ID n.º: 1 o 3. Como puede apreciar uno de habilidad en la técnica, en algunos casos el polinucleótido heterólogo 
que codifica un transportador de bicarbonato pueden calificar bajo más de una de las selecciones (a), (b) y (c) 
mencionadas por encima. 60 
 
[0076] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un transportador de bicarbonato que tiene al menos 60%, por 
ejemplo, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al 
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% 
o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 2 o 4. En un aspecto, la secuencia del transportador de bicarbonato 65 
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difiere en no más de diez aminoácidos, por ejemplo, no más de cinco aminoácidos, no más de cuatro aminoácidos, no 
más de tres aminoácidos, no más de dos aminoácidos o un aminoácido de la SEC ID n.º: 2 o 4. 
 
[0077] En un aspecto, el transportador de bicarbonato comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de SEC ID 
n.º: 2 o 4, una variante alélica de la misma o un fragmento de la anterior que tiene actividad de transportador de 5 
bicarbonato. En otro aspecto, el transportador de bicarbonato comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de 
SEC ID n.º: 2 o 4. En otro aspecto, el transportador de bicarbonato comprende o consiste en los aminoácidos 1 a 770 de 
SEC ID n.º: 2 o aminoácidos 1 a 843 de SEC ID n.º: 4. 
 
[0078] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un transportador de bicarbonato que tiene una sustitución, 10 
eliminación y/o inserción de aminoácido de uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) aminoácidos de SEC ID n.º: 2 o 4, 
como se describe supra. En algunos aspectos, el número total de sustituciones, deleciones y/o inserciones de 
aminoácidos de SEC ID n.º: 2 o 4, no es más de 10, por ejemplo, no más de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1. 
 
[0079] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato hibridiza bajo al menos 15 
condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, condiciones de astringencia medias, condiciones de astringencia medio 
altas, condiciones de astringencia altas o condiciones de astringencia muy altas con (i) SEC ID n.º: 1 o 3, (ii) la 
secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 1 o 3 o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii) (véase, por 
ejemplo, J. Sambrook, E.F. Fritsch, and T. Maniatus, 1989, supra). En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que 
codifica un transportador de bicarbonato hibridiza bajo al menos condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, 20 
condiciones de astringencia medias, condiciones de astringencia medio altas, condiciones de astringencia altas o 
condiciones de astringencia muy altas con SEC ID n.º: 1 o 3, o la cadena complementaria en toda su longitud de la 
misma. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato hibridiza bajo al menos 
condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, condiciones de astringencia medias, condiciones de astringencia medio 
altas, condiciones de astringencia altas o condiciones de astringencia muy altas con la secuencia de ADNc de SEC ID 25 
n.º: 1 o 3, o la cadena complementaria en toda su longitud de la misma. 
 
[0080] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato tiene al menos 65%, por 
ejemplo, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al 
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% 30 
o 100% de identidad de secuencia con la SEC ID n.º: 1 o 3, o la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 1 o 3. En un 
aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato tiene al menos 65%, por ejemplo, al 
menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 
100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 1 o 3. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un 35 
transportador de bicarbonato tiene al menos 65%, por ejemplo, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 
85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al 
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de ADNc 
de SEC ID n.º: 1 o 3. 
 40 
[0081] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato comprende SEC ID n.º: 
1 o 3. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo comprende los nucleótidos 1 a 2503 de SEC ID n.º: 1, o los 
nucleótidos 1 a 2657 de SEC ID n.º: 3. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo comprende una subsecuencia de 
SEC ID n.º: 1 o 3, donde la subsecuencia codifica un polipéptido que tiene actividad de transportador de bicarbonato. En 
un aspecto, el número de residuos de nucleótidos en la subsecuencia es al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 45 
85%, 90% o 95% del número de residuos de nucleótidos en SEC ID n.º: 1 o 3. 
 
[0082] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un fragmento de SEC ID n.º: 2 o 4, donde el fragmento tiene 
actividad de transportador de bicarbonato. En un aspecto, el número de residuos de aminoácidos en el fragmento es al 
menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90%, o 95% del número de residuos de aminoácidos en SEC ID n.º: 2 o 50 
4. En un aspecto, el fragmento contiene un dominio de transportador de bicarbonato, por ejemplo, el dominio de 
transportador de bicarbonato putativo de los aminoácidos 280 a 556 de SEC ID n.º: 2 o 192 a 480 de SEC ID n.º: 4. 
 
[0083] El transportador de bicarbonato también puede ser una variante alélica o variante artificial de un transportador de 
bicarbonato. 55 
 
[0084] El transportador de bicarbonato puede también incluir polipéptidos fusionados o polipéptidos de fusión divisibles, 
como se describe supra. 
 
[0085] Técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleótido que codifica un transportador de bicarbonato son descritas 60 
supra. 
 
[0086] La secuencia de polinucleótidos de SEC ID nº: 1, 3 o una subsecuencia de la misma; al igual que la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID nº: 2, 4 o un fragmento de la misma; se puede usar para diseñar sondas de ácidos nucleicos 
para identificar y clonar ADN que codifica un transportador de bicarbonato a partir de cepas de diferentes géneros o 65 
especies, como se describe supra. Una genoteca de ADN genómico o ADNc obtenida a partir de tales otros organismos 
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se puede seleccionar para ADN que hibridiza con las sondas anteriormente descritas y codifica un transportador de 
bicarbonato, como se describe supra. 
 
[0087] En un aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es SEC ID n.º: 1 o 3. En otro aspecto, la sonda de ácidos nucleicos 
es una secuencia de polinucleótidos que codifica SEC ID n.º: 2 o 4 o un fragmento de la misma. 5 
 
[0088] Para sondas largas de al menos 100 nucleótidos de longitud, astringencia muy baja a altísima y condiciones de 
lavado son definidas como se describe supra. Para sondas cortas de aproximadamente 15 nucleótidos a 
aproximadamente 70 nucleótidos de longitud, astringencia y condiciones de lavado son definidas como se describe 
supra. 10 
 
[0089] Polinucleótidos que codifican el transportador de bicarbonato se pueden obtener a partir de microorganismos de 
cualquier género. En un aspecto, el transportador de bicarbonato puede ser un transportador de bicarbonato bacteriano, 
de levadura o fúngico filamentoso obtenido a partir de los microorganismos descritos aquí. En otro aspecto, el 
transportador de bicarbonato es un transportador de bicarbonato de Aspergillus, tal como el transportador de 15 
bicarbonato de Aspergillus oryzae de SEC ID n.º: 2 o 4. 
 
[0090] Otros transportadores de bicarbonato que se pueden usar con las células huésped y métodos de uso descritos 
aquí incluyen, pero de forma no limitativa, un transportador de bicarbonato de H. sapiens SLC4A1 (SEC ID n.º: 53 de 
WO2010/111344), un transportador de bicarbonato de O. cuniculus SLC4A8 (SEC ID n.º: 54 de WO2010/111344,), y un 20 
transportador de bicarbonato de S. cerevisiae YNL275w (SEC ID n.º: 55 de WO2010/111344). Cualquier aspecto 
descrito aquí relacionado con la identidad de secuencia, hibridación, modificaciones de aminoácidos (por ejemplo, 
sustituciones, deleciones y/o inserciones), fragmentos o subsecuencias de las mismas está abarcado para los 
transportadores de bicarbonato anteriores. 
 25 
[0091] En algunos aspectos, el transportador de bicarbonato tiene al menos 20%, por ejemplo, al menos 40%, al menos 
50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al 
menos 98%, al menos 99% o 100% de la actividad de transportador de bicarbonato del polipéptido maduro de SEC ID 
n.º: 2 o 4 bajo las mismas condiciones. 
 30 
[0092] El transportador de bicarbonato también se puede identificar y obtener de otras fuentes incluyendo 
microorganismos aislados de la naturaleza (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) o muestras de ADN 
obtenidas directamente de materiales naturales (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) como se describe 
supra. 
 35 
Transportadores de ácido C4-dicarboxílico y polinucleótidos que codifican transportadores de ácido C4-dicarboxílico 
 
[0093] En algunos aspectos de las células huésped recombinantes y métodos descritos aquí, las células huésped tienen 
actividad de transportador de ácido C4-dicarboxílico. El transportador de ácido C4-dicarboxílico puede ser cualquier 
transportador de ácido C4-dicarboxílico que sea adecuado para las células huésped y sus métodos de uso descritos 40 
aquí, tal como un transportador de ácido C4-dicarboxílico de origen natural o una variante del mismo que retenga 
actividad de transportador de ácido C4-dicarboxílico. En un aspecto, el transportador de ácido C4-dicarboxílico está 
presente en el citosol de las células huésped. En algunos aspectos, las células huésped comprenden uno o varios (por 
ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos heterólogos que codifican un transportador de ácido C4-dicarboxílico. 
 45 
[0094] En algunos aspectos, las células huésped que comprenden uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican un transportador de ácido C4-dicarboxílico tienen un nivel aumentado de 
actividad de transportador de ácido C4-dicarboxílico en comparación con las células huésped sin uno o varios 
polinucleótidos que codifican un transportador de ácido C4-dicarboxílico, cuando se cultivan bajo las mismas 
condiciones. En algunos aspectos, las células huésped que comprenden uno o varios polinucleótidos heterólogos que 50 
codifican un transportador de ácido C4-dicarboxílico tienen un nivel aumentado de actividad de transportador de ácido 
C4-dicarboxílico de al menos 5%, por ejemplo, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 
50%, al menos 100%, al menos 150%, al menos 200%, al menos 300% o a 500% en comparación con las células 
huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican un transportador de ácido C4-dicarboxílico, cuando se cultivan 
bajo las mismas condiciones. 55 
 
[0095] En algunos aspectos, la célula huésped comprende un polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de 
ácido C4-dicarboxílico. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-
dicarboxílico se selecciona de: (a) un polinucleótido que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico que tiene al 
menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 6; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de 60 
astringencia bajas con SEC ID n.º: 5, o la cadena complementaria en toda su longitud de la misma; y (c) un 
polinucleótido que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 5. Como puede ser apreciado por uno 
de habilidad en la técnica, en algunos casos el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-
dicarboxílico puede calificar bajo más de una de las selecciones (a), (b) y (c) mencionadas por encima. 
 65 
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[0096] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico que tiene al 
menos 60%, por ejemplo, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, 
al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 
98%, al menos 99% o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 6. En un aspecto, la secuencia del transportador 
de ácido C4-dicarboxílico difiere en no más de diez aminoácidos, por ejemplo, no más de cinco aminoácidos, no más de 5 
cuatro aminoácidos, no más de tres aminoácidos, no más de dos aminoácidos o un aminoácido de SEC ID n.º: 6. 
 
[0097] En un aspecto, el transportador de ácido C4-dicarboxílico comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos 
de SEC ID n.º: 6, una variante alélica de la misma o un fragmento de la anterior, que tiene actividad de transportador de 
ácido C4-dicarboxílico. En otro aspecto, el transportador de ácido C4-dicarboxílico comprende o consiste en la 10 
secuencia de aminoácidos de SEC ID n.º: 6. En otro aspecto, el transportador de ácido C4-dicarboxílico comprende o 
consiste en los aminoácidos 1 a 418 de SEC ID n.º: 6. En otro aspecto, el transportador de ácido C4-dicarboxílico 
comprende o consiste en los aminoácidos 18 a 418 de SEC ID n.º: 6. 
 
[0098] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico que tiene una 15 
sustitución, eliminación, y/o inserción de aminoácido de uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) aminoácidos de SEC 
ID n.º: 6, como se describe supra. En algunos aspectos, el número total de sustituciones, deleciones y/o inserciones de 
aminoácidos de SEC ID n.º: 6, no es más de 10, por ejemplo, no más de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1. 
 
[0099] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico hibridiza bajo 20 
al menos condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, condiciones de astringencia medias, condiciones de 
astringencia medio altas, condiciones de astringencia altas o condiciones de astringencia muy altas con SEC ID n.º: 5, o 
la cadena complementaria en toda su longitud de la anterior (véase, por ejemplo, J. Sambrook, E.F. Fritsch, and T. 
Maniatus, 1989, supra).  
 25 
[0100] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico tiene al 
menos 65%, por ejemplo, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, 
al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 
98%, al menos 99% o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 5. 
 30 
[0101] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico comprende 
SEC ID n.º: 5. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo comprende los nucleótidos 1 a 1257 de SEC ID n.º: 5. En un 
aspecto, el polinucleótido heterólogo comprende los nucleótidos 52 a 1257 de SEC ID n.º: 5. En un aspecto, el 
polinucleótido heterólogo comprende una subsecuencia de SEC ID n.º: 5, donde la subsecuencia codifica un polipéptido 
que tiene actividad de transportador de ácido C4-dicarboxílico. En un aspecto, el número de residuos de nucleótidos en 35 
la subsecuencia es al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de nucleótido 
en SEC ID n.º: 5. 
 
[0102] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un fragmento de SEC ID n.º: 6, donde el fragmento tiene 
actividad de transportador de ácido C4-dicarboxílico. En un aspecto, el número de residuos de aminoácidos en el 40 
fragmento es al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de aminoácidos en 
SEC ID n.º: 6. 
 
[0103] El transportador de ácido C4-dicarboxílico también puede ser una variante alélica o variante artificial de un 
transportador de ácido C4-dicarboxílico. 45 
 
[0104] El transportador de ácido C4-dicarboxílico puede también incluir polipéptidos fusionados o polipéptidos divisibles 
de fusión, como se describe supra. 
 
[0105] Técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleótido que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico 50 
son descritas supra. 
 
[0106] La secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 5, o una subsecuencia de la misma, al igual que la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID n.º: 6, o un fragmento de la misma; se pueden usar para diseñar sondas de ácidos nucleicos 
para identificar y clonar ADN que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico a partir de cepas de diferentes 55 
géneros o especies, como se describe supra. Una genoteca de ADN genómico o ADNc obtenido a partir de tales otros 
organismos se puede seleccionar para ADN que hibridiza con las sondas anteriormente descritas y codifica un 
transportador de ácido C4-dicarboxílico, como se describe supra. 
 
[0107] En un aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es SEC ID n.º: 5. En otro aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es 60 
una secuencia de polinucleótidos que codifica SEC ID n.º: 6, o un fragmento de la misma. 
 
[0108] Para sondas largas de al menos 100 nucleótidos de longitud, astringencia muy baja a altísima y condiciones de 
lavado son definidas como se describe supra. Para sondas cortas de aproximadamente 15 nucleótidos a 
aproximadamente 70 nucleótidos de longitud, astringencia y condiciones de lavado son definidas como se describe 65 
supra.  
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[0109] Polinucleótidos que codifican el transportador de ácido C4-dicarboxílico se pueden obtener a partir de 
microorganismos de cualquier género. En un aspecto, el transportador de ácido C4-dicarboxílico puede ser un 
transportador de ácido C4-dicarboxílico bacteriano, de levadura o fúngico filamentoso obtenido a partir de los 
microorganismos descritos aquí. En otro aspecto, el transportador de ácido C4-dicarboxílico es un transportador de 5 
ácido C4-dicarboxílico de Aspergillus, tal como el transportador de ácido C4-dicarboxílico de Aspergillus aculeatus de 
SEC ID n.º: 6. 
 
[0110] Otro transportador de ácido C4-dicarboxílico que se puede usar con las células huésped y métodos de uso 
descritos aquí incluye, pero de forma no limitativa, el transportador de ácido dicarboxílico de Aspergillus flavus C4 (AFLA 10 
107340), el transportador de ácido C4-dicarboxílico de Aspergillus oryzae de SEC ID n.º: 27 (codificado por la secuencia 
de polinucleótidos de SEC ID n.º: 26; véase US 2011/0053233), el transportador de ácido C4-dicarboxílico de 
Aspergillus terreus de SEC ID n.º: 29 (codificado por la secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 28; véase US 
2011/0053233), el transportador de ácido C4-dicarboxílico de Schizosaccharomyces pombe de SEC ID n.º: 32 
(codificado por la secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 30 o 31; véase US 2011/0053233), el transportador de 15 
ácido C4-dicarboxílico de Aspergillus aculeatus de SEC ID n.º: 34 (codificado por la secuencia de polinucleótidos de 
SEC ID n.º: 33; véase solicitud de EE.UU. nº 13/165.696, titulada "Polypeptides Having C4-dicarboxylic acid Transporter 
Activity and Polynucleotides Encoding Same" solicitada el 21 de junio de 2011), el transportador de ácido C4-
dicarboxílico de Aspergillus aculeatus de SEC ID n.º: 36 (codificado por la secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 
35; véase la solicitud EE.UU. nº 13/165.696, supra), el transportador de ácido C4-dicarboxílico de Schizosaccharomyces 20 
japonicus de SEC ID n.º: 39 (codificado por la secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 37 o 38; véase 
PCT/US11/38881, titulada "C4-dicarboxylic acid Production in Filamentous Fungi" solicitada el 2 de 2011), el 
transportador de ácido C4-dicarboxílico de Aspergillus clavatus de SEC ID n.º: 41 (codificado por la secuencia de 
polinucleótidos de SEC ID n.º: 40; véase la solicitud de EE.UU. nº 13/165.719, titulada "Methods for Improving C4-
dicarboxylic acid Production in Filamentous Fungi" solicitada el 21 de junio de 2011), el transportador de ácido C4-25 
dicarboxílico de Aspergillus fumigatus de SEC ID n.º: 43 (codificado por la secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 
42; véase la solicitud de EE.UU. nº 13/165.719, supra), o cualquier aspecto del transportador de ácido C4-dicarboxílico 
descrito en la referencia respectiva en esta. Cualquier aspecto descrito aquí relacionado con la identidad de secuencia, 
hibridación, modificaciones de aminoácidos (por ejemplo, sustituciones, deleciones y/o inserciones), fragmentos o 
subsecuencias de las mismas está abarcado para los transportadores de ácido C4-dicarboxílico por encima. 30 
 
[0111] En algunos aspectos, el transportador de ácido C4-dicarboxílico tiene al menos 20%, por ejemplo, al menos 40%, 
al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 
97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de la actividad de transportador de ácido C4-dicarboxílico del polipéptido 
maduro de SEC ID n.º: 6 bajo las mismas condiciones. 35 
 
[0112] El transportador de ácido C4-dicarboxílico también se puede identificar y obtener de otras fuentes incluyendo 
microorganismos aislados de la naturaleza (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) o muestras de ADN 
obtenidas directamente de materiales naturales (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) como se describe 
supra. 40 
 
Malato deshidrogenasas y polinucleótidos que codifican malato deshidrogenasas 
 
[0113] En algunos aspectos de las células huésped recombinantes y métodos descritos aquí, las células huésped tienen 
actividad de malato deshidrogenasa. La malato deshidrogenasa puede ser cualquier malato deshidrogenasa que sea 45 
adecuada para las células huésped y sus métodos de uso descrita aquí, tal como una malato deshidrogenasa de origen 
natural o un variante de la misma que retenga actividad de malato deshidrogenasa. En un aspecto, la malato 
deshidrogenasa está presente en el citosol de las células huésped. En algunos aspectos, las células huésped 
comprenden uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos heterólogos que codifican una malato 
deshidrogenasa. 50 
 
[0114] En algunos aspectos, las células huésped que comprenden uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican una malato deshidrogenasa tienen un nivel aumentado de actividad de malato 
deshidrogenasa en comparación con las células huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican una malato 
deshidrogenasa, cuando se cultivan bajo las mismas condiciones. En algunos aspectos, las células huésped que 55 
comprenden uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una malato deshidrogenasa tienen un nivel 
aumentado de actividad de malato deshidrogenasa de al menos 5%, por ejemplo, al menos 10%, al menos 15%, al 
menos 20%, al menos 25%, al menos 50%, al menos 100%, al menos 150%, al menos 200%, al menos 300% o a 500% 
en comparación con las células huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican una malato deshidrogenasa, 
cuando se cultivan bajo las mismas condiciones. 60 
 
[0115] En algunos aspectos, la célula huésped comprende un polinucleótido heterólogo que codifica una malato 
deshidrogenasa. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa se selecciona de: 
(a) un polinucleótido que codifica una malato deshidrogenasa que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con 
SEC ID n.º: 8; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de astringencia bajas con (i) SEC ID n.º: 7, (ii) la 65 
secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 7 o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii); y (c) un 
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polinucleótido que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 7 o la secuencia de ADNc de SEC ID 
n.º: 7. Como puede ser apreciado por uno de habilidad en la técnica, en algunos casos el polinucleótido heterólogo que 
codifica una malato deshidrogenasa pueden calificar bajo más de una de las selecciones (a), (b) y (c) mencionadas por 
encima. 
 5 
[0116] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica una malato deshidrogenasa que tiene al menos 60%, por 
ejemplo, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al 
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% 
o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 8. En un aspecto, la secuencia de malato deshidrogenasa difiere en 
no más de diez aminoácidos, por ejemplo, no más de cinco aminoácidos, no más de cuatro aminoácidos, no más de tres 10 
aminoácidos, no más de dos aminoácidos o un aminoácido de SEC ID n.º: 8. 
 
[0117] En un aspecto, la malato deshidrogenasa comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de SEC ID n.º: 
8, una variante alélica de la misma, o un fragmento de la anterior, que tiene actividad de malato deshidrogenasa. En otro 
aspecto, la malato deshidrogenasa comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de SEC ID n.º: 8. En otro 15 
aspecto, la malato deshidrogenasa comprende o consiste en los aminoácidos 1 a 330 de SEC ID n.º: 8. 
 
[0118] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica una malato deshidrogenasa que tiene una sustitución, 
eliminación, y/o inserción de aminoácidos de uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) aminoácidos de SEC ID n.º: 8, 
como se describe supra. En algunos aspectos, el número total de sustituciones, deleciones y/o inserciones de 20 
aminoácidos de SEC ID n.º: 8, no es más de 10, por ejemplo, no más de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1. 
 
[0119] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa hibridiza bajo al menos 
condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, condiciones de astringencia medias, condiciones de astringencia medio 
altas, condiciones de astringencia altas o condiciones de astringencia muy altas con (i) SEC ID n.º: 7, (ii) la secuencia 25 
de ADNc de SEC ID n.º: 7 o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii) (véase, por ejemplo, J. 
Sambrook, E.F. Fritsch, and T. Maniatus, 1989, supra). En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una 
malato deshidrogenasa hibridiza bajo al menos condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, condiciones de 
astringencia medias, condiciones de astringencia medio altas, condiciones de astringencia altas o condiciones de 
astringencia muy altas con SEC ID n.º: 7, o la cadena complementaria en toda su longitud de la misma. En otro aspecto, 30 
el polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa hibridiza bajo al menos condiciones de astringencia 
bajas, por ejemplo, condiciones de astringencia medias, condiciones de astringencia medio altas, condiciones de 
astringencia altas, o condiciones de astringencia muy altas con la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 7, o la cadena 
complementaria en toda su longitud de la misma. 
 35 
[0120] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa tiene al menos 65%, por 
ejemplo, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al 
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% 
o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 7 o la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 7. En un aspecto, el 
polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa tiene al menos 65%, por ejemplo, al menos 70%, al 40 
menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de identidad 
de secuencia con SEC ID n.º: 7. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa 
tiene al menos 65%, por ejemplo, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 45 
97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 7. 
 
[0121] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa comprende SEC ID n.º: 7. 
En un aspecto, el polinucleótido heterólogo comprende los nucleótidos 1 a 1430 de SEC ID n.º: 7. En un aspecto, el 
polinucleótido heterólogo comprende una subsecuencia de SEC ID n.º: 7, donde la subsecuencia codifica un polipéptido 50 
que tiene actividad de malato deshidrogenasa. En un aspecto, el número de residuos de nucleótidos en la subsecuencia 
es al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de nucleótidos en SEC ID n.º: 
7. 
 
[0122] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un fragmento de SEC ID n.º: 8, donde el fragmento tiene 55 
actividad de malato deshidrogenasa. En un aspecto, el número de residuos de aminoácidos en el fragmento es al 
menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de aminoácidos en SEC ID n.º: 8. 
 
[0123] La malato deshidrogenasa también puede ser una variante alélica o variante artificial de una malato 
deshidrogenasa. 60 
 
[0124] La malato deshidrogenasa puede también incluir polipéptidos fusionados o polipéptidos divisibles de fusión, como 
se describe supra. 
 
[0125] Técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleótido que codifica una malato deshidrogenasa son descritas 65 
supra. 
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[0126] La secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 7, o una subsecuencia de la misma; al igual que la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID n.º: 8, o un fragmento de la misma; se puede usar para diseñar sondas de ácidos nucleicos 
para identificar y clonar ADN que codifica una malato deshidrogenasa a partir de cepas de diferentes géneros o 
especies, como se describe supra. Una genoteca de ADN genómico o ADNc obtenido a partir de tales otros organismos 5 
se puede seleccionar para ADN que hibridiza con las sondas anteriormente descritas y codifica una malato 
deshidrogenasa, como se describe supra. 
 
[0127] En un aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es SEC ID n.º: 7. En otro aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es 
una secuencia de polinucleótidos que codifica SEC ID n.º: 8, o un fragmento de la misma. 10 
 
[0128] Para sondas largas de al menos 100 nucleótidos de longitud, astringencia muy baja a altísima y condiciones de 
lavado son definidas como se describe supra. Para sondas cortas de aproximadamente 15 nucleótidos a 
aproximadamente 70 nucleótidos de longitud, astringencia y condiciones de lavado son definidas como se describe 
supra. 15 
 
[0129] Polinucleótidos que codifican la malato deshidrogenasa se pueden obtener a partir de microorganismos de 
cualquier género. En un aspecto, la malato deshidrogenasa puede ser una malato deshidrogenasa bacteriana, de 
levadura o fúngica filamentosa obtenida a partir de los microorganismos descritos aquí. En otro aspecto, la malato 
deshidrogenasa es una malato deshidrogenasa de Aspergillus, como la malato deshidrogenasa de Aspergillus oryzae 20 
de SEC ID n.º: 8. 
 
[0130] Otras malato deshidrogenasas que se pueden usar con las células huésped y métodos de uso descritos aquí 
incluyen, pero de forma no limitativa, una malato deshidrogenasa de Aspergillus nidulans (AN6717.1; SIMS et al., 2004, 
Mycol. Res. 108: 853-857) malato-deshidrogenasa de Aspergillus niger (An16g00120; Pel et al., 2007, Nature 25 
Biotechnology 25: 221-231) malato deshidrogenasa de Phytophthora infestans (PITG 13614.1; Calcagno et al., 2009, 
Mycological Research 113: 771-781); malato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (YKL085W; McAlister-Henn 
and Thompson, 1987, J Bacteriol. 169: 5157-5166); malato deshidrogenasa de Talaromyces emersonii (AF439996, 
AF487682; Maloney et al., 2004, Eur. J. Biochem. 271: 3115-3126); y malato deshidrogenasa de Ustilago maydis 
(um00403, um11161; McCann and Snetselaar, 2008, Fungal Genetics and Biology 45: S77-S87), la malato 30 
deshidrogenasa de Aspergillus oryzae de SEC ID n.º: 45 (codificado por la secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 
44; véase solicitud de EE.UU. nº 12/870,523, titulada "Methods for Improving Malic Acid Production in Filamentous 
Fungi" solicitada el 27 de agosto de 2010) o cualquier aspecto de la malato deshidrogenasa descrita en la referencia 
respectiva en esta. Cualquier aspecto descrito aquí relacionado con la identidad de secuencia, hibridación, 
modificaciones de aminoácidos (por ejemplo, sustituciones, deleciones y/o inserciones), fragmentos o subsecuencias de 35 
las mismas está abarcado para las malato deshidrogenasas por encima. 
 
[0131] En algunos aspectos, la malato deshidrogenasa tiene al menos 20%, por ejemplo, al menos 40%, al menos 50%, 
al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 
98%, al menos 99% o 100% de la actividad de malato deshidrogenasa del polipéptido maduro de SEC ID n.º: 8 bajo las 40 
mismas condiciones. 
 
[0132] La malato deshidrogenasa también se puede identificar y obtener a partir de otras fuentes, incluyendo 
microorganismos aislados de la naturaleza (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) o muestras de ADN 
obtenidas directamente de materiales naturales (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) como se describe 45 
supra.  
 
Piruvato carboxilasas y polinucleótidos que codifican piruvato carboxilasas  
 
[0133] En algunos aspectos de las células huésped recombinantes y métodos descritos aquí, las células huésped tienen 50 
actividad de piruvato carboxilasa. La piruvato carboxilasa puede ser cualquier piruvato carboxilasa que sea adecuada 
para las células huésped y sus métodos de uso descritos aquí, tal como una piruvato carboxilasa de origen natural o 
una variante de la misma que retenga actividad de piruvato carboxilasa. En un aspecto, la piruvato carboxilasa está 
presente en el citosol de las células huésped. En algunos aspectos, las células huésped comprenden uno o varios (por 
ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos heterólogos que codifican una piruvato carboxilasa. 55 
 
[0134] En algunos aspectos, las células huésped que comprenden uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican una piruvato carboxilasa tienen un nivel aumentado de actividad de piruvato 
carboxilasa en comparación con las células huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican una piruvato 
carboxilasa, cuando se cultivan bajo las mismas condiciones. En algunos aspectos, las células huésped que 60 
comprenden uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una piruvato carboxilasa tienen un nivel aumentado 
de actividad de piruvato carboxilasa de al menos 5%, por ejemplo, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al 
menos 25%, al menos 50%, al menos 100%, al menos 150%, al menos 200%, al menos 300% o a 500% en 
comparación con las células huésped sin uno o varios polinucleótidos que codifican una piruvato carboxilasa, cuando se 
cultivan bajo las mismas condiciones. 65 
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[0135] En algunos aspectos, la célula huésped comprende un polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato 
carboxilasa. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa se selecciona de: (a) un 
polinucleótido que codifica una piruvato carboxilasa que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 
10; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de astringencia bajas con (i) SEC ID n.º: 9, (ii) la secuencia de 
ADNc de SEC ID n.º: 9 o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii); y (c) un polinucleótido que tiene 5 
al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 9 o la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 9. Como puede ser 
apreciado por uno de habilidad en la técnica, en algunos casos el polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato 
carboxilasa puede calificar bajo más de unas de las selecciones (a), (b) y (c) mencionadas por encima. 
 
[0136] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica una piruvato carboxilasa que tiene al menos 60%, por 10 
ejemplo, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al 
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% 
o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 10. En un aspecto, la secuencia de piruvato carboxilasa difiere en no 
más de diez aminoácidos, por ejemplo, no más de cinco aminoácidos, no más de cuatro aminoácidos, no más de tres 
aminoácidos, no más de dos aminoácidos o un aminoácido de SEC ID n.º: 10. 15 
 
[0137] En un aspecto, la piruvato carboxilasa comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de SEC ID n.º: 10, 
una variante alélica de la misma, o un fragmento de la anteriormente mencionada, que tiene actividad de piruvato 
carboxilasa. En otro aspecto, la piruvato carboxilasa comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de SEC ID 
n.º: 10. En otro aspecto, la piruvato carboxilasa comprende o consiste en los aminoácidos 1 a 1193 de SEC ID n.º: 10. 20 
 
[0138] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica una piruvato carboxilasa que tiene una sustitución, 
eliminación, y/o inserción de aminoácidos de uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) aminoácidos de SEC ID n.º: 10, 
como se describe supra. En algunos aspectos, el número total de sustituciones, deleciones y/o inserciones de 
aminoácidos de SEC ID n.º: 10, no es más de 10, por ejemplo, no mayor de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1. 25 
 
[0139] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa hibridiza bajo al menos 
condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, condiciones de astringencia medias, condiciones de astringencia medio 
altas, condiciones de astringencia altas o condiciones de astringencia muy altas con (i) SEC ID n.º: 9, (ii) la secuencia 
de ADNc de SEC ID n.º: 9 o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii) (véase, por ejemplo, J. 30 
Sambrook, E.F. Fritsch, and T. Maniatus, 1989, supra). En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una 
piruvato carboxilasa hibridiza bajo al menos condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, condiciones de astringencia 
medias, condiciones de astringencia medio altas, condiciones de astringencia altas o condiciones de astringencia muy 
altas con SEC ID n.º: 9, o la cadena complementaria en toda su longitud de la misma. En un aspecto, el polinucleótido 
heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa hibridiza bajo al menos condiciones de astringencia bajas, por ejemplo, 35 
condiciones de astringencia medias, condiciones de astringencia medio altas, condiciones de astringencia altas o 
condiciones de astringencia muy altas con la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 9, o la cadena complementaria en toda 
su longitud de la misma. 
 
[0140] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa tiene al menos 65%, por 40 
ejemplo, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al 
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% 
o 100% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 9 o la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 9. En un aspecto, el 
polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa tiene al menos 65%, por ejemplo, al menos 70%, al 
menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 45 
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% de identidad 
de secuencia con SEC ID n.º: 9. En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa tiene 
al menos 65%, por ejemplo, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 85%, al menos 
90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al 
menos 98%, al menos 99% o 100% DE identidad de secuencia CON la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 9. 50 
 
[0141] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa comprende SEC ID n.º: 9. En 
un aspecto, el polinucleótido heterólogo comprende los nucleótidos 1 a 3643 de SEC ID n.º: 9. En un aspecto, el 
polinucleótido heterólogo comprende una subsecuencia de SEC ID n.º: 9, donde la subsecuencia codifica un polipéptido 
que tiene actividad de piruvato carboxilasa. En un aspecto, el número de residuos de nucleótidos en la subsecuencia es 55 
al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de nucleótidos en SEC ID n.º: 9. 
 
[0142] En un aspecto, el polinucleótido heterólogo codifica un fragmento de SEC ID n.º: 10, donde el fragmento tiene 
actividad de piruvato carboxilasa. En un aspecto, el número de residuos de aminoácidos en el fragmento es al menos 
75%, por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90% o 95% del número de residuos de aminoácidos en SEC ID n.º: 10. 60 
 
[0143] La piruvato carboxilasa también puede ser una variante alélica o variante artificial de una piruvato carboxilasa. 
 
[0144] La piruvato carboxilasa puede también incluir polipéptidos fusionados o polipéptidos divisibles de fusión, como se 
describe supra. 65 
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[0145] Técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleótido que codifica una piruvato carboxilasa son descritas supra. 
 
[0146] La secuencia de polinucleótidos de SEC ID n.º: 9, o una subsecuencia de la misma, al igual que la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID n.º: 10, o un fragmento de la mismo, se puede usar para diseñar sondas de ácido nucleico para 
identificar y clonar ADN que codifica una piruvato carboxilasa a partir de cepas de diferentes géneros o especies, como 5 
se describe supra. Una genoteca de ADN genómico o ADNc obtenido a partir de tales otros organismos se puede 
seleccionar para ADN que hibridiza con las sondas anteriormente descritas y que codifica una piruvato carboxilasa, 
como se describe supra. 
 
[0147] En un aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es SEC ID n.º: 9. En otro aspecto, la sonda de ácidos nucleicos es 10 
una secuencia de polinucleótidos que codifica SEC ID n.º: 10, o un fragmento de la anteriormente mencionada. 
 
[0148] Para sondas largas de al menos 100 nucleótidos de longitud, astringencia muy baja a altísima y condiciones de 
lavado son definidas como se describe supra. Para sondas cortas de aproximadamente 15 nucleótidos a 
aproximadamente 70 nucleótidos de longitud, astringencia y condiciones de lavado son definidas como se describe 15 
supra. 
 
[0149] Polinucleótidos que codifican la piruvato carboxilasa se pueden obtener a partir de microorganismos de cualquier 
género. En un aspecto, la piruvato carboxilasa puede ser una piruvato carboxilasa bacteriana, de levadura o fúngica 
filamentosa obtenida a partir de los microorganismos descritos aquí. En otro aspecto, la piruvato carboxilasa es una 20 
piruvato carboxilasa de Aspergillus, como la piruvato carboxilasa de Aspergillus oryzae de SEC ID n.º: 10. 
 
[0150] Otras piruvato carboxilasas que se pueden usar con las células huésped y métodos de uso descritos aquí 
incluyen, pero de forma no limitativa, una piruvato carboxilasa de Aspergillus clavatus NRRL 1 (XP_001271664; 
presentación directa, presentada (26-OCT-2006),The Institute for Genomic Research, 9712 Medical Center Drive, 25 
Rockville, MD 20850, EE.UU); piruvato carboxilasa de Aspergillus fumigatus Af293 (XP_752054; Nierman et al., 2005, 
Nature 438: 1151-1156); piruvato carboxilasa de Aspergillus nidulans FGSC A4 (XP_662066; Galagan et al., 2005, 
Nature 438: 1105-1115) piruvato carboxilasa de Aspergillus niger (An15g02820; Pel et al., 2007, Nature Biotechnology 
25: 221 - 231; ASPNG 5061; Panneman et al., presentada (JUL-1998) en las bases de datos EMBL/GenBank/DDBJ); 
piruvato carboxilasa de Aspergillus terreus (093918; presentación directa, presentada (OCT-1998) The Institute for 30 
Genomic Research, 9712 Medical Center Drive, Rockville, MD 20850, EE.UU); piruvato carboxilasa de Magnaporthe 
grisea 70-15 (XP 367852 presentación directa, presentada (26-SEP-2005) Broad Institute of MIT and Harvard, 320 
Charles Street, Cambridge, MA 02142, EE.UU); piruvato carboxilasa de Neurospora crassa OR74A (XP_965636; 
Galagan et al., 2003, Nature 422: 859-868); carboxilasa de Rhizopus orizaepiruvate (R03G 06931.1); piruvato 
carboxilasa de Saccharomyces cerevisiae (NP_009777; Gaffeau et al., 1996, Science 274: 546-547); piruvato 35 
carboxilasa de Schizosaccharomyces pombe (NP_595900; presentación directa, presentada (29-JUN-2007) European 
Schizosaccharomyces genome sequencing project, Sanger Institute, The Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, 
Cambridge CB10 1SA); y piruvato carboxilasa de Ustilago maydis (um01054; McCann and Snetselaar, 2008, Fungal 
Genetics and Biology 45: S77-S87). La invención abarca cualquier aspecto de identidad de secuencia, hibridación, 
variantes y fragmentos descrito aquí como aplicado a las secuencias de polipéptidos de malato deshidrogenasa y 40 
secuencias de polinucleótidos anteriormente descritas. 
 
[0151] En algunos aspectos, la piruvato carboxilasa tiene al menos 20%, por ejemplo, al menos 40%, al menos 50%, al 
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 
98%, al menos 99% o 100% de la actividad de piruvato carboxilasa del polipéptido maduro de SEC ID n.º: 10 bajo las 45 
mismas condiciones. 
 
[0152] La piruvato carboxilasa también se puede identificar y obtener a partir de otras fuentes incluyendo 
microorganismos aislados de la naturaleza (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) o muestras de ADN 
obtenidas directamente a partir de materiales naturales (por ejemplo, suelo, abonos, agua, ensilaje, etc.) como se 50 
describe supra.  
 
Vectores de expresión y constructos de ácidos nucleicos 
 
[0153] Las células huésped recombinantes y métodos utilizan vectores de expresión que comprenden uno o varios (por 55 
ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica, transportador de 
bicarbonato, transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato deshidrogenasa y/o piruvato carboxilasa enlazada para una 
o varias secuencias de control que dirigen la expresión en una célula huésped adecuada bajo condiciones compatibles 
con la(s) secuencia(s) de control. Tales vectores de expresión se pueden utilizar en cualquiera de las células huésped y 
métodos descritos aquí. Los polinucleótidos descritos aquí se pueden manipular en una variedad de formas para 60 
proporcionar expresión de un polipéptido deseado. La manipulación del polinucleótido antes de su inserción en un 
vector puede ser deseable o necesaria dependiendo del vector de expresión. Las técnicas para modificar polinucleótidos 
utilizando métodos de ADN recombinante se conocen bien en la técnica. 
 
[0154] Los varios nucleótidos y secuencias de control se pueden juntar para producir un vector de expresión 65 
recombinante que puede incluir uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) sitios de restricción convenientes para 
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permitir la inserción o sustitución del polinucleótido que codifica el polipéptido en tales sitios. Alternativamente, el 
polinucleótido(s) se puede expresar por inserción del polinucleótido(s) o un constructo de ácidos nucleicos que 
comprende la secuencia en un vector apropiado para la expresión. Al crear el vector de expresión, la secuencia 
codificante se localiza en el vector de modo que la secuencia codificante esté operativamente enlazada a las secuencias 
de control apropiadas para la expresión. 5 
 
[0155] El vector de expresión recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plásmido o virus) que puede ser 
convenientemente sometido a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresión del polinucleótido. 
La elección del vector típicamente dependerá de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la que el vector 
debe ser introducido. El vector puede ser un plásmido lineal o cerrado circular. 10 
 
[0156] En un aspecto, cada polinucleótido que codifica una anhidrasa carbónica, transportador de bicarbonato, 
transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato deshidrogenasa y/o piruvato carboxilasa descrito aquí está contenido en 
un vector independiente. En un aspecto, al menos dos de los polinucleótidos están contenidos en un vector único. En un 
aspecto, al menos tres de los polinucleótidos están contenidos en un vector único. En un aspecto, al menos cuatro de 15 
los polinucleótidos están contenidos en un vector único. En un aspecto, todos los polinucleótidos que codifican la 
anhidrasa carbónica, transportador de bicarbonato, transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato deshidrogenasa y 
piruvato carboxilasa están contenidos en un vector único. 
 
[0157] El vector puede ser un vector de replicación autónoma, es decir, un vector que exista como un entidad 20 
extracromosómica, cuya replicación sea independiente de la replicación cromosómica, por ejemplo, un plásmido, un 
elemento extracromosómico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio 
para asegurar la autorreplicación. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula 
huésped, se integre en el genoma y se replique con el cromosoma(s) en el que ha sido integrado. Además, un vector 
único o plásmido o dos o más vectores o plásmidos que juntos contengan el ADN total que se va a introducir en el 25 
genoma de la célula huésped, o un transposón, puede ser utilizado. 
 
[0158] El vector de expresión puede contener cualquier secuencia promotora adecuada que sea reconocida por una 
célula huésped para la expresión de un polinucleótido que codifica cualquier polipéptido descrito aquí (por ejemplo, una 
anhidrasa carbónica, transportador de bicarbonato, transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato deshidrogenasa o 30 
piruvato carboxilasa). La secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcionales que median la expresión 
del polipéptido. El promotor puede ser cualquier polinucleótido que muestre actividad transcripcional en la célula 
huésped de elección incluyendo promotores mutantes, truncados e híbridos, y se puede obtener a partir de polipéptidos 
extracelulares o intracelulares de genes que codifican bien homólogos o heterólogos de la célula huésped. 
 35 
[0159] Cada polinucleótido descrito aquí puede estar operativamente enlazado a un promotor que sea foráneo del 
polinucleótido. Por ejemplo, en un aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica o 
subunidad de la mismo está operativamente enlazado a un promotor que es foráneo del polinucleótido. En otro aspecto, 
el polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato o subunidad del mismo está operativamente 
enlazado al promotor foráneo al polinucleótido. En otro aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica un 40 
transportador de ácido C4-dicarboxílico o subunidad del mismo está operativamente enlazado al promotor foráneo al 
polinucleótido. En otro aspecto, el polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa o subunidad de la 
misma está operativamente enlazado al promotor foráneo al polinucleótido. En otro aspecto, el polinucleótido heterólogo 
que codifica una piruvato carboxilasa o subunidad de la misma está operativamente enlazado al promotor foráneo del 
polinucleótido. 45 
 
[0160] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de ácidos nucleicos en una 
célula huésped fúngica filamentosa son los promotores obtenidos a partir de los genes para acetamidasa de Aspergillus 
nidulans, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger, alfa-amilasa estable en ácido de Aspergillus niger, glucoamilasa de 
Aspergillus niger o Aspergillus awamori (glaA), TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteasa alcalina de Aspergillus 50 
oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum (WO 
96/00787), amiloglucosidasa de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Fusarium venenatum Daria (WO 00/56900), 
Fusarium venenatum Quinn (WO 00/56900), lipasa de Rhizomucor miehei, proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei, 
beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa II de Trichoderma 
reesei, endoglucanasa I de Trichoderma reesei, endoglucanasa II de Trichoderma reesei, endoglucanasa III de 55 
Trichoderma reesei, endoglucanasa IV de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de Trichoderma reesei, xilanasa I de 
Trichoderma reesei, xilanasa II de Trichoderma reesei, beta-xilosidasa de Trichoderma reesei, al igual que el promotor 
NA2-tpi (un promotor modificado a partir de un gen que codifica una alfa-amilasa neutra en Aspergilli donde el líder no 
traducido ha sido sustituido por un líder no traducido de un gen que codifica triosa fosfato isomerasa en Aspergilli; 
ejemplos no limitativos incluyen promotores modificados del gen que codifica la alfa-amilasa neutra en Aspergillus niger 60 
donde el líder no traducido ha sido sustituido por un líder no traducido del gen que codifica triosa fosfato isomerasa en 
Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae); y promotores mutantes, truncados e híbridos de los mismos. 
 
[0161] En un huésped de levadura, promotores útiles se obtienen a partir de los genes para enolasa de Saccharomyces 
cerevisiae (ENO-1), galactocinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol deshidrogenasa/gliceraldehído-3

-65 
fosfato dehidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH1, aDH2/GAP) triosa fosfato isomerasa de Saccharomyces 
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cerevisiae, (TPI) metalotioneína de Saccharomyces cerevisiae (CUP1) y 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces 
cerevisiae. Otros promotores útiles para células huésped de levadura son descritos por Romanos et al., 1992, Yeast 8: 
423-488. 
 
[0162] La secuencia de control también puede ser una secuencia terminadora de transcripción adecuada, que es 5 
reconocida por una célula huésped para terminar la transcripción. La secuencia terminadora está operativamente 
enlazada al terminal 3' del polinucleótido que codifica el polipéptido. Cualquier terminador que sea funcional en la célula 
huésped de elección puede ser utilizado. 
 
[0163] Terminadores preferidos para células huésped fúngicas filamentosas son obtenidos a partir de los genes para 10 
antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, glucoamilasa de Aspergillus niger, alfa-glucosidasa de Aspergillus niger, 
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae y proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum. 
 
[0164] Terminadores preferidos para células huésped de levadura son obtenidos a partir de los genes para enolasa de 
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C de Saccharomyces cerevisiae (CYC1) y gliceraldehído-3-fosfato-15 
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (GPD). Otros terminadores útiles para células huésped de levadura son 
descritos por Romanos et al., 1992, supra. 
 
[0165] La secuencia de control también puede ser una secuencia líder adecuada, cuando es transcrita es una región no 
traducida de un ARNm que es importante para la traducción por la célula huésped. La secuencia líder está 20 
operativamente enlazada al término 5' del polinucleótido que codifica el polipéptido. Cualquier secuencia líder que sea 
funcional en la célula huésped de elección puede ser utilizada. 
 
[0166] Líderes preferidos para células huésped fúngicas filamentosas son obtenidas de los genes para TAKA amilasa de 
Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans. 25 
 
[0167] Líderes adecuados para células huésped de levadura son obtenidos a partir de los genes para enolasa de 
Saccharomyces cerevisiae (ENO-1), 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces cerevisiae, alfa-factor de 
Saccharomyces cerevisiae y alcohol deshidrogenasa/gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces 
cerevisiae (ADH2/GAP). 30 
 
[0168] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilación, una secuencia operativamente 
enlazada al término 3' del polinucleótido y, cuando transcrita, es reconocida por la célula huésped como una señal para 
añadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier secuencia de poliadenilación que sea funcional en la 
célula huésped de elección puede ser utilizada. 35 
 
[0169] Secuencias de poliadenilación preferidas para células huésped fúngicas filamentosas son obtenidas de los genes 
para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, 
proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger. 
 40 
[0170] Secuencias de poliadenilación útiles para células huésped de levadura son descritas por Guo and Sherman, 
1995, Mol. Cellular Biol. 15: 5983-5990. 
 
[0171] La secuencia de control también puede ser una región codificante del péptido señal que codifica un péptido señal 
enlazado al N-término de un polipéptido y dirige el polipéptido en la vía secretora de la célula. El extremo 5' de la 45 
secuencia codificante del polinucleótido puede intrínsecamente contener una secuencia codificante del péptido señal 
naturalmente enlazada en el marco de lectura de la traducción con el segmento de la secuencia codificante que codifica 
el polipéptido. Alternativamente, el extremo 5' de la secuencia codificante puede contener una secuencia codificante del 
péptido señal que sea foránea a la secuencia codificante. La secuencia codificante del péptido señal foráneo se puede 
requerir donde la secuencia codificante no contenga naturalmente una secuencia codificante del péptido señal. 50 
Alternativamente, la secuencia codificante del péptido señal foráneo puede sencillamente reemplazar la secuencia 
codificante del péptido señal natural para mejorar la secreción del polipéptido. Sin embargo, cualquier secuencia 
codificante del péptido señal que dirija el polipéptido expresado en la vía secretora de una célula huésped de elección 
puede ser utilizada.  
 55 
[0172] Secuencias codificantes del péptido señal eficaces para células huésped fúngicas filamentosas son las 
secuencias codificantes del péptido señal obtenidas de los genes para amilasa neutra de Aspergillus niger, glucoamilasa 
de Aspergillus niger, TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, celulasa de Humicola insolens, endoglucanasa V de 
Humicola insolens, lipasa de Humicola lanuginosa y proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei. 
 60 
[0173] Péptidos señal útiles para células huésped de levadura son obtenidos de los genes para alfa-factor de 
Saccharomyces cerevisiae e invertasa de Saccharomyces cerevisiae. Otras secuencias codificantes del péptido señal 
útiles son descritas por Romanos et al., 1992, supra. 
 
[0174] La secuencia de control también puede ser una secuencia codificante del propéptido que codifica un propéptido 65 
posicionado en el N-término de un polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como una proenzima o propolipéptido 
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(o un zimógeno en algunos casos). Un propolipéptido es generalmente inactivo y se puede convertir en un polipéptido 
activo por escisión catalítica o autocatalítica del propéptido del propolipéptido. La secuencia codificante del propéptido 
se puede obtener a partir de los genes para proteasa alcalina de Bacillus subtilis (aprE), proteasa neutra de Bacillus 
subtilis (nprT), lacasa de Myceliophthora thermophila (WO 95/33836), proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei y alfa-
factor de Saccharomyces cerevisiae. 5 
 
[0175] Donde ambos el péptido señal y las secuencias de propéptido están presentes en el N-término de un polipéptido, 
la secuencia de propéptido está situada junto al N-término de un polipéptido y la secuencia de péptido señal está 
situada junto al N-término de la secuencia de propéptido. 
 10 
[0176] También puede ser deseable añadir secuencias reguladoras que permitan la regulación de la expresión del 
polipéptido con respecto al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son aquellos que 
provocan que la expresión del gen cambie a ON u OFF en respuesta a un estímulo químico o físico, incluyendo la 
presencia de un compuesto regulador. Sistemas reguladores en sistemas procarióticos incluyen los sistemas 
operadores lac, tac y trp. En la levadura, el sistema ADH2 o sistema GAL1 puede ser utilizado. En hongos filamentosos, 15 
el promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger, promotor de TAKA alfa-amilasa de Aspergillus oryzae y promotor de 
glucoamilasa de Aspergillus oryzae pueden ser utilizados. Otros ejemplos de secuencias reguladoras son los que 
permiten amplificación génica. En sistemas eucarióticos, estas secuencias reguladoras incluyen el gen de dihidrofolato 
reductasa que se amplifica en presencia de metotrexato, y los genes de metalotioneína que se amplifican con metales 
pesados. En estos casos, el polinucleótido que codifica el polipéptido estaría operativamente enlazado con la secuencia 20 
reguladora. 
 
[0177] Los vectores puede contener uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) marcadores seleccionables que permitan 
la selección fácil de células transformadas, modificadas, transducidas o similar. Una etiqueta seleccionable es un gen 
cuyo producto proporciona resistencia biocida o vírica, resistencia a metales pesados, prototrofia a auxótrofos y 25 
similares. 
 
[0178] Marcadores adecuados para células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1 y URA3. 
Marcadores seleccionables para su uso en una célula huésped fúngica filamentosa incluyen, pero de forma no limitativa, 
amdS (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa), hph (higromicina 30 
fosfotransferasa), niaD (nitrato reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato-descarboxilasa), sC (sulfato adeniltransferasa) y 
trpC (antranilato sintasa), al igual que equivalentes de los mismos. Se prefiere para su uso en una célula de Aspergillus 
los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces hygroscopicus. 
 
[0179] Los vectores puede contener uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) elementos que permitan integración del 35 
vector en el genoma de la célula huésped o replicación autónoma del vector en la célula independiente del genoma. 
 
[0180] Para integración en el genoma de la célula huésped, el vector puede contar con la secuencia del polinucleótido 
que codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para integración en el genoma por recombinación 
homólogos o no homóloga. Alternativamente, el vector puede contener polinucleótidos adicionales para dirigir la 40 
integración por recombinación homóloga en el genoma de la célula huésped en una ubicación(es) precisa(s) en el 
cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integración en una ubicación precisa, los elementos integracionales 
deberían contener un número suficiente de ácidos nucleicos, tal como de 100 a 10.000 pares de bases, 400 a 10.000 
pares de bases y 800 a 10.000 pares de bases, que tienen un grado alto de identidad con la secuencia objetivo 
correspondiente para mejorar la probabilidad de recombinación homóloga. Los elementos integracionales pueden ser 45 
cualquier secuencia que sea homóloga de la secuencia objetivo en el genoma de la célula huésped. Además, los 
elementos integracionales pueden ser polinucleótidos no codificantes o codificantes. Por otro lado, el vector se puede 
integrar en el genoma de la célula huésped por recombinación no homóloga. 
 
[0181] Para replicación autónoma, el vector puede comprender además un origen de replicación que permita al vector 50 
replicar autónomamente en la célula huésped en cuestión. El origen de replicación puede ser cualquier replicador 
plásmido que medie la replicación autónoma que funciona en una célula. El término "origen de replicación" o "replicador 
plásmido" se refiere a un polinucleótido que permite a un plásmido o vector replicar in vivo. 
 
[0182] Ejemplos de orígenes de replicación para su uso en una célula huésped de levadura son el origen de replicación 55 
de 2 micras, ARS1, ARS4, la combinación de ARS1 y CEN3 y la una combinación de ARS4 y CEN6. 
 
[0183] Ejemplos de orígenes de replicación útiles en una célula fúngica filamentosa son AMA1 y ANS1 (Gems et al., 
1991, Gene 98: 61-67; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Res. 15: 9163-9175; WO 00/24883). Aislamiento del gen AMA1 
y construcción de plásmidos o vectores que comprenden el gen se pueden realizar según los métodos descritos en la 60 
WO 00/24883. 
 
[0184] Más de una copia de un polinucleótido descrito aquí se puede insertar en una célula huésped para aumentar la 
producción de un polipéptido. Un aumento en el número de copias del polinucleótido puede ser obtenido por la 
integración de al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un gen 65 
marcador seleccionable amplificable con el polinucleótido donde las células contienen copias amplificadas del gen 
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marcador seleccionable, y así copias adicionales del polinucleótido, se pueden seleccionar mediante el cultivo de las 
células en presencia del agente seleccionable apropiado. 
 
[0185] Los procedimientos usados para enlazar los elementos anteriormente descritos para construir los vectores de 
expresión recombinantes descritos aquí son conocidos por un experto en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook et 5 
al., 1989, supra). 
 
Células huésped 
 
[0186] Células huésped recombinantes pueden comprender uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) polinucleótido(s) 10 
descrito(s) aquí que pueden estar operativamente enlazados a una o varias secuencias de control que dirijan la 
expresión de uno o varios de los polipéptidos descritos para la producción recombinante de ácido C4-dicarboxílico. La 
célula huésped puede comprender cualquier polinucleótido que codifique una anhidrasa carbónica descrita aquí, y 
opcionalmente comprende cualquiera o una combinación de una pluralidad de polinucleótidos adicionales descritos 
aquí. Por ejemplo, en un aspecto, la célula huésped recombinante comprende un polinucleótido heterólogo que codifica 15 
una anhidrasa carbónica descrita aquí, y opcionalmente comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que 
codifican un transportador de bicarbonato, un transportador de ácido C4-dicarboxílico, una malato deshidrogenasa o una 
piruvato carboxilasa descrita aquí; donde la célula huésped produce (o es capaz de producir) una cantidad superior de 
ácido C4-dicarboxílico comparada con la célula huésped sin los polinucleótidos heterólogos cuando se cultiva bajo las 
mismas condiciones. 20 
 
[0187] En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descritos aquí. En un aspecto, la célula huésped 
recombinante comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, 
y uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican un bicarbonato transportador descrito aquí. En un aspecto, la 25 
célula huésped recombinante comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa 
carbónica descrita aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican un ácido C4-dicarboxílico transportador 
descrito aquí. En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que 
codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una malato 
deshidrogenasa descrita aquí. En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios polinucleótidos 30 
heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que 
codifican una piruvato carboxilasa descrita aquí. 
 
[0188] En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, uno o varios polinucleótidos 35 
heterólogos que codifican un bicarbonato transportador descrito aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que 
codifican un ácido C4-dicarboxílico transportador descrito aquí. En un aspecto, la célula huésped recombinante 
comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, uno o varios 
polinucleótidos heterólogos que codifican un bicarbonato transportador descrito aquí, y uno o varios polinucleótidos 
heterólogos que codifican una malato deshidrogenasa descrita aquí. En un aspecto, la célula huésped recombinante 40 
comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, uno o varios 
polinucleótidos heterólogos que codifican un ácido C4-dicarboxílico transportador descrito aquí, y uno o varios 
polinucleótidos heterólogos que codifican una malato deshidrogenasa descrita aquí. En un aspecto, la célula huésped 
recombinante comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, 
uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican un bicarbonato transportador descrito aquí, y uno o varios 45 
polinucleótidos heterólogos que codifican una piruvato carboxilasa descrita aquí. En un aspecto, la célula huésped 
recombinante comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, 
uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican un ácido C4-dicarboxílico transportador descrito aquí, y uno o 
varios polinucleótidos heterólogos que codifican una piruvato carboxilasa descrita aquí. En un aspecto, la célula 
huésped recombinante comprende uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica 50 
descrita aquí, uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una malato deshidrogenasa descrita aquí, y uno o 
varios polinucleótidos heterólogos que codifican una piruvato carboxilasa descrita aquí. 
 
[0189] En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, uno o varios polinucleótidos 55 
heterólogos que codifican un bicarbonato transportador descrito aquí, uno o varios polinucleótidos heterólogos que 
codifican un ácido C4-dicarboxílico transportador descrito aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican 
una malato deshidrogenasa descrita aquí. En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios 
polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, uno o varios polinucleótidos 
heterólogos que codifican un bicarbonato transportador descrito aquí, uno o varios polinucleótidos heterólogos que 60 
codifican un ácido C4-dicarboxílico transportador descrito aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican 
una piruvato carboxilasa descrita aquí. En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios 
polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, uno o varios polinucleótidos 
heterólogos que codifican un bicarbonato transportador descrito aquí, uno o varios polinucleótidos heterólogos que 
codifican una malato deshidrogenasa descrita aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una 65 
piruvato carboxilasa descrita aquí. En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios 
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polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, uno o varios polinucleótidos 
heterólogos que codifican un ácido C4-dicarboxílico transportador descrito aquí, uno o varios polinucleótidos heterólogos 
que codifican una malato deshidrogenasa descrita aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una 
piruvato carboxilasa descrita aquí. 
 5 
[0190] En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) 
polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa carbónica descrita aquí, uno o varios polinucleótidos 
heterólogos que codifican un bicarbonato transportador descrito aquí, uno o varios polinucleótidos heterólogos que 
codifican un ácido C4-dicarboxílico transportador descrito aquí, uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican 
una malato deshidrogenasa descrita aquí, y uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican una piruvato 10 
carboxilasa descrita aquí. 
 
[0191] En algunos de estos aspectos, la célula huésped recombinante carece de una anhidrasa carbónica endógena, 
carece de un transportador de bicarbonato endógeno, carece de un transportador de ácido C4-dicarboxílico endógeno, 
carece de una malato deshidrogenasa endógena y/o carece de una piruvato carboxilasa endógena. 15 
 
 
[0192] En un aspecto, la célula huésped recombinante comprende: 
 

(1) un polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica, donde el polinucleótido se selecciona de: (a) 20 
un polinucleótido que codifica una anhidrasa carbónica que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con 
SEC ID n.º: 55; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de astringencia media con (i) SEC ID n.º: 54, 
(ii) la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54, o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii); y (c) 
un polinucleótido que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 54 o la secuencia de ADNc 
de SEC ID n.º: 54; 25 
y opcionalmente comprende uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos heterólogos seleccionados 
de: 
(2) un polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato, donde el polinucleótido se 
selecciona de: (a) un polinucleótido que codifica un transportador de bicarbonato que tiene al menos 65% de 
identidad de secuencia con SEC ID n.º: 2 o 4; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de astringencia 30 
baja con (i) SEC ID n.º: 1 o 3, (ii) la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 1 o 3, o (iii) la cadena complementaria en 
toda su longitud de (i) o (ii); y (c) un polinucleótido que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID 
n.º: 1 o 3, o la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 1 o 3; 
(3) un polinucleótido heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico, donde el polinucleótido se 
selecciona de: (a) un polinucleótido que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico que tiene al menos 35 
65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 6; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de 
astringencia bajas con SEC ID n.º: 5, o la cadena complementaria en toda su longitud de la misma; y (c) un 
polinucleótido que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 5; 
(4) un polinucleótido heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa, donde el polinucleótido se selecciona de: 
(a) un polinucleótido que codifica una malato deshidrogenasa que tiene al menos 65% de identidad de secuencia 40 
con SEC ID n.º: 8; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de astringencia bajas con (i) SEC ID n.º: 7, 
(ii) la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 7, o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii); y (c) un 
polinucleótido que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 7 o la secuencia de ADNc de 
SEC ID n.º: 7; y 
(5) un polinucleótido heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa, donde el polinucleótido se selecciona de: (a) 45 
un polinucleótido que codifica una piruvato carboxilasa que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con 
SEC ID n.º: 10; (b) un polinucleótido que hibridiza bajo condiciones de astringencia baja con (i) SEC ID n.º: 9, (ii) la 
secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 9, o (iii) la cadena complementaria en toda su longitud de la misma; y (c) un 
polinucleótido que tiene al menos 65% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 9 o la secuencia de ADNc de 
SEC ID n.º: 9; 50 
 

donde la célula huésped produce (o es capaz de producir) una cantidad superior de ácido C4-dicarboxílico en 
comparación con la célula huésped sin el polinucleótido heterólogo que codifica una anhidrasa carbónica, cuando se 
cultivan bajo las mismas condiciones. 

 55 
[0193] Como puede apreciar uno de habilidad en la técnica, en algunos casos los polinucleótidos heterólogos que 
codifican los polipéptidos mencionados arriba pueden calificar bajo más de una de las selecciones respectivas (a), (b) y 
(c). 
 
[0194] Un constructo o vector (o constructos o vectores múltiples) que comprenden uno o varios (por ejemplo, dos, 60 
diferentes) polinucleótidos se introduce en una célula huésped de modo que el constructo o vector se mantenga como 
un integrante cromosómico o como un vector extracromosomal autorreplicante como se ha descrito anteriormente. El 
término "célula huésped" abarca cualquier descendiente de una célula madre que no se idéntico a la célula madre 
debido a mutaciones que se produzcan durante la replicación. En algunos casos, la elección de una célula huésped 
depende del gen que codifica del polipéptido y su fuente. Los aspectos descritos abajo recurren a las células huésped, 65 
de por sí, al igual que métodos que utilizan las células huésped. 
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[0195] La célula huésped es una célula fúngica. "Hongos", como se utilizan en este caso incluye los filos Ascomycota, 
Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota (como se define por Hawkswort et al., en Ainsworth and Bisby's 
Dictionary of The Fungi, 8th edition, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, UK) al igual que Oomycota 
(como se cita en Hawkswort et al., 1995, supra, página 171) y todos los hongos mitospóricos (Hawkswort et al., 1995, 5 
supra). 
 
[0196] La célula huésped fúngica puede ser una célula de levadura. "Levadura", como se utiliza en este caso, incluye 
levadura ascoesporógena (Endomicetales), levadura basidioesporogénea y levadura de los Fungi Imperfecti 
(Blastomicetos). Ya que la clasificación de levadura puede cambiar en el futuro, para los fines descritos aquí, la levadura 10 
debe ser definida como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A., Passmore, S.M., and Davenport, 
R.R., eds, Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No. 9, 1980). 
 
[0197] La célula huésped de levadura puede ser una célula de Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, 
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Issatchenkia, tal como un célula de Candida sonorensis, Candida 15 
methanosorbosa, Candida ethanolica, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Pichia fermentans, Pichia 
galeiformis, Pichia membranifaciens, Pichia deserticola, Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces bulderi, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces kluyveri, 
Saccharomyces norbensis, Saccharomyces oviformis, Yarrowia lipolytica o Issatchenkia orientalis. 
 20 
[0198] La célula huésped fúngica puede ser una célula fúngica filamentosa. Los "hongos filamentosos" incluyen todas 
las formas filamentosas de la subdivisión Eumycota y Oomycota (como se define por Hawkswort et al., 1995, supra). 
Los hongos filamentosos se caracterizan generalmente por una pared micelial compuesta por quitina, celulosa, glucano, 
quitosano, manano y otros polisacáridos complejos. El crecimiento vegetativo es por alargamiento hifal y el catabolismo 
de carbono es estrictamente aeróbico. En cambio, el crecimiento vegetativo por levaduras tales como Saccharomyces 25 
cerevisiae es por injerto de un talo unicelular y el catabolismo de carbono puede ser fermentativo. 
 
[0199] La célula huésped fúngica filamentosa puede ser una célula de Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, 
Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, 
Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Phlebia, 30 
Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trametes o Trichoderma. 
Por ejemplo, la célula huésped fúngica filamentosa puede ser una célula de Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, 
Aspergillus foetidus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus 
oryzae, Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis gilvescens, Ceriporiopsis 
pannocinta, Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora, Chrysosporium inops, 35 
Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium lucknowense, Chrysosporium merdarium, Chrysosporium pannicola, 
Chrysosporium queenslandicum, Chrysosporium tropicum, Chrysosporium zonatum, Coprinus cinereus, Coriolus 
hirsutus, Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium 
graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium 
reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium 40 
sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola insolens, Humicola 
lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum, Phanerochaete 
chrysosporium, Phlebia radiata, Pleurotus eryngii, Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor, 
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride. 
 45 
[0200] En un aspecto, la célula huésped es una célula huésped de Aspergillus. En otro aspecto, la célula huésped es 
Aspergillus oryzae. 
 
[0201] Las células fúngicas se pueden transformar por un proceso que implica la formación de protoplasto, 
transformación de los protoplastos y regeneración de la pared celular conocida de por sí. Procedimientos adecuados 50 
para la transformación de células huésped de Aspergillus y Trichoderma son descritas en la EP 238023 y Yelton et al., 
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1470-1474. Métodos adecuados para transformar las especies de Fusarium son 
descritos por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 y la WO 96/00787. La levadura se puede transformar utilizando 
los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson, J.N. and Simon, M.I., editors, Guide to Yeast Genetics 
and Molecular Biology, Methods in Enzymology, Volume 194, pp 182-187, Academic Press, Inc., New York; Ito et al., 55 
1983, J. Bacteriol. 153: 163; y Hinnen et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 1920. 
 
[0202] En algunos aspectos, la célula huésped comprende uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos 
descritos aquí, donde la célula huésped secreta (y/o es capaz de secretar) un nivel aumentado de ácido C4-dicarboxílico 
en comparación con la célula huésped sin el o más polinucleótidos cuando se cultiva bajo las mismas condiciones. En 60 
algunos aspectos, la célula huésped secreta y/o es capaz de secretar un nivel aumentado de ácido C4-dicarboxílico de 
al menos 5%, por ejemplo, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 50%, al menos 
100%, al menos 150%, al menos 200%, al menos 300% o 500% en comparación con la célula huésped sin dicho o más 
polinucleótidos, cuando se cultiva bajo las mismas condiciones. Ejemplos de condiciones de cultivo adecuadas son 
descritas más adelante y serán fácilmente aparentes para uno de habilidad en la técnica según las instrucciones de la 65 
presente. 
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[0203] En cualquiera de los aspectos de las células huésped recombinantes y métodos descritos aquí, el ácido C4-
dicarboxílico puede ser ácido málico, ácido succínico, ácido oxaloacético, ácido malónico o ácido fumárico, o 
combinaciones de los mismos. En algunos aspectos, el ácido C4-dicarboxílico es ácido málico, ácido succínico, o ácido 
fumárico o combinaciones de los mismos. En algunos aspectos, el ácido C4-dicarboxílico es ácido málico o ácido 5 
fumárico, o una combinación de ácido málico y ácido fumárico. En algunos aspectos, el ácido C4-dicarboxílico es ácido 
málico. 
 
[0204] En cualquiera de estos aspectos, la célula huésped produce (y/o es capaz de producir) ácido C4-dicarboxílico en 
un rendimiento de al menos 10%, por ejemplo, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 10 
60%, al menos 70%, al menos 80% o al menos 90%, del teórico. 
 
[0205] En cualquiera de estos aspectos, el huésped recombinante tiene una productividad volumétrica de ácido C4-
dicarboxílico mayor de aproximadamente 0,1 g/L por hora, por ejemplo, mayor de aproximadamente 0,2 g/L por hora, 
0,5 g/L por hora, 0,6 g/L por hora, 0,7 g/L por hora, 0,8 g/L por hora, 0,9 g/L por hora, 1,0 g/L por hora, 1,1 g/L por hora, 15 
1,2 g/L por hora, 1,3 g/L por hora, 1,5 g/L por hora, 1,75 g/L por hora, 2,0 g/L por hora, 2,25 g/L por hora, 2,5 g/L por 
hora, o 3,0 g/L por hora; o entre aproximadamente 0,1 g/L por hora y aproximadamente 2,0 g/L por hora, por ejemplo, 
entre aproximadamente 0,3 g/L por hora y aproximadamente 1,7 g/L por hora, aproximadamente 0,5 g/L por hora y 
aproximadamente 1,5 g/L por hora, aproximadamente 0,7 g/L por hora y aproximadamente 1,3 g/L por hora, 
aproximadamente 0,8 g/L por hora y aproximadamente 1,2 g/L por hora, o aproximadamente 0,9 g/L por hora y 20 
aproximadamente 1,1 g/L por hora. 
 
[0206] Las células huésped recombinantes se pueden cultivar en un medio nutritivo adecuado para la producción de la 
anhidrasa carbónica, transportador de bicarbonato, transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato deshidrogenasa o 
piruvato carboxilasa usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede cultivar por cultivo 25 
en matraz de agitación, y fermentación a pequeña escala o a gran escala (incluyendo, fermentaciones de lote continuo, 
lote alimentado o estado sólido) en laboratorio o fermentadores industriales realizadas en un medio adecuado y bajo 
condiciones que permitan al polipéptido deseado ser expresado y/o aislado. El cultivo tiene lugar en un medio nutritivo 
adecuado que comprende fuentes de nitrógeno y carbono y sales inorgánicas, como se describe en este caso, usando 
procedimientos conocidos en la técnica. Medios adecuados están disponibles de proveedores comerciales, se pueden 30 
preparar según composiciones publicadas (por ejemplo, en catálogos de la American Type Culture Collection), o se 
pueden preparar a partir de ingredientes disponibles comercialmente. 
 
[0207] La anhidrasa carbónica, transportador de bicarbonato, transportador de ácido C4-dicarboxílico, malato 
deshidrogenasa y piruvato carboxilasa, y actividades de las mismas, se pueden detectar utilizando métodos conocidos 35 
en la técnica. Estos métodos de detección pueden incluir el uso de anticuerpos específicos, formación de un producto 
enzimático o desaparición de un sustrato enzimático. Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Third Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, New York (2001); Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John 
Wiley and Sons, Baltimore, MD (1999); and Hanai et al., Appl. Environ. Microbiol. 73:7814-7818 (2007)).  
 40 
Métodos 
 
[0208] Las células huésped recombinantes descritas aquí se pueden utilizar para la producción de ácido C4-
dicarboxílico. En un aspecto es un método de producción de ácido C4-dicarboxílico para producir (por ejemplo, ácido 
málico), que comprende: (a) cultivo de cualquier célula huésped recombinante descrita aquí (por ejemplo, cualquier 45 
célula huésped con actividad de anhidrasa carbónica, y opcionalmente, actividad de transportador de bicarbonato, 
actividad de transportador de ácido C4-dicarboxílico, actividad de malato deshidrogenasa y/o actividad de piruvato 
carboxilasa) en un medio bajo condiciones adecuadas para producir el ácido C4-dicarboxílico; y (b) recuperación del 
ácido C4-dicarboxílico. En un aspecto, es un método de producción de ácido C4-dicarboxílico, que comprende: (a) 
cultivo en un medio de cualquiera de las células huésped recombinantes descritas aquí, donde la célula huésped 50 
comprende uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) polinucleótidos heterólogos que codifican una anhidrasa 
carbónica descrita aquí, y opcionalmente, uno o varios polinucleótidos heterólogos que codifican un bicarbonato 
transportador descrito aquí, un ácido C4-dicarboxílico transportador descrito aquí, una malato deshidrogenasa descrita 
aquí, y/o una piruvato carboxilasa descrita aquí, bajo condiciones adecuadas para producir el ácido C4-dicarboxílico; y 
(b) recuperación del ácido C4-dicarboxílico. 55 
 
[0209] Métodos para la producción de ácido C4-dicarboxílico se pueden realizar en un medio fermentable que 
comprende cualquiera o varios (por ejemplo, dos, diferentes) azúcares, tal como glucosa, fructosa, sacarosa, celobiosa, 
xilosa, xilulosa, arabinosa, manosa, galactosa y/o oligosacáridos solubles. En algunos casos, el medio de fermentación 
se deriva de una fuente natural, tal como azúcar de caña, almidón o celulosa, y puede ser el resultado del 60 
pretratamiento de la fuente por hidrólisis enzimática (sacarificación). 
 
[0210] Además de las fuentes de carbono apropiadas de uno o varios (por ejemplo, dos, diferentes) azúcar(es), el medio 
fermentable puede contener otros nutrientes o estimuladores conocidos por los expertos en la técnica, tales como 
macronutrientes (por ejemplo, fuentes de nitrógeno) y micronutrientes (por ejemplo, vitaminas, sales minerales y 65 
cofactores metálicos). En algunos aspectos, la fuente de carbono puede estar preferentemente suplementada con al 
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menos una fuente de nitrógeno, tal como extracto de levadura, N2, peptona (por ejemplo, Bacto™ peptona), o soytone 
(por ejemplo, Bacto™ Soytone). Ejemplos no limitativos de vitaminas incluyen multivitaminas, biotina, pantotenato, ácido 
nicotínico, meso-inositol, tiamina, piridoxina, ácido para-aminobenzóico, ácido fólico, riboflavina y vitaminas A, B, C, D y 
E. Ejemplos de sales minerales y cofactores metálicos incluyen, pero de forma no limitativa Na, P, K, Mg, S, Ca, Fe, Zn, 
Mn, y Cu. 5 
 
[0211] Condiciones adecuadas usadas para los métodos de producción de ácido C4-dicarboxílico pueden ser 
determinadas por un experto en la técnica siguiendo las instrucciones aquí. En algunos aspectos de los métodos, las 
células huésped se cultivan durante aproximadamente 12 horas a aproximadamente 216 horas, tal como 
aproximadamente 24 horas a aproximadamente 144 horas, o aproximadamente 36 horas a aproximadamente 96 horas. 10 
La temperatura está típicamente entre aproximadamente 26°C a aproximadamente 60°C, por ejemplo, 
aproximadamente 34°C a aproximadamente 50°C, y a un pH de aproximadamente 3.0 a aproximadamente 8.0, tal como 
aproximadamente 3,0 a aproximadamente 7,0, aproximadamente 3,0 a aproximadamente 6,0, aproximadamente 3,0 a 
aproximadamente 5,0, aproximadamente 3,5 a aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,0 a aproximadamente 8,0, 
aproximadamente 4,0 a aproximadamente 7,0, aproximadamente 4,0 a aproximadamente 6,0, aproximadamente 4,0 a 15 
aproximadamente 5,0, aproximadamente 5,0 a aproximadamente 8,0, aproximadamente 5,0 a aproximadamente 7,0 o 
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,0. En algunos aspectos de los métodos, el pH intracelular resultante de la 
célula huésped es aproximadamente 3,0 a aproximadamente 8,0, tal como aproximadamente 3,0 a aproximadamente 
7,0, aproximadamente 3,0 a aproximadamente 6,0, aproximadamente 3,0 a aproximadamente 5,0, aproximadamente 
3,5 a aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,0 a aproximadamente 8,0, aproximadamente 4,0 a aproximadamente 20 
7,0, aproximadamente 4,0 a aproximadamente 6,0, aproximadamente 4,0 a aproximadamente 5,0, aproximadamente 
5,0 a aproximadamente 8,0, aproximadamente 5,0 a aproximadamente 7,0, o aproximadamente 5,0 a aproximadamente 
6,0. El cultivo se puede realizar bajo condiciones anaeróbicas, microaeróbicas o aeróbicas, como sea apropiado. En 
algunos aspectos, el cultivo se realiza bajo condiciones anaeróbicas. Agentes tamponadores adecuados se conocen en 
la técnica. 25 
 
[0212] El cultivo se puede realizar bajo condiciones anaeróbicas, sustancialmente anaeróbicas (microaeróbicas) o 
aeróbicas, como sea apropiado. En resumen, anaeróbico se refiere a un ambiente desprovisto de oxígeno, 
sustancialmente anaeróbico (microaeróbico) se refiere a un ambiente donde la concentración de oxígeno es inferior al 
aire, y aeróbico se refiere a un ambiente donde la concentración de oxígeno es aproximadamente igual o mayor que el 30 
aire. Condiciones sustancialmente anaeróbicas incluyen, por ejemplo, un cultivo, fermentación por lotes o fermentación 
continua de manera que la concentración de oxígeno disuelto en el medio permanezca menor del 10% de saturación. 
Condiciones sustancialmente anaeróbicas también incluyen crecimiento o permanencia de células en el medio líquido o 
en el agar sólido dentro de una cámara hermética mantenida con una atmósfera inferior al 1 % de oxígeno. El 
porcentaje de oxígeno se puede mantener mediante, por ejemplo, burbujeo del cultivo con una mezcla de N2/CO2 u otro 35 
gas o gases sin oxígeno adecuados. En algunas formas de realización, el cultivo se realiza bajo condiciones 
anaeróbicas o condiciones sustancialmente anaeróbicas. 
 
[0213] Los métodos descritos aquí pueden emplear cualquier modo de operación de fermentación adecuado. Por 
ejemplo, una fermentación de modo de lote se puede utilizar con un sistema cerrado donde medios de cultivo y 40 
microorganismo huésped, establecidos al principio de la fermentación, no tienen entrada adicional salvo por los 
reactivos ciertos reactivos, por ejemplo, para control de pH, control de espuma u otros requeridos para mantenimiento 
del proceso. El proceso descrito aquí puede también ser empleado en el modo lote alimentado o continuo. 
 
[0214] Los métodos descritos aquí se pueden practicar en diferentes configuraciones de biorreactor, tales como tanque 45 
agitado, columna de burbuja, reactor de puente aéreo y otros conocidos por los expertos en la técnica. 
 
[0215] Los métodos se pueden realizar en cultivo libre de células o en cultivo de células inmovilizadas como apropiado. 
Cualquier soporte material para cultivo de células inmovilizadas puede ser utilizado, tales como alginatos, lecho fibroso 
o materiales argile tales como crisotilo, montmorilonita KSF y montmorilonita K-10. 50 
 
[0216] En un aspecto de los métodos, el ácido C4-dicarboxílico (por ejemplo, ácido málico) se produce en una 
graduación mayor de aproximadamente 10 g/L, por ejemplo, mayor de aproximadamente 25 g/L, 50 g/L, 75 g/L, 100 g/L, 
125 g/L, 150 g/L, 160 g/L, 170 g/L, 180 g/L, 190 g/L, 200 g/L, 210 g/L, 225 g/L, 250 g/L, 275 g/L, 300 g/L, 325 g/L, 350 
g/L, 400 g/L, o 500g/L; o entre aproximadamente 10 g/L y aproximadamente 500 g/L, por ejemplo, entre 55 
aproximadamente 50 g/L y aproximadamente 350 g/L, aproximadamente 100 g/L y aproximadamente 300 g/L, 
aproximadamente 150 g/L y aproximadamente 250 g/L, aproximadamente 175 g/L y aproximadamente 225 g/L, o 
aproximadamente 190 g/L y aproximadamente 210 g/L. En un aspecto de los métodos, el ácido C4-dicarboxílico se 
produce a una graduación mayor de aproximadamente 0,01 gramo por gramo de carbohidrato, por ejemplo, mayor de 
aproximadamente 0,02, 0,05, 0,75, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o 1,0 gramo por gramo de carbohidrato. 60 
 
[0217] En un aspecto de los métodos, la cantidad de ácido C4-dicarboxílico producido (por ejemplo, ácido málico) es al 
menos 5%, por ejemplo, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 50% o 
al menos 100% superior en comparación con el cultivo de la célula huésped sin uno o varios (por ejemplo, dos, 
diferentes) polinucleótidos que codifican la anhidrasa carbónica bajo las mismas condiciones. 65 
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[0218] El ácido C4-dicarboxílico recombinante (por ejemplo, ácido málico) puede ser opcionalmente recuperado y 
purificado del medio de fermentación utilizando cualquier procedimiento conocido en la técnica (véase, por ejemplo, WO 
1998/022611 y US 7.601.865) incluyendo, pero no limitado a, cromatografía (por ejemplo, cromatografía de exclusión 
por tamaño, cromatografía de adsorción, cromatografía de intercambio de iones), procedimientos electroforéticos, 
solubilidad diferencial, destilación, extracción (por ejemplo, extracción líquido-líquido), pervaporación, filtración 5 
extractiva, filtración de membrana, separación de membrana, ósmosis inversa, ultrafiltración o cristalización. En un 
ejemplo, el ácido C4-dicarboxílico es recuperado de otro material en el medio de fermentación por filtración. 
 
[0219] En algunos aspectos de los métodos, el ácido C4-dicarboxílico recombinante antes y/o después de ser 
opcionalmente purificado es sustancialmente puro. Con respecto a los métodos de producción del ácido C4-dicarboxílico 10 
(o un ácido C4-dicarboxílico específico del mismo, tal como ácido málico), "sustancialmente puro" se refiere a una 
preparación recuperada de ácido C4-dicarboxílico que contiene no más de 15% de impurezas, donde la impureza se 
refiere a compuestos diferentes de ácidos C4-dicarboxílicos. En una variación, una preparación de ácido C4-
dicarboxílico sustancialmente puro se proporciona donde la preparación contiene no más de 25% de impureza, o no 
más de 20% de impureza, o no más de 10% de impureza, o no más de 5% de impureza, o no más de 3% de impureza, 15 
o no más de 1% de impureza, o no más de 0,5% de impureza. 
 
[0220] Ensayos adecuados para probar la producción de ácido C4-dicarboxílico para los métodos de producción y 
células huésped descritos aquí se pueden realizar utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el ácido C4-
dicarboxílico final (y otros compuestos orgánicos) se pueden analizar por métodos tales como HPLC (cromatografía 20 
líquida de alto rendimiento, por sus siglas en inglés), GC-MS (espectroscopia de gases - cromatografía de masas, por 
sus siglas en inglés) y LC-MS (cromatografía líquida - espectroscopia de masas, por sus siglas en inglés) u otros 
métodos analíticos adecuados usando procedimientos rutinarios bien conocidos en la técnica. La liberación de ácido C4-
dicarboxílico en el caldo de fermentación también puede ser evaluada con el sobrenadante del cultivo. Subproductos y 
azúcar residual en el medio de fermentación (por ejemplo, glucosa) se pueden cuantificar por HPLC usando, por 25 
ejemplo, un detector de índice de refracción para glucosa y alcoholes, y un detector de UV para ácidos orgánicos Lin et 
al., Biotechnol. Bioeng. 90:775 -779 (2005)) o usando otro ensayo adecuado y métodos de detección bien conocidos en 
la técnica. 
 
[0221] Los ejemplos siguientes se proporcionan a modo de ilustración y no están destinados a ser limitación de la 30 
invención.  
 
Ejemplos 
 
[0222] Productos químicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad 35 
reactiva. 
 
Cepas fúngicas 
 
[0223] Aspergillus clavatus fue usado como fuente de un gen de anhidrasa carbónica (ACLA 007930). Aspergillus 40 
oryzae NRRL 3488 (o ATCC 56747) fue usado como fuente de un gen de transportador de bicarbonato (bt1), un gen de 
piruvato carboxilasa (pyc), un gen de malato deshidrogenasa (mdh3) y para la producción de los ácidos C4-
dicarboxílicos. Aspergillus aculeatus fue usado como fuente de un gen de proteína de transporte de ácido C4-
dicarboxílico (c4t521). 
 45 
Medios y soluciones 
 
[0224] 
 

Medio YEG estaba compuesto por 20 g de glucosa, 5 g de extracto de levadura y agua desionizada hasta 1 litro. 50 
Placas de COVE estaban compuestas por 1 M de sacarosa, 2% de solución salina de COVE, 10 mM de 
acetamida, 15 mM de CsCl y 25 g/l de Agar Noble. 
Solución salina de COVE estaba compuesta por 26 g de KCI, 26 g de MgSO4·7H2O, 76 g de KH2PO4, 50 ml de 
solución de oligoelementos de COVE y agua desionizada hasta 1 litro. 
Solución de oligoelementos de COVE estaba compuesta por 0,04 g de Na2B4O7·10H2O, 0,04 g de CuSO4·5H2O, 55 
1,2 g de FeSO4·7H2O, 0,7 g de MnSO4·H2O, 0,8 g de Na2MoO2·2H2O, 10 g de ZnSO4·7H2O y agua desionizada 
hasta 1 litro. 
Medio de semilla estaba compuesto por 40 g de glucosa, 6 g Bacto-peptona, 750 mg de KH2PO4, 750 mg de 
K2HPO4, 100 mg de MgSO4·7H2O, 100 mg de CaCl2·H2O, 5 mg de FeSO4·7H2O, 5 mg de NaCl y agua 
desionizada hasta 1 litro. 60 
Medio de semilla B estaba compuesto por 30 g de glucosa, 3 g de Bacto-peptona, 560 mg de KH2PO4, 560 mg de 
K2HPO4, 925 mg de NaH2PO4·H2O, 820 mg de Na2HPO4, 75 mg de MgSO4·7H2O, 75 mg de CaCl2·H2O, 0,75 ml 
de 1000X solución Micronutriente y agua desionizada hasta 1 litro. 
Medio de producción ácido C estaba compuesto por 100 g de glucosa, 80 g de CaCO3, 6 g de bacto-peptona, 150 
mg de KH2PO4, 150 mg de K2HPO4, 100 mg de MgSO4·7H2O, 100 mg de CaCl2·H2O, 1 ml 1000X solución 65 
Micronutriente y agua desionizada hasta 1 litro. 
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Medio de lote fermentador estaba compuesto por 140 g de glucosa, 120 g de CaCO3, 9 g de Bacto-peptona, 150 
mg de KH2PO4, 150 mg de K2HPO4, 100 mg de MgSO4·7H2O, 100 mg de CaCl2·2H2O, 5 mg de FeSO4·7H2O, 5 mg 
de NaCl, 5 ml de L61 plurónico y agua desionizada hasta 1 litro. 
1000X Solución Micronutriente estaba compuesta por 5 g de NaCl, 5 g de FeSO4·7H2O, 1 g de ácido cítrico y agua 
desionizada hasta 1 litro. 5 
Placas de PDA estaban compuestas por 39 g/l de agar de dextrosa de patata. 
Placas 2XiT+amp estaban compuestas por 16 g de triptona, 10 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl, 100 mg de 
ampicilina, 15 g de Bacto agar y agua desionizada hasta 1 litro. 
Placas MM estaban compuestas por 50 ml 20X MM solución salina, 1 mL de solución de oligoelementos de COVE, 
10 g de glucosa, 20 ml de solución madre de biotina, 500mg de MgSO4-7H2O, 20g de agar noble, pH 6,5 con 10 
NaOH y agua desionizada hasta 1 litro. 
Placas de sacarosa 2 MM + 1M estaban compuestas por 50ml 20X MM solución salina, 1 ml de solución de 
oligoelementos de COVE, 342,3g de sacarosa, 10g de glucosa, 20ml de solución madre de biotina, 500mg de 
MgSO4-7H2O, 20g de agar noble, pH 6,5 con NaOH y agua desionizada hasta 1 litro. 
Solución salina 20X MM estaba compuesta por 120g de NaNO3, 10,4g de KCl, 30,4g de KH2PO4 y agua 15 
desionizada hasta 1 litro. 
Solución madre de biotina estaba compuesta por 5 mM de biotina en 100 mM de tampón Tris (pH 8,0). 

 
Ejemplo 1: clonación de un gen de transportador de bicarbonato de Aspergillus oryzae (bt1) y construcción de 
vector de expresión pAmFs69 20 
 
[0225] El gen de transportador de bicarbonato bt1 (AO090012000782) fue clonado a partir de ADN genómico de 
Aspergillus oryzae NRRL3488 por amplificación de PCR usando cebadores homólogos del gen de transportador de 
bicarbonato predicho de Aspergillus oryzae número de modelo AO090012000782 encontrado en la secuencia genómica 
publicada de A. oryzae ATCC 42149 (Galagan et al., 2005, Nature 438: 1105-1115). 25 
 
[0226] ADN genómico de A. oryzae NRRL3488 fue aislado por inoculación de 100 ml de medio YEG en un matraz de 
agitación con 2X106 de esporas e incubación del matraz a 37°C durante toda la noche con agitación a 200 r.p.m. Los 
micelios fueron cosechados en embudo forrado con MIRACLOTH® (Calbiochem, San Diego, CA, EE.UU.) y 
aproximadamente 2 gramos de tejido fue congelado en nitrógeno líquido. Los micelios fueron interrumpidos por 30 
trituración en un mortero frío y mano de mortero. El ADN genómico fue aislado de los micelios en polvo utilizando un kit 
DNeasy® Plant Maxi (QIAGEN Inc., Valencia, CA, EE.UU.) según las instrucciones del fabricante. El gen bt1 de 
Aspergillus oryzae fue amplificado utilizando el cebador sentido 069824 y cebador antisentido 069825 mostrado por 
debajo: 
 35 

Cebador 069824: 
 

5'-GTGATAGAACATCGTCCATAATGGAATCCAGCGCTGTACA-3' (SEC ID n.º: 11) 
 

Cebador 069825: 40 
 

5'-GTGTCAGTCACCTCTAGTTATCAGATTTCAATCTCGTCTT-3' (SEC ID n.º: 12) 
 
[0227] Las reacciones de amplificación fueron realizadas utilizando ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® Hot Start 
(Finnzymes Inc., Massachusetts, EE.UU.) según las instrucciones del fabricante. Cada reacción por PCR contenía 47 ng 45 
de ADN genómico de Aspergillus oryzae NRRL3488, 200 µM dNTPs, 50 pM de cebador sentido, 50 pM de cebador 
antisentido, 1X tampón de reacción Phusion® GC Buffer (Finnzymes Inc.), y 50 unidades de ADN polimerasa de alta 
fidelidad Phusion® Hot Start en un volumen final de 50 µl. Las reacciones de amplificación fueron incubadas en un 
MASTERCYCLER® de EPPENDORF® (Eppendorf Scientific Inc., Westbury, NY, EE.UU.) programado para 1 ciclo a 
98°C durante 30 segundos; 35 ciclos a 98°C durante 10 segundos, 66°C durante 30 segundos y 72°C durante 2,5 50 
minutos; y 1 ciclo a 72°C durante 10 minutos. El producto de PCR fue purificado por 1% de electroforesis en gel de 
agarosa en 50 mM de base Tris-50 mM de acetate-0,1 mM tampón de disodio EDTA (TAE). Un fragmento de 
aproximadamente 2,5 kb fue extirpado del gel y extraído de la agarosa utilizando un kit de extracción en gel 
QIAQUICK® (QIAGEN Inc.). 
 55 
[0228] El plásmido pShTh60 (figura 1, véase también el número de solicitud PCT: PCT/US10/47002, solicitada el 27 de 
agosto de 2010) fue digerido con Sex Al y Pac I, separado por 0,8% de electroforesis en gel de agarosa en tampón TBE 
(10,8 g/L Tris Base, 5,5 g/L ácido bórico, 2 mM EDTA, pH 8,0) y purificado utilizando un kit de extracción en gel 
QIAQUICK® (QIAGEN Inc.). El producto de PCR purificado anteriormente fue luego insertado en el fragmento pShTh60 
digerido utilizando un equipo de reacción Advantage de In-Fusion™ (Clontech, Mountain View, CA, EE.UU.) según las 60 
instrucciones del fabricante dando como resultado el plásmido pAmFs69 (figura 2).  
 
[0229] Una parte alícuota de 2,5 µl de la reacción de ligamiento anterior fue transformada en células de E. coli 
químicamente competentes ONE SHOT@ TOP10 (Invitrogen, San Diego, CA, EE.UU.) según las instrucciones del 
fabricante. Los transformantes fueron colocados en placas sobre placas 2XiT+amp e incubados a 37°C durante toda la 65 
noche. 
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[0230] El análisis de secuencia de ADN fue usado en los transformantes resultantes para confirmar la integridad de la 
secuencia codificante de bt1. Los cebadores 610849, 610851, 610853, 610855, 610857, 610859 y 610861 mostrados 
por debajo fueron usados con un analizador de ADN AB13130XL (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, EE.UU.) y 
la técnica de paseo con cebador con química de terminador de coloración (Giesecke et al., 1992, J. Virol. Methods 38: 5 
47-60). 
Cebador 610849: 5'-GAACAGGAAGAAATCCAAAA-3' (SEC ID n.º: 13) 
Cebador 610851: 5'-GTCGGCATAGCCACTGCAAT-3' (SEC ID n.º: 14) 
Cebador 610853: 5'-TGTTGCCGCCAAGGGACTTA-3' (SEC ID n.º: 15) 
Cebador 610855: 5'-CCGAGAGCGTTGAGTTAATC-3' (SEC ID n.º: 16) 10 
Cebador 610857: 5'-AGCATTAGGGCTAGCTCCGT-3' (SEC ID n.º: 17) 
Cebador 610859: 5'-CCAAGATGCCATGTCAGGAC-3' (SEC ID n.º: 18) 
Cebador 610861: 5'-TCACAAAAGAGTAGAGGCCA-3' (SEC ID n.º: 19) 
 
[0231] El constructo de nucleótidos de la secuencia de ADN genómico (SEC ID n.º: 1), y la secuencia de aminoácidos 15 
deducida (SEC ID n.º: 2) del gen bt1 de Aspergillus aculeatus se muestran en las figuras 3A y 3B. La secuencia de 
codificación genómica de 2503 pares de bases (incluyendo un codón de parada) es interrumpida por tres intrones de 78 
pares de bases (465-542), 51 pares de bases (1173-1223) y 61 pares de bases (1747-1807). La secuencia de ADNc 
correspondiente (secuencia de nucleótidos en negrita mostrada en las Figuras 3A y 3B) es de 2313 pares de bases, 
incluyendo un codón de terminación. La proteína codificada predicha es 770 aminoácidos, con una masa molecular 20 
predicha de 83,9 kDa y un pH isoeléctrico de 6,9.  
 
Ejemplo 2: clonación de un gen de transportador de bicarbonato de Aspergillus oryzae AO090003000798 y 
construcción de vector de expresión correspondiente 
 25 
[0232] El gen de transportador de bicarbonato bt2 (AO090003000798) fue clonado a partir de ADN genómico de 
Aspergillus oryzae NRRL3488 por amplificación de PCR usando cebadores homólogos del número de modelo del gen 
de transportador de bicarbonato predicho de Aspergillus oryzae AO090003000798 encontrado en la secuencia 
genómica publicada de A. oryzae ATCC 42149 (Galagan et al., 2005, supra). 
 30 
[0233] El ADN genómico de A. oryzae NRRL3488 fue aislado y los micelios fueron cosechados y procesados como se 
describe en el ejemplo 1. El gen bt2 de Aspergillus oryzae fue amplificado utilizando el cebador sentido 0614058 y el 
cebador antisentido 0614057 mostrado por debajo: 
 

Cebador 0614058: 35 
 

5'-GTGATAGAACATCGTCCATAATGCCGGGCGATCTCAAAACC-3' (SEC ID n.º: 63) 
 
Cebador 0614057: 
 40 

5'-GTGTCAGTCACCTCTAGTTACTATGCATCAAGGACATTC-3' (SEC ID n.º: 64) 
 
[0234] Las reacciones de amplificación fueron realizadas usando ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® Hot Start 
(Finnzymes) según las instrucciones del fabricante. Cada reacción por PCR contenía 47 ng de ADN genómico de 
Aspergillus oryzae NRRL3488, 200 µM dNTPs, 50 pM de cebador sentido, 50 pM de cebador antisentido, 1X tampón de 45 
reacción Phusion® GC Buffer (Finnzymes), y 50 unidades de ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® Hot Start en 
un volumen final de 50 µ l. Las reacciones de amplificación fueron incubadas en un MASTERCYCLER® de 
EPPENDORF® (Eppendorf Scientific Inc.) programadas para 1 ciclo a 98°C durante 2 minutos; 35 ciclos a 98°C durante 
15 segundos, 65°C durante 15 segundos y 74°C durante 1 minuto; y 1 ciclo a 74°C durante 1 minuto. El producto de 
PCR fue purificado por 1% de electroforesis en gel de agarosa en 50 mM Tris base-50 mM acetato-0,1 mM tampón de 50 
disodio EDTA (TAE). Un fragmento de aproximadamente 2,7 kb fue extirpado del gel y extraído de la agarosa utilizando 
un equipo de extracción en gel de QIAQUICK® (QIAGEN Inc.). 
 
[0235] El plásmido pShTh77 (figura 16) fue digerido con Sex Al y Pac I, separado por 0,8% de electroforesis en gel de 
agarosa en tampón TBE (10,8 g/L Tris Base, 5,5 g/L ácido bórico, 2 mM EDTA, pH 8,0) y purificado utilizando un equipo 55 
de extracción en gel de QIAQUICK® (QIAGEN Inc., Valencia, CA, EE.UU.). El producto de PCR purificado 
anteriormente fue luego insertado en el fragmento pShTh77 digerido utilizando un equipo de reacción Advantage de In-
Fusion™ (Clontech) según las instrucciones del fabricante dando como resultado el plásmido pShTh147 (figura 17). 
 
[0236] Una parte alícuota de 2,5 µl de la reacción de ligamiento anterior fue transformada en células de E. coli 60 
químicamente competentes ONE SHOT@ TOP10 según las instrucciones del fabricante. Los transformantes fueron 
colocados en placas sobre placas 2XiT+amp e incubados a 37°C durante toda la noche. 
 
[0237] El análisis de secuencia de ADN fue usado en los transformantes resultantes para confirmar la integridad de la 
secuencia codificante de bt2. Los cebadores 0614313, 0614314, 996270 y 0611428, mostrados por debajo fueron 65 
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usados con un analizador de ADN ABI3130XL (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, EE.UU.) y la técnica de paseo 
con cebador con química de terminador de coloración (Giesecke et al., 1992, J. Virol. Methods 38: 47-60). 
Cebador 0614313: 5'- GATTGAGATCGGCATTTACT-3' (SEC ID n.º: 65) 
Cebador 0614314: 5'-ACGCGGAACAGCAGAATGGC-3' (SEC ID n.º: 66) 
Cebador 996270: 5'-CTATAGCGAAATGGATTGATTGTCT-3' (SEC ID n.º: 67) 5 
Cebador 0611428: 5'-TTCACCGTGAAACGTATTGA-3' (SEC ID n.º: 68) 
 
[0238] El constructo de nucleótidos de la secuencia de ADN genómico (SEC ID n.º: 3), y la secuencia de aminoácidos 
deducida (SEC ID n.º: 4) del gen bt1 del Aspergillus oryzae se muestran en las figuras 4A y 4B. La secuencia de 
codificación genómica de 2657 pares de bases (incluyendo codón de parada) se interrumpe por dos intrones de 64 10 
pares de bases (302-365) y 61 pares de bases (512-572). La secuencia de ADNc correspondiente (secuencia de 
nucleótidos en negrita mostrada en las Figuras 4A y 4B) es 2532 pares de bases, incluyendo un codón de parada. La 
proteína codificada predicha es 843 aminoácidos, con una masa molecular predicha de 92,5 kDa y un pH isoeléctrico de 
8,4. 
 15 
Ejemplo 3: clonación de un gen transportador de ácido C4-dicarboxílico de Aspergillus aculeatus y 
construcción del vector de expresión pSaMF36 
 
[0239] ADN genómico de Aspergillus aculeatus fue aislado por inoculación de 100 ml de medio YEG en un matraz de 
agitación con 2 x 106 esporas e incubación del matraz a 34°C durante toda la noche con la agitación a 160 r.p.m. Los 20 
micelios fueron cosechados por filtración utilizando un embudo forrado con MIRACLOTH® (Calbiochem) y 
aproximadamente 2 g de micelios fueron recuperados y congelados en nitrógeno líquido. Los micelios congelados 
fueron interrumpidos por aplastamiento rápido con un martillo mientras se envolvían dentro del MIRACLOTH®. Los 
micelios interrumpidos fueron luego transferidos a un tubo centrífugo cónico de polipropileno de 50 ml que contenía 
10ml de 1X tampón de lisis (100 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8,0, 1% Triton® X-100, 0,5 M Guanidina-HCl, 200 mM NaCl) 25 
y 3 µl de RNasa A (QIAGEN Inc.; 100 mg/ml). El tubo fue mezclado por agitación en vórtex suave, y luego incubado a 
temperatura ambiente durante 5 minutos, después de lo cual se añadió 150 µl de proteinasa K (QIAGEN Inc.; 20 
mg/ml). El tubo fue mezclado por inversión e incubado a 50°C durante 1 hora. +l tubo fue luego centrifugado a 7240 x g 
durante 20 minutos. El sobrenadante fue luego añadido a una Qiagen-tip 100 preequilibrada (QIAGEN Inc.) y los pasos 
de extracción del ADN restante fueron realizados según las instrucciones del fabricante. El ADN fue resuspendido en 30 
100 µl de tampón TE (10 mM Tris Base, 1 mM EDTA, pH 8,0). 
 
[0240] El gen transportador de ácido C4-dicarboxílico de 1257 pares de bases c4t521 fue amplificado a partir de ADN 
genómico de Aspergillus aculeatus aislado utilizando los cebadores 069700 y 069701 mostrados por debajo.  
 35 
Cebador 069700: 
 

5'-TGTGATAGAACATCGTCCATAATGCACGACCACAGC-3' (SEC ID n.º: 20) 
 
Cebador 069701: 40 
 

5'-GTGTCAGTCACCTCTAGTTATCATTCGAACAACTCGGACA-3' (SEC ID n.º: 21) 
 
[0241] La reacción por PCR estaba compuesta por 10 µl 5X tampón de reacción, 1 µl modelo de ADN genómico de A. 
aculeatus (105 ng/µl), 1 µl cebador 069700 (100 ng/µl), 1 µl cebador 069701 (100 ng/µl), 1 µl mezcla dNTP (10 mM), 45 
35,5 µl agua desionizada y 0,5 µl ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion™ Hot Start (Finnzymes Inc.). La reacción de 
amplificación fue incubada en un MASTERCYCLER® de EPPENDORF® (Eppendorf Scientific Inc.) programado para 1 
ciclo a 98°C durante 30 segundos; 30 ciclos cada uno a 98°C durante 10 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C 
durante 1 minuto y un ciclo a 72°C durante 10 minutos. El producto de PCR fue digerido con Dpn I durante 1 hora para 
degradar cualquier modelo de ADN plásmido. 50 
 
[0242] El plásmido pShTh60 (figura 1) fue digerido con Sex Al y Pac I, separado por 0,8% de electroforesis en gel de 
agarosa en tampón TBE y purificado utilizando un equipo de extracción en gel de QIAQUICK®. El producto de PCR 
purificado anteriormente fue luego insertado en el fragmento pShTh60 digerido utilizando un equipo de reacción 
Advantage de In-Fusion™ compuesto por 2 µ l 5X tampón, 3 µ l producto de PCR purificado (26 ng/µl), 1,5 µ l Sex Al y 55 
Pac I purificado en gel digerido y pShTh60 purificado en gel (132 ng/µl), 1 µl enzima In-Fusion™ y 2,5 µ l agua 
desionizada. La reacción fue incubada a 37°C durante 15 minutos, 50°C durante 15 minutos, colocada en hielo durante 
5 minutos y diluida con 40 µl de tampón TE dando como resultado pSaMF36 (figura 5). 
 
[0243] Una parte alícuota de 2,5 µl de la reacción de ligamiento anterior fue transformada en células de E. coli 60 
químicamente competente ONE SHOT@ TOP10 según las instrucciones del fabricante. Los transformantes fueron 
colocados en placas sobre placas 2XiT+amp e incubados a 37°C durante toda la noche. Los transformantes resultantes 
fueron escogidos y sometidos a secuenciación de ADN para confirmar que el gen mat521 fuera exitosamente integrado 
en el vector. 
 65 
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[0244] El constructo de nucleótidos de la secuencia de ADN genómico (SEC ID n.º: 5) y secuencia de aminoácidos 
deducida (SEC ID n.º: 6) del gen c4t521 de Aspergillus aculeatus se muestran en la figura 6. La secuencia codificante 
genómica de 1257 pares de bases (incluyendo codón de terminación) no contiene intrones. La proteína codificada 
predicha es 418 aminoácidos, con una masa molecular predicha de 46,8 kDa y un pH isoeléctrico de 6,36. Utilizando el 
programa SignalP (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6), un péptido señal de 17 residuos fue predicho. 5 
Basada en este programa, la proteína madura predicha contiene 401 aminoácidos con una masa molecular predicha de 
44,9 kDa y un pH isoeléctrico de 6,89. 
 
Ejemplo 4: clonación de un gen de malato deshidrogenasa de Aspergillus oryzae y construcción del vector de 
expresión pSaMF21 10 
 
[0245] El plásmido pSaMF21 fue construido para contener la secuencia de génica de la malato deshidrogenasa 
dependiente de NAD (mdh3) (DOGAN: AO090701000013), un fragmento de 1430 pares de bases de Aspergillus oryzae 
como se describe en el número de solicitud PCT. PCT/US10/47002, solicitada el 27 de agosto de 2010. El constructo de 
nucleótidos de la secuencia de ADN genómico (SEC ID n.º: 7) y la secuencia de aminoácidos deducida (SEC ID n.º: 8) 15 
del gen mdh3 de malato deshidrogenasa de Aspergillus oryzae NRRL 3488 se muestran en la figura 7. La secuencia 
codificante genómica de 1430 pb (incluyendo codón de terminación) es interrumpida por 7 intrones de 57 pb (14-70 pb), 
70 pb (103-172 pb), 74 pb (284-357 pb), 68 pb (446-513 pb), 58 pb (892-949 pb), 48 pb (1035-1082 pb) y 62 pb (1228-
1289 pb). El contenido G+C de la región de codificación del gen mdh3 es 50,3%. La secuencia de ADNc 
correspondiente (secuencia de nucleótidos en negrita mostrada en la figura 7) es 993 pb, incluyendo un codón de 20 
terminación. La proteína codificada predicha es 330 aminoácidos con una masa predicha de 34,5 kDa y un pH 
isoeléctrico de 6,79. 
 
[0246] En resumen, el plásmido fue construido linealizando pShTh60 (figura 1) por digestión de restricción con Sex Al y 
Pac I. El vector digerido fue separado por 0,8% de electroforesis en gel de agarosa en tampón TBE y purificado 25 
utilizando un equipo de extracción en gel de QIAQUICK®. El gen mdh3 fue amplificado a partir de pShTh71 (número de 
solicitud PCT PCT/US10/47002, solicitada el 27 de agosto de 2010) usando los cebadores 067522 y 067525.  
 
Cebador 067522: 
 30 

5'-AGAACATCGTCCATAATGGTCAAAGCTGGTGAGTTA-3' (SEC ID n.º: 22) 
 
Cebador 067525: 
 

5'-GTGTCAGTCACCTCTAGTTATTACTTTGGTGGTGGGTTCT-3' (SEC ID n.º: 23) 35 
 
[0247] La reacción por PCR estaba compuesta por 5 µl 10X tampón de reacción, 1 µl modelo pShTh71 (87 ng/µl), 1 µl 
cebador 067522 (100 ng/µl), 1 µl cebador 067525 (100 ng/µl), 1 µl mezcla dNTP (10 mM), 44,5 µl agua desionizada y 
0,5 µ l ADN polimerasa HotStart de Herculase® (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.). La reacción de amplificación fue 
incubada en un MASTERCYCLER® de EPPENDORF® (Eppendorf Scientific Inc.) programado para 1 ciclo a 95°C 40 
durante 2 minutos; 10 ciclos cada uno a 95°C durante 10 segundos, 58°C durante 30 segundos y 72°C durante 1,5 
minutos; 20 ciclos cada uno a 95°C durante 10 segundos, 50°C durante 30 segundos y 72°C durante 1,5 minutos más 
10 segundos por ciclo. La reacción por PCR fue sometida a una asimilación de restricción con Dpn I durante 1 hora para 
degradar cualquier modelo de ADN plásmido. El producto de PCR fue luego purificado utilizando el equipo de 
purificación por PCR MinElute® (QIAGEN Inc.). El producto de PCR purificado fue insertado en el vector utilizando una 45 
reacción Advantage de In-Fusion™ compuesta por 2 µl 5X tampón, 0,5 µl producto de PCR purificado (110 ng/µl), 1,7 µl 
restricción de Sex Al y Pac I purificada de gel digerida pShTh60 (figura 1,78 ng/µl), 1 µl enzima de In-Fusion™ y 4,8 µl 
agua desionizada. La reacción fue incubada a 37°C durante 15 minutos seguidos de 50°C durante 15 minutos después 
de lo cual fue colocada en hielo durante 5 minutos y diluida con 40 µ l tampón TE dando como resultado pSaMF21 
(figura 8). Una parte alícuota de 2 µl de la reacción de ligamiento fue transformada en células de E. coli químicamente 50 
competentes ONE SHOT@ TOP10 (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Los transformantes fueron 
colocados sobre placas 2XiT+amp e incubados a 37°C durante toda la noche. Los transformantes resultantes fueron 
escogidos y sometidos a secuenciación del ADN para confirmar que el gen mdh3 estaba exitosamente integrado en el 
vector.  
 55 
Ejemplo 5: clonación de un gen de piruvato carboxilasa de Aspergillus oryzae y construcción del vector de 
expresión pRyan1 
 
[0248] El plásmido pRyan1 fue construido para contener la secuencia génica de piruvato carboxilasa (pyc) (DOGAN: 
AO090023000801), un fragmento de 3646 pb de Aspergillus oryzae (incluyendo dos codones de parada) como se 60 
describe en la solicitud PCT número PCT/US10/47002, solicitada el 27 de agosto de 2010. El constructo de nucleótidos 
de la secuencia de ADN genómica (SEC ID n.º: 9) y secuencia de aminoácidos deducida (SEC ID n.º: 10) del gen de 
piruvato carboxilasa de Aspergillus oryzae se muestran en las figuras 9A y 9B. Tanto el gen de piruvato carboxilasa de 
Aspergillus oryzae NRRL 3488 como el ATCC 56747 tienen la misma secuencia de nucleótidos. El contenido G+C de la 
región de codificación del gen es 57,1%. La secuencia codificante genómica de 3643 pb (incluyendo un codón de 65 
terminación) es interrumpida por 1 intrón de 61 pb (3475-3535 pb). El contenido G+C de la región de codificación del 
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gen es 57,1%. La secuencia de ADNc correspondiente (secuencia de nucleótidos en negrita mostrada en las Figuras 9A 
y 9B) es 3582 pb, incluyendo un codón de terminación. La proteína codificada predicha es 1193 aminoácidos con una 
masa predicha de 131 kDa.  
 
[0249] En resumen, el plásmido fue construido linealizando pShTh60 (figura 1) por digestión de restricción con Sex Al y 5 
Pac I. El vector digerido fue separado por 0,8% de electroforesis en gel de agarosa en tampón TBE y purificado 
utilizando un equipo de extracción en gel de QIAQUICK®. El gen pyc fue amplificado a partir del ADN genómico de 
Aspergillus oryzae NRRL 3488 usando los cebadores 066549 y 067388 mostrados por debajo. 
 
Cebador 066549: 10 
 

5'-TAGAACATCGTCCATAATGGCGGCTCCGTTTCGTCA-3' (SEC ID n.º: 24) 
 
Cebador 067388: 
 15 

5'-GTGTCAGTCACCTCTAGTTATTATTACGCTTTGACGATCT-3' (SEC ID n.º: 25) 
 
[0250] La reacción por PCR estaba compuesta por 5 µ l 10X tampón de reacción, 1 µ l ADN genómico de Aspergillus 
oryzae NRRL3488 (110 ng/µl), 1 µl cebador 066549 (100 ng/µl), 1 µl cebador 067388 (100 ng/µl), 1 µl mezcla dNTP (10 
mM), 45,5 µl agua desionizada y 0,5 µl ADN polimerasa Herculase® HotStart. La reacción de amplificación fue incubada 20 
en un MASTERCYCLER® de EPPENDORF® (Eppendorf Scientific Inc.) programado para 1 ciclo a 95°C durante 2 
minutos; 10 ciclos cada uno a 95°C durante 10 segundos, 58°C durante 30 segundos y 72°C durante 3,5 minutos; 20 
ciclos cada uno a 95°C durante 10 segundos, 58°C durante 30 segundos y 72°C durante 3,5 minutos más 10 segundos 
por ciclo. El producto de PCR fue luego purificado utilizando un equipo de purificación de PCR MinElute®. 
 25 
[0251] El producto de PCR purificado fue insertado en el vector utilizando una reacción Advantage de In-Fusion™ 
compuesta por 2 µl 5X tampón, 1 µl producto de PCR purificado (144 ng/µl), 2 µl restricción de Sex Al y Pac I purificada 
en gel digerida pShTh60 (figura 1,78 ng/µl), 1 µl enzima de In-Fusion™ y 4 µ l agua desionizada. La reacción fue 
incubada a 37°C durante 15 minutos seguido de 50°C durante 15 minutos después de lo cual se colocó en hielo durante 
5 minutos y diluyó con 40 µ l tampón TE dando como resultado pRYAN1 (figura 10). Un parte alícuota de 2 µl de la 30 
reacción de ligamiento fue transformada en células de E. coli químicamente competentes ONE SHOT@ TOP10 según 
las instrucciones del fabricante. Transformantes fueron colocados en placas sobre placas 2XiT+amp e incubados a 37°C 
durante toda la noche. Los transformantes resultantes fueron escogidos y sometidos a secuenciación del ADN para 
confirmar que el gen pyc se había integrado exitosamente en el vector. El nucleótido 1308 fue cambiado de C a T, pero 
no afectó a la secuencia de la proteína. 35 
 
Ejemplo 6: preparación de transformantes de Aspergillus oryzae ShTh6900 
 
[0252] La preparación de protoplasto y la transformación de Aspergillus oryzae NRRL3488 fueron realizadas por 
inoculación de aproximadamente 2 X 107 esporas en 100 ml de medio YEG e incubación en matraz a 27°C durante 16-40 
18 horas a 140 r.p.m. Los micelios fueron recogidos vertiendo el cultivo a través de un embudo estéril forrado con 
MIRACLOTH® y aclarado con 50 ml de 0,7 M KCI. Los micelios lavados fueron resuspendidos en un matraz de 125 ml 
con 20 ml de solución protoplástica compuesta por 5 mg de GLUCANEX™ (Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) y 
0,5 mg de quitinasa (Sigma, EE.UU.) por ml de 0,7 M KCI (filtro esterilizado) e incubado a 34°C, durante 30 minutos con 
mezcla a 80 r.p.m. La solución protoplástica fue vertida a través de un embudo estéril forrado con MIRACLOTH® y 45 
enjuagada con 50 ml de STC compuesto por 1 M sorbitol-10 mM Tris-HCl pH 6,5-10 mM de CaCl2. El flujo pasante fue 
recogido en dos tubos de polipropileno de 50 ml. Los tubos fueron centrifugados en el centrifugador a 1300 x g durante 
10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue descartado y el granulado de protoplasto fue resuspendido en 
20 ml de tampón STC. Los protoplastos fueron lavados por resuspensión de granulado de dos rondas en 20 ml de 
tampón STC y centrifugación a 1300 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El granulado final fue 50 
resuspendido en 2 ml de tampón STC. Los protoplastos fueron contados eliminando una muestra de 10 µ l y contando 
éstos en un hemocitómetro (VWR, West Chester, PA, EE.UU.). El volumen fue ajustado con tampón STC para obtener 
una concentración de protoplasto de 2x107 por ml. 
 
[0253] Los vectores de expresión del plásmido pAmFs69 (ejemplo 1), pSaMF36 (ejemplo 3), pSaMF21 (ejemplo 4) y 55 
pRyan1 (ejemplo 5) fueron individualmente preparados para transformación por digestión de restricción con Pme I 
durante 4 horas a 37°C. Los casetes de expresión de aproximadamente 5-6 kb de cada constructo fueron separados de 
las secuencias de vector por 0,8% de electroforesis en gel de agarosa en tampón TBE y purificado utilizando un equipo 
de extracción en gel de QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 
 60 
[0254] Cuatro reacciones de transformación fueron preparadas añadiendo 100 µl de la preparación de protoplasto 
anterior en cuatro tubos de polipropileno de 12 ml. Para cada tubo se añadieron dos microgramos del fragmento de pyc 
digerido pRyan1, y un microgramo cada uno del fragmento de bt1l digerido pAmFs69, fragmento de C4T521 digerido 
pSaMF36, y el fragmento de mdh digerido pSaMF21 a una solución de polietilenglicol 250 µ l (PEG) (60% de p/v de 
polietilenglicol (PEG), 10 mM Tris 6,5, 10 mM de CaCl) seguido de mezcla suave e incubación a 37°C durante 30 65 
minutos. Cada reacción de transformación fue diluida con 6 ml de tampón STC, seguido de colocación en placas de tres 
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partes alícuotas separadas sobre placas de COVE. Cada placa fue luego incubada a 34°C durante 7-10 días. Sesenta 
de los transformantes resultantes (designados transformantes ShTh6900) fueron transferidos a placas de COVE 
individuales e incubados a 34°C durante 5 días. Caldos de esporas fueron preparados recolectando las esporas en 
0,1% de TWEEN® 80. Los cultivos fueron almacenados preparando un caldo de glicerol de cada uno (800 µ l caldo de 
espora, 200 µl 0,1% TWEEN® 80) y congelados a -80°C. 5 
 
[0255] Los transformantes se dejaron crecer en frascos de agitación y ADN genómico aislados según la descripción 
anterior. Las reacciones de PCR individuales para probar la presencia de cada uno de los cuatro fragmentos de vector 
de expresión estaban compuestas por 5 µl 10X tampón de reacción; 0,5 µl modelo (80-300 ng/µl); 1,0 µl cebador sentido 
(50 pM; véase por debajo); 1,0 µl cebador antisentido (50 pM; véase por debajo); 0,5 µl mezcla dNTP (10 mM), 16,75 µl 10 
agua desionizada y 0,25 µl ADN polimerasa Phusion®.  
 
Cebador sentido 065067 (para los fragmentos de pRyan1 pyc, pSaMf21 mdh y pSaMf36 C4T521): 
 

5'-TGACCTTCCACGCTGACCAC-3' (SEC ID n.º: 46) 15 
 
Cebador sentido 0610854 (para el fragmento pAmFs69 bt1): 
 

5'-GGCTGAGAAAATATGTTGCA-3' (SEC ID n.º: 47) 
 20 
Cebador antisentido 0611365 (para el fragmento pSaMF36 C4T521): 
 

5'-GATAGACCACTAATCATGGTGGCGATGGAG-3' (SEC ID n.º: 48) 
 
Cebador antisentido 061752 (para el fragmento pRyan1 pyc) 25 
 

5'-TGCGGTCCTGAGTCAGGCCCAGTTGCTCGA-3' (SEC ID n.º: 49) 
 
Cebador antisentido 062400 (para el fragmento pSaMF21 mdh) 
 30 

5'-GGGATTTGAACAGCAGAAGG-3' (SEC ID n.º: 50) 
 
Cebador antisentido 996270 (para el fragmento pAmFs69 bt1) 
 

5'-TCACAAAAGAGTAGAGGCCA-3' (SEC ID n.º: 51) 35 
 
 
[0256] Las reacciones de amplificación fueron incubadas en un MASTERCYCLER® de EPPENDORF® (Eppendorf 
Scientific Inc.) programadas para 1 ciclo a 98°C durante 30 segundos; 35 ciclos cada una a 98°C durante 10 segundos; 
66°C (para el fragmento de pyc pRyan1) o 58°C (para los fragmentos de bt1pAmFs69, mdh pSaMf21 y C4T521 40 
pSaMf36) durante 10 segundos; 72°C durante 15 segundos; y un ciclo de 72°C durante 10 minutos. ADN genómico de 
Aspergillus oryzae NRRL 3488 (110 ng/µl) fue usado como modelo de control negativo y cada plásmido (pRyan1, 
pAmFs69, pSaMf21 o pSaMf36 diluido a 20 ng/µl) fue usado como modelo de control positivo. Mezclas de reacción de 
amplificación fueron analizadas por electroforesis en gel utilizando 2 µl de cada mezcla reactiva en un gel de agarosa al 
0,8%. 45 
 
Ejemplo 7: preparación de transformantes de Aspergillus oryzae ΔPyrG6900 a partir de ShTh6900 
 
[0257] Preparaciones de protoplasto de transformantes de Aspergillus oryzae ShTh6900 (supra) fueron realizados por 
inoculación de aproximadamente 2 X 107 esporas en 100 ml de medio YEG e incubación en el matraz a 34°C durante 50 
16-18 horas a 160 r.p.m. Micelios fueron recogidos vertiendo el cultivo a través de un embudo estéril forrado con 
MIRACLOTH® y aclarado con 50 ml de 0,7 M KCI. Los micelios lavados fueron resuspendidos en un matraz de 125 ml 
con 20 ml de solución protoplástica compuesta por 5 mg de GLUCANEX™ (Novozymes A/S) y 0,5 mg de quitinasa 
(Sigma) por ml de 0,7 M KCI (filtro esterilizado) e incubados a 34°C, durante 45 minutos con mezcla a 80 r.p.m. La 
solución protoplástica fue vertida a través de un embudo estéril forrado con MIRACLOTH® y enjuagada con 50 ml de 55 
tampón STC (1M Sorbitol, 10mM CaCI, 10mM Tris pH 7). El flujo pasante fue recogido en dos tubos de polipropileno de 
50 ml. Los tubos fueron centrifugados en el centrifugador a 1900 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. El 
sobrenadante fue descartado y el granulado de protoplasto fue resuspendido en 20 ml de tampón STC. Los protoplastos 
fueron lavados por resuspensión de granulado de dos rondas en 20 ml de tampón STC y centrifugación a 1900 x g 
durante 5 minutos a temperatura ambiente. El granulado final fue resuspendido en 1 ml de tampón STC. Los 60 
protoplastos fueron contados eliminando una muestra de 10 µ l y recuento de éstos en un hemocitómetro (VWR). El 
volumen fue ajustado con tampón STC para obtener una concentración de protoplasto de 2x107 por ml. 
 
[0258] Un casete de eliminación pyrG fue preparado para transformación por amplificación del fragmento de eliminación 
a partir de pShTh66 usando los cebadores 62329 y 62199. La reacción por PCR estaba compuesta por 40 µl 10X 65 
tampón de reacción, 2 µl modelo pShTh66 (figura 15; SEC ID n.º: 62, 200 ng/µl), 8 µl cebador 62329 (50pM/µl), 8 µl 
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cebador 62199 (50pM/µl), 8 µl mezcla dNTP (10 mM), 328 µl agua desionizada y 6 µl Expand ADN polimerasa (Roche, 
EE.UU.) y dividida entre 4 tubos. Las reacciones de amplificación fueron incubadas en un MASTERCYCLER® de 
EPPENDORF® (Eppendorf Scientific Inc.) programadas para 1 ciclo a 95°C durante 3 minutos; 10 ciclos cada uno a 
95°C durante 30 segundos, 57°C durante 30 segundos y 68°C durante 3 minutos; 25 ciclos cada uno a 95°C durante 30 
segundos, 57°C durante 30 segundos, y 68°C durante 3 minutos más 5 segundos cada ciclo sucesivo; y un ciclo a 68°C 5 
durante 7 minutos. El producto de PCR fue purificado por 1% de electrofóresis en gel de agarosa en 50 mM Tris base-
50 mM acetato-0,1 mM tampón de disodio EDTA (TAE). Un fragmento de aproximadamente 3,2 kb fue extirpado del gel 
y extraído de la agarosa utilizando un equipo de extracción en gel QIAQUICK® (QIAGEN Inc.). 
 
Cebador 62329: 10 
 
5'-ATTAACTAAAGACCACGAGAGGGGAACTAGGGAAATC-3' (SEC ID n.º: 56) 
 
Cebador 62199: 
 15 
5'-TTAATTAACTTTCCCCCCCGTAATCTAA-3' (SEC ID n.º: 57) 
 
[0259] Cinco reacciones de transformación cada una fueron preparadas mediante la mezcla de 100 µl de la preparación 
de protoplasto ShTh6900 de Aspergillus oryzae anterior con 1 µg del -3,2 kb fragmento de eliminación pyrG anterior en 
un tubo de polipropileno de 12 ml. 250 µl de polietilenglicol (PEG) fue añadido y las reacciones suavemente mezcladas, 20 
seguido de incubación a 37°C durante 30 minutos. 5 ml YP5% glucosa, 10 mM uridina se añadió a cada reacción y los 
tubos permitieron incubar a 34°C durante toda la noche. Cada reacción fue colocada en placas sobre dos placas MM 1 
M sacarosa + uridina + FOA e incubadas a 34°C durante 7-10 días. Los transformantes resultantes luego fueron 
transferidos a placas individuales MM + uridina + FOA e incubados a 34°C durante 5 días. Los transformantes fueron 
sometidos a 2 ciclos de purificación de esporas después de los cuales fueron colocados en placas sobre placas MM + 25 
uridina. Caldos de esporas fueron preparados recogiendo las esporas en 0,1% TWEEN® 80. Los cultivos de 
transformantes resultantes, designados ΔPyrG6900, fueron almacenados a - 80°C en un caldo de glicerol (800 µl caldo 
de espora, 200 µl 0,1% TWEEN® 80). 
 
[0260] Los aislados de esporas fueron confirmados por análisis de Southern y mostraron que carecían del gen pyrG sin 30 
integración ectópica. Un segundo análisis de Southern se preparó con los aislados de esporas y se evaluó con el gen 
amp para asegurar que ninguna secuencia de ADN plásmido estuviera presente en la cepa. No se vio ninguna 
hibridación entre cualquiera de los transformantes y la sonda de amp.  
 
Ejemplo 8: clonación de un gen de anhidrasa carbónica de Aspergillus clavatus y construcción del vector de 35 
expresión pSaMF58 
 
[0261] ADN genómico de Aspergillus clavatus NRRL1 fue aislado por la inoculación de 100 ml de medio YEG en un 
matraz de agitación con todas las esporas cosechadas de una placa PDA de 10 días e incubando el matraz a 34°C 
durante toda la noche con agitación a 160 r.p.m. Los micelios fueron cosechados por filtración utilizando un embudo 40 
forrado con MIRACLOTH® (Calbiochem) y aproximadamente 2 g de micelios fueron recuperados y congelados en 
nitrógeno líquido. Los micelios congelados fueron interrumpidos por trituración rápida con un martillo mientras estaban 
envueltos en el Miracloth. Los micelios interrumpidos fueron luego transferidos a un tubo de 50 ml centrífugo cónico de 
polipropileno que contenía 10ml de 1X tampón de lisis (100 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8,0, 1% Tritón X-100, 0,5 M 
Guanidina-HCl, 200 mM NaCl) y 3 µl de 100 mg/ml RNasa A. El tubo centrífugo fue mezclado por agitación suave en 45 
vórtex y luego incubado a temperatura ambiente durante 5 minutos, seguido de la adición de 150 µl de 20 mg/ml de 
proteinasa K. El tubo centrífugo fue mezclado por inversión, colocado a 50°C para incubar durante 1 hora, y luego 
centrifugado a 7240 x g durante 20 minutos. El sobrenadante fue luego añadido a una QIAGEN-tip 100 preequilibrada 
(QIAGEN Inc.) y los pasos de extracción de ADN restantes fueron según las instrucciones del fabricante. El ADN fue 
resuspendido en 50 µl de tampón TE. 50 
 
[0262] El gen de anhidrasa carbónica (CA) (ACLA 007930) fue amplificado a partir de ADN genómico de Aspergillus 
clavatus aislado por amplificación de PCR usando los cebadores 0612826 y 0612827 mostrados por debajo. 
 
Cebador 0612826: 55 
 

5'-CCAACAGACACATCTAAACAATGTCCGACAAGGCTC-3' (SEC ID n.º: 52) 
 
Cebador 0612827: 
 60 

5'-GTGTCAGTCACCTCTAGTTATCAGCTCTTGGTGATATTGT-3' (SEC ID n.º: 53) 
 
[0263] La reacción por PCR estaba compuesta por 10 µl 5X tampón de reacción, 0,5 µl modelo de ADN genómico de A. 
clavatus NRRL1 (113 ng/µl), 1 µl cebador 0612826 (100 ng/µl), 1 µl cebador 0612827 (100 ng/µl), 1 µl mezcla dNTP (10 
mM), 36 µl agua desionizada y 0,5 µl ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion™ Hot Start (Finnzymes Inc.). La 65 
reacción de amplificación fue incubada en un MASTERCYCLER® de EPPENDORF® (Eppendorf Scientific Inc.) 
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programada para 1 ciclo a 98°C durante 30 segundos; 30 ciclos cada uno a 98°C durante 10 segundos, 60°C durante 30 
segundos y 72°C durante 30 segundos; y un ciclo a 72°C durante 10 minutos. El producto de PCR fue luego purificado 
utilizando el equipo de purificación de PCR MinElute® (QIAGEN Inc.) según las instrucciones del fabricante. Un sitio de 
restricción Bst XI fue introducido en el plásmido pAILo2 (véase WO2004/099228) aguas arriba del promotor NA2-tpi que 
usando los cebadores de oligómeros 064011 y 064012 con un equipo de mutagénesis dirigida al sitio Quick Change II 5 
SL (Agilent Technologies) dando como resultado el plásmido pShTh76 (figura 11). 
 
Cebador 064011: 
 

5'-GGAAACAGCTATGACCATGATTATGGATTGTTTAAACGTCGACGC-3' (SEC ID n.º: 58) 10 
 
Cebador 064012: 
 

5'-GCGTCGACGTTTAAACAATCCATAATCATGGTCATAGCTGTTTCC-3' (SEC ID n.º: 59) 
 15 
[0264] El plásmido pShTh76 luego fue linealizado por digestión con Bst XI y BGL II. El vector digerido luego fue 
separado por 0,8% electrofóresis en gel de agarosa en el tampón TBE y purificado en gel utilizando un equipo de 
purificación de PCR Qiagen MinElute® (QIAGEN Inc.) según las instrucciones del fabricante. 
 
[0265] El promotor gpd de A. oryzae NRRL3488 fue amplificado usando los cebadores 0612469 y 0612468. 20 
 
Cebador 0612469: 
 

5'-GGAAACAGCTATGACCATGATTCCAGATTGTAAATTAC-3' (SEC ID n.º: 60) 
 25 
Cebador 0612468: 
 

5'-AGCACTAGTACGCGTAGATCTGTTTAGATGTGTCTGTTGG-3' (SEC ID n.º: 61) 
 
[0266] La reacción por PCR estaba compuesta por 10 µl 5X tampón de reacción, 0,5 µl modelo gADN de A. oryzae 30 
NRRL3488 (200 ng/µl), 1 µl cebador 0612826 (100 ng/µl), 1 µl cebador 0612827 (100 ng/µl), 1 µl mezcla dNTP (10 mM), 
36 µl agua desionizada y 0,5 µl ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion™ Hot Start (Finnzymes Inc.). La reacción de 
amplificación fue incubada en un MASTERCYCLER® de EPPENDORF® (Eppendorf Scientific Inc.) programada para 1 
ciclo a 98°C durante 30 segundos; 30 ciclos cada uno a 98°C durante 10 segundos, 65°C durante 30 segundos y 72°C 
durante 60 segundos; y un ciclo a 72°C durante 10 minutos. El producto de PCR fue luego purificado en columna 35 
utilizando el equipo de purificación de PCR MinElute® (QIAGEN Inc.). 
 
[0267] El producto de PCR purificado anterior que contenía el promotor gpd luego fue insertado en el vector pShTh76 
digerido utilizando una reacción Advantage de In-Fusion™ compuesta por 2 µ l 5X tampón, 2 µ l producto de PCR 
purificado (42 ng/µl), 2,7 µl Bst XI purificado en gel y restricción digerida de BGL II pShTh76 (75 ng/µl), 1 µl enzima In-40 
Fusion™ y 2.3 µ l agua desionizada. La reacción fue incubada a 37°C durante 15 minutos luego 50°C durante 15 
minutos después de lo cual se colocó sobre hielo durante 5 minutos y diluyó con 40 µl TE tampón dando como resultado 
pSaMF48. Una parte alícuota de 2,5 µl de la reacción de ligamiento fue transformada en células de E. coli químicamente 
competentes ONE SHOT@ TOP10 (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Transformantes fueron colocados 
en placas sobre placas 2XiT+amp e incubados a 37°C durante toda la noche. Los transformantes resultantes, designado 45 
pSaMF48 (figura 12), fueron escogidos y sometidos a secuenciación del ADN para confirmar que el promotor gpd 
estaba exitosamente integrado en el vector. 
 
[0268] El plásmido pSaMF48 (figura 12) fue digerido con BGL II y Pac I, separado por 0,8% electrofóresis en gel de 
agarosa en el tampón TBE, y purificado utilizando un equipo de extracto II Nucleospin® (Macherey-Nagel, Bethlehem, 50 
PA, EE.UU.) según las instrucciones del fabricante. El producto de PCR purificado arriba que contenía el gen de 
anhidrasa carbónica de Aspergillus clavatus de SEC ID n.º: 54 fue luego insertado en el vector utilizando una reacción 
Advantage In-Fusion™ compuesta por 2 µ l 5X tampón, 0,25 µ l producto de PCR purificado (187 ng/µl), 0,26 µ l de la 
restricción digerida de BGL II y Pac I y pSaMF48 purificado en gel anterior (557 ng/µl), 1 µl enzima In-Fusion™ y 6,49 µl 
agua desionizada. La reacción fue incubada a 37°C durante 15 minutos luego 50°C durante 15 minutos después de lo 55 
cual fue colocada en hielo durante 5 minutos y diluida con 40 µl tampón TE dando como resultado pSaMF58 (figura 13). 
 
[0269] Una parte alícuota de 2,5 µl de la reacción de ligamiento fue transformada en células de E. coli químicamente 
competentes ONE SHOT@ TOP10 (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Transformantes fueron colocados 
en placas sobre placas 2XiT+amp e incubados a 37°C durante toda la noche. Los transformantes resultantes fueron 60 
escogidos y sometidos a secuenciación del ADN para confirmar que el gen de CA estaba exitosamente integrados en el 
vector. 
 
[0270] El constructo de nucleótidos de la secuencia de ADN genómico (SEC ID n.º: 54) y secuencia de aminoácidos 
deducida (SEC ID n.º: 55) del gen de anhidrasa carbónica de Aspergillus clavatus se muestran en la figura 14. La 65 
secuencia codificante genómica de 750 pb (incluyendo codón de terminación) se interrumpe por un intrón de 72 pb (153-

E12753881
18-07-2016ES 2 579 706 T3

 



 37 

224). La secuencia de ADNc correspondiente (secuencia de nucleótidos en negrita mostrada en la figura 13) es 678 pb, 
incluyendo un codón de terminación. La proteína codificada predicha es 225 aminoácidos, con una masa molecular 
predicha de 25,7 kDa y un pH isoeléctrico de 6,48.  
 
Ejemplo 9: transformación de un fragmento de vector de expresión de pSaMF58 que contiene un gen de 5 
anhidrasa carbónica de Aspergillus clavatus en los transformantes de Aspergillus oryzae ΔPyrG6900 
(SaMF58Q) 
 
[0271] El vector de expresión del plásmido pSaMF58 (figura 12) se preparó para transformación por digestión con Ase I 
y Xho I durante 4 horas a 37°C. El vector digerido fue separado en un 0,8% de gel TBE de agarosa, la banda de 3292 10 
pb con el casete de expresión fue cortada y purificada utilizando el equipo Nucleospin® Extract II (Macherey-Nagel) 
según las instrucciones del fabricante. 
 
[0272] Dos reacciones de transformación fueron preparadas añadiendo 100 µ l de preparación de protoplasto 
transformante ΔPyrG6900 de Aspergillus oryzae (preparada de una manera similar a como se ha descrito 15 
anteriormente) en cada uno de dos tubos de polipropileno de 12 ml. A cada tubo fue añadido 5 µg de vector pSaMF58 
linealizado, libre de marcador amp (supra) y 250 µl de polietilenglicol (PEG) seguido de mezcla suave e incubación a 
37°C durante 30 minutos. Cada reacción de transformación fue diluida con 6 ml de tampón STC, separada en 3 ml de 
partes alícuotas, y luego cada parte alícuota fue colocada en placas sobre una placa de 2 MM + 1 M de sacarosa. Cada 
placa fue luego incubada a 34°C durante 7-10 días. Los transformantes resultantes (designados SaMF58Q) fueron 20 
transferidos a placas individuales MM e incubados a 34°C durante 5 días. Caldos de esporas fueron preparados 
recogiendo las esporas en 0,1% TWEEN® 80. Cultivos fueron almacenados por preparación de un caldo de glicerol de 
cada uno (800 µl caldo de espora, 200 µl 0,1 % TWEEN® 80) y congelados a -80°C.  
 
Ejemplo 10: producción de ácido málico en cultivos matraz de agitación de transformantes de Aspergillus 25 
oryzae que contenían un gen de anhidrasa carbónica de Aspergillus clavatus (SaMF58Q) 
 
[0273] Esporas de transformantes SaMF58Q descritas en el ejemplo 9 y Aspergillus oryzae NRRL 3488 como un control 
fueron colocadas en placas sobre placas individuales PDA y se les permitió esporular a 34°C durante 5 a 7 días. Las 
esporas fueron recogidas en 0,1% TWEEN® 80 y contadas utilizando un hemacitómetro. Cultivos de semillas fueron 30 
preparados en matraces de 250 mL que contenían 100 mL de medio B de semilla (suplementados con 4,4 mg/L 
ZnSO4·H2O) e inoculados con 1mL de esporas cosechadas. Los cultivos de semillas se dejaron crecer durante 
aproximadamente 22 horas a 30°C con agitación a 200 r.p.m. Cultivos de producción ácidos fueron preparados en 
matraces de 250 mL sin deflectores que contenían 50 mL de medio C de producción ácido (suplementados con 4,4 
mg/L ZnSO4·H2O) y 3 mL de cultivos de semilla de 22 horas. Los cultivos fueron incubados a 30°C con agitación a 200 35 
r.p.m. durante 3 días. 
 
[0274] La cuantificación de ácido málico para los transformantes de cultivo de matraz de agitación fue realizada por 
cromatografía en fase líquida de alta presión de fase inversa (RP-HPLC) utilizando un 1200 Series Binary LC System y 
1200 Series Diode Array Detector (DAD) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU). La separación de fase inversa 40 
fue realizada utilizando una columna ID Aqua 5µ C18 125Å 205 x 4,6 mm y AQ C18 4 x 3,0 mm Security Guard 
Cartridge (Phenomenex, Inc., Torrance, CA, EE.UU.). La fase móvil consistió en 10% metanol (calidad HPLC) y 90% 
145 mM tampón de fosfato pH 1,5. 
 
[0275] Muestras de cultivo enteras fueron retiradas y diluidas 1:20 en el tampón de ejecución de HPLC compuesto por 45 
900 ml de 145 mM tampón fosfato y 100 ml de metanol pH 1,50. Las muestras fueron luego filtradas a través de una 
membrana de PVDF Durapore de 96 pocillos de 0,45 micras en una placa de 96 pocillos para análisis ácido. 
 
[0276] La RP-HPLC fue realizada utilizando un volumen de inyección de 10 µl a una velocidad de flujo de 0,7 ml/minute 
(isocrático) y temperatura de columna a 20°C. La detección fue a 210 nm, 4 nm de ancho de banda, con la referencia a 50 
360 nm, 40 nm de ancho de banda. El tiempo de ronda fue 13 minutos. El tiempo cero fue determinado en 3,8 minutos. 
Las capacidades cuantitativas del método de fase inversa fueron determinadas para ácido málico mediante la 
realización de inyecciones replicadas de estándares de ácido málico diluidos en serie con concentraciones que variaban 
de 49,2-3,93 mM. La desviación típica relativa para (RSD) para inyecciones replicadas fue ≤5%. Muestras de ácido 
málico R2≥ 0,9999. 55 
 
[0277] Transformantes SaMF58Q de Aspergillus oryzae que contienen un gen de anhidrasa carbónica de Aspergillus 
clavatus (SEC ID n.º: 54) mostraron títulos de ácido málico más de dos veces sobre las cepas NRRL 3488 de A. oryzae. 
Adicionalmente, títulos producidos de transformantes SaMF58Q de A. oryzae superiores a aquellos observados en 
experimentos separados con la cepa comparable de A. oryzae ShTh6900 (la cepa original para el transformante 60 
SaMF58Q, pero carente del gen de anhidrasa carbónica heteróloga de SEC ID n.º: 54). 
 
Ejemplo 11: fermentación de transformantes de Aspergillus oryzae que contienen un gen de anhidrasa 
carbónica de Aspergillus clavatus (SaMF58Q) 
 65 
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[0278] Tres transformantes SaMF58Q de Aspergillus oryzae descritos en el ejemplo 9 y el transformante de control de 
A. oryzae ShTh6900 (la cepa original para transformante SaMF58Q, pero carente del gen de anhidrasa carbónica 
heteróloga de SEC ID n.º: 54) se dejaron crecer durante aproximadamente 7 días a 34°C en placas PDA. Un volumen 
de 5-6 ml de tampón de fosfato sódico estéril (50 mM, pH 6,8) que contenía 0,2% TWEEN® 80 se añadió a cada placa y 
las esporas fueron suspendidas por raspado con un bucle de inoculación. Cada suspensión fue transferida por pipeta a 5 
un tubo cónico de 50 ml. Para cada tubo, 25 ml de tampón de fosfato de sodio estéril (50 mM, pH 6,8) que contenía 
0,2% TWEEN® 80 se añadió a un matraz de 500 ml sin deflectores que contenía 75 ml de medio de semilla, que fue 
luego inoculado con 2 ml de suspensión de esporas. Los matraces fueron luego incubados a 34°C y 180 r.p.m. durante 
aproximadamente 24 horas. Los matraces de semillas fueron combinados para suministrar el inóculo de 144 ml 
requerido por tanque. 10 
 
[0279] Fermentadores de tres litros que contenían 1,8 litros de medio de lote fermentador (con o sin 15 µM ZnSO4 
adicional) fueron individualmente inoculados introduciendo 144 ml (8%) del caldo de cultivo de semillas de tres matraces 
de semillas combinados de bien transformantes SaMF58Q de Aspergillus oryzae o transformantes ShTh6900 de 
Aspergillus oryzae. Los fermentadores fueron equilibrados a 34°C ± 0,1 °C y agitados a 700 r.p.m. La corriente de aire 15 
de entrada fue mantenida a 1 v/v/m. Una corriente de 30% de glucosa fue administrada a una velocidad de 
aproximadamente 7,3 g/hr empezando en alrededor de 20 horas de fermentación, aumentando a 9,3 g/hr a 68 horas. 
150 G de CaCO3 estéril fue añadido en el día 3 para mantener el pH de fermentación en el rango de 6 a 7. 
 
[0280] Las muestras fueron retiradas diariamente y analizadas para producción de ácido málico por cromatografía en 20 
fase líquida acoplada con espectrometría de masas en serie (LC-MS/MS) utilizando un sistema LC-MS/MS de Agilent 
con detectores Quad triples y terminal de trabajo Masshunter (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.) basado 
en lo siguiente: 
 

Columna LC: columna Waters XBridge Amide, 3,5 µm, 150X2.1 mm ID (Waters, Milford, MA, USA; P/N: 25 
186004861) 
Volumen de inyección: 2,0 µL 
Tampón de muestra: 584,48 mg EDTA, 154,16 mg NH4Ac, 200 mL MeOH, 800 mL H2O, 500 uL 25% NH3·H2O, 
11,44 mg, estándar interno de ácido málico marcado 13C ((Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, MA, 
EE.UU.) y agua desionizada hasta 1 litro (pH 8,3). 30 
Solvente A para HPLC: 5 mM NH4Ac en 80% MeOH 
Solvente B para HPLC: 50 mM (NH4)2CO3 en 20% AcN, ajuste pH a 10 utilizando 25% NH3·H2O 
Condición de desarrollo: isocrático 30% B, velocidad de flujo 0,3 mL/min; temperatura de columna 45°C 
Estándares: ácido málico: 60 g/L, 51 g/L, 45 g/L, 30 g/L, 15 g/L, 7.5 g/L, 3,75 g/L, 1,875 g/L cada uno diluido 100 
veces con agua destilada doblemente y 10 veces con tampón de muestra (dilución final 1000 veces); ácido 35 
succínico, ácido fumárico, ácido cítrico y ácido oxálico: cada uno diluido en 8 niveles a 1000 veces de una manera 
similar a partir de un caldo de 5-10 g/L. 
Ajustes de MS: gas temp.: 300°C, flujo de gas: 10 L/min, nebulizador: 32 psi, Delta EMV(-): 450 
Ajustes de MRM: tabla 1 por debajo. 

 40 
Tabla 1. 

 
Compuesto Precursor  MS1 

Res  
Producto  MS2 

Res  
Permanencia Fragmentador Energía 

de 
colisión  

Polaridad 

C13 Ácido 
málico  

137  unidad  92  unidad  50  60 8 negativa 

C13 Ácido 
málico  

137  unidad  74  unidad  50  60  10  negativa 

Ácido 
málico  

133  unidad  89  unidad  50  60  8  negativa 

Ácido 
málico  

133  unidad  71  unidad  50  60  10  negativa 

Ácido 
succínico  

117  unidad  99  unidad  150  50  5  negativa 

Ácido 
succínico  

117  unidad  73  unidad  50  50  5  negativa 

Ácido 
fumárico  

115  unidad  71  unidad  50  60  3  negativa 

Ácido 
fumárico  

115  unidad  27  unidad  50  60  4  negativa 

Ácido 
cítrico  

191  unidad  111  unidad  50  80  5  negativa 

Ácido 
cítrico  

191  unidad  87  unidad  50  80  11  negativa 
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Ácido 
oxálico  

89  unidad  61  unidad  50  60  3  negativa 

Ácido 
oxálico  

89  unidad  45  unidad  50  60  2  negativa 

 
[0281] Muestras de cultivo entero fueron retiradas diariamente y diluidas 1:10 en el tampón de ejecución de HPLC como 
se describe para muestras de matraz de agitación en el ejemplo 10. Muestras del día uno fueron además diluidas 1:10 
con amonio acuoso (0,0125%), seguido de una dilución 1:10 en el tampón de muestra (dando como resultado una 
dilución final de 1000 veces). Muestras de los días 2, 3-5 y 6-8, fueron preparadas de manera similar, con agua 5 
destilada doblemente adicional para proporcionar diluciones finales de 2000 veces, 4000 veces y 8000 veces, 
respectivamente. Estándares para ácido málico, ácido succínico, ácido fumárico, ácido cítrico y ácido oxálico fueron 
preparados como era apropiado para cuantificación y para imitar cualquier efecto matricial en las muestras. Las 
muestras diluidas fueron luego analizadas por LC-MS/MS utilizando los parámetros anteriormente descritos. 
 10 
[0282] Los índices de producción de ácido málico para cada transformante SaMF58Q sobre 92 horas de fermentación 
(normalizado a los controles de ShTh6900 respectivos) se muestran en la tabla 2 por debajo. Dos de los tres 
transformantes SaMF58Q consiguen índices de producción de ácido málico que están significativamente por encima de 
los controles respectivos. 
 15 

Tabla 2. 
Cepa  Índice de producción normalizado de ácido C4 

-Zn  +Zn 
ShTh6900-64.3  1,00  1,00 
SaMF58Q-2  ND  1,55 
SaMF58Q-4  ND  1,15 
SaMF58Q-12  1,02  0,99 

 
[0283] Aunque lo anteriormente mencionado se ha descrito con algo de detalle a modo de ilustración y ejemplo para los 
fines de claridad de la comprensión, es aparente para los expertos en la técnica que cualquier aspecto equivalente o 
modificación se puede poner en práctica. Por lo tanto, la descripción y los ejemplos no deberían ser interpretados como 20 
limitación del ámbito de la invención. 
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Listado de secuencias 
 
[0284] 
<110> Novozymes, Inc. McFarland, Sarah Brown, Stephen Luttringer, Sheryl 
<120> Microorganismos recombinantes para la producción de ácidos C4-dicarboxílicos 5 
<130> 12296-WO-PCT 
<150> US 61/525,345 
<151> 2011-08-19 
<160> 68 
<170> Versión de PatentIn 3.5 10 
<210> 1 
<211> 2503 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
<400> 1 15 
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<210> 2 
<211> 770 
<212> PRT 5 
<213> Aspergillus oryzae 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 2657 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
<400> 3 5 
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<210> 4 
<211> 843 
<212> PRT 5 
<213> Aspergillus oryzae 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1257 
<212> ADN 
<213> Aspergillus aculeatus 
<400> 5 5 

 
 
<210> 6 
<211> 418 
<212> PRT 10 
<213> Aspergillus aculeatus 
<400> 6 
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<210> 7 5 
<211> 1430 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
<400> 7 
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 5 
<210> 8 
<211> 330 
<212> PRT 
<213> Aspergillus oryzae 
<400> 8 10 
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<210> 9 
<211> 3643 
<212> ADN 5 
<213> Aspergillus oryzae 
<400>9 
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<210> 10 
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<211> 1193 
<212> PRT 
<213> Aspergillus oryzae 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 5 
<400> 11 
 

 
<210> 12 
<211> 40 10 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 12 
gtgtcagtca cctctagtta tcagatttca atctcgtctt  40 15 
 
<210> 13 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 20 
 
<400> 13 
gaacaggaag aaatccaaaa   20 
 
<210> 14 25 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 14 30 
gtcggcatag ccactgcaat   20 
 
<210> 15 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 15 
tgttgccgcc aagggactta   20 
 40 
<210> 16 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 45 
<400> 16 
ccgagagcgt tgagttaatc   20 
 
<210> 17 
<211> 20 50 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 17 
agcattaggg ctagctccgt   20 55 
 
<210> 18 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 60 
 
<400> 18 
ccaagatgcc atgtcaggac   20 
 
<210> 19 65 

E12753881
18-07-2016ES 2 579 706 T3

 



 70 

<211> 20 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 19 5 
tcacaaaaga gtagaggcca  20 
 
<210> 20 
<211> 36 
<212> ADN 10 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 20 
tgtgatagaa catcgtccat aatgcacgac cacagc  36 
 15 
<210> 21 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 20 
<400> 21 
gtgtcagtca cctctagtta tcattcgaac aactcggaca   40 
 
<210> 22 
<211> 36 25 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 22 
agaacatcgt ccataatggt caaagctggt gagtta   36 30 
 
<210> 23 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 35 
 
<400> 23 
gtgtcagtca cctctagtta ttactttggt ggtgggttct   40 
 
<210> 24 40 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 24 45 
tagaacatcg tccataatgg cggctccgtt tcgtca   36 
 
<210> 25 
<211> 40 
<212> ADN 50 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 25 
gtgtcagtca cctctagtta ttattacgct ttgacgatct   40 
 55 
<210> 26 
<211> 1143 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 60 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 380 
<212> PRT 5 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 1182 5 
<212> ADN 
<213> Aspergillus terreus 
 
<400> 28 
 10 
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<210> 29 5 
<211> 393 
<212> PRT 
<213> Aspergillus terreus 
 
<400> 29 10 
 

E12753881
18-07-2016ES 2 579 706 T3

 



 76 

 

E12753881
18-07-2016ES 2 579 706 T3

 



 77 
 

E12753881
18-07-2016ES 2 579 706 T3

 



 78 

 
<210> 30 
<211> 1317 
<212> ADN 
<213> Schizosaccharomyces pombe 5 
 
<400> 30 
 

 
 10 

 
 
<210> 31 
<211> 1317 
<212> ADN 15 
<213> Schizosaccharomyces pombe 
 
<400> 31 
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<210> 32 5 
<211> 438 
<212> PRT 
<213> Schizosaccharomyces pombe 
 
<400> 32 10 
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<210> 33 
<211> 1194 5 
<212> ADN 
<213> Aspergillus aculeatus 
 
<400> 33 
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 5 
<210> 34 
<211> 397 
<212> PRT 
<213> Aspergillus aculeatus 
 10 
<400> 34 
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<210> 35 
<211> 1194 
<212> ADN 5 
<213> Aspergillus aculeatus 
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<400> 35 
 

 
 

 5 
 
<210> 36 
<211> 397 
<212> PRT 
<213> Aspergillus aculeatus 10 
 
<400> 36 
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<210> 37 
<211> 1353 
<212> ADN 5 
<213> Schizosaccharomyces japonicus 
 
<400> 37 
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<210> 38 5 
<211> 1353 
<212> ADN 
<213> Schizosaccharomyces japonicus 
 
<400> 38 10 
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<210> 39 
<211> 450 
<212> PRT 5 
<213> Schizosaccharomyces japonicus 
 
<400> 39 
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<210> 40 
<211> 1179 
<212> ADN 
<213> Aspergillus clavatus 5 
 
<400> 40 
 

 

 10 
 
 
<210> 41 
<211> 392 
<212> PRT 15 
<213> Aspergillus clavatus 
 
<400> 41 
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<210> 42 5 
<211> 1182 
<212> ADN 
<213> Aspergillus fumigatus 
 
<400> 42 10 
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 5 
<210> 43 
<211> 393 
<212> PRT 
<213> Aspergillus fumigatus 
 10 
<400> 43 
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<210> 44 
<211> 1294 5 
<212> ADN 
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<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 44 
 

 5 
 

 
 
<210> 45 
<211> 340 10 
<212> PRT 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 45 
 15 
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<210> 46 
<211> 20 5 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 46 
gaccttcca cgctgaccac   20 10 
 
<210> 47 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 15 
 
<400> 47 
ggctgagaaa atatgttgca   20 
 
<210> 48 20 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 48 30 25 
gatagaccac taatcatggt ggcgatggag   30 
 
<210> 49 
<211> 30 
<212> ADN 30 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 49 
tgcggtcctg agtcaggccc agttgctcga   30 
 35 
<210> 50 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 40 
<400> 50 
gggatttgaa cagcagaagg   20 
 
<210> 51 
<211> 20 45 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 51 
tcacaaaaga gtagaggcca   20 50 
 
<210> 52 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Aspergillus clavatus 55 
 
<400> 52 
ccaacagaca catctaaaca atgtccgaca aggctc   36 
 
<210> 53 60 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Aspergillus clavatus 
 
<400> 53 65 
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gtgtcagtca cctctagtta tcagctcttg gtgatattgt   40 
 
<210> 54 
<211> 750 
<212> ADN 5 
<213> Aspergillus clavatus 
 
<400> 54 
 

 10 
 
<210> 55 
<211> 225 
<212> PRT 
 15 
<213> Aspergillus clavatus 
<400> 55 
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<210> 56 
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<211> 37 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 56 5 
attaactaaa gaccacgaga ggggaactag ggaaatc   37 
 
<210> 57 
<211> 28 
<212> ADN 10 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 57 
ttaattaact ttcccccccg taatctaa   28 
 15 
<210> 58 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 20 
<400> 58 
ggaaacagct atgaccatga ttatggattg tttaaacgtc gacgc   45 
 
<210> 59 
<211> 45 25 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 59 
gcgtcgacgt ttaaacaatc cataatcatg gtcatagctg tttcc   45 30 
 
<210> 60 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 35 
 
<400> 60 
ggaaacagct atgaccatga ttccagattg taaattac   38 
 
<210> 61 40 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 61 45 
agcactagta cgcgtagatc tgtttagatg tgtctgttgg   40 
 
<210> 62 
<211> 3228 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> SECUENCIA DE ADN ARTIFICIAL 
 55 
<400> 62 
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<210> 63 5 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> CEBADOR DE ADN ARTIFICIAL 
 
<400> 63 
gtgatagaac atcgtccata atgccgggcg atctcaaaac c   41 
 15 
<210> 64 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> CEBADOR DE ADN ARTIFICIAL 
 
<400> 64 
gtgtcagtca cctctagtta ctatgcatca aggacattc   39 25 
 
<210> 65 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
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<220> 
<223> CEBADOR DE ADN ARTIFICIAL 
 
<400> 65 
gattgagatc ggcatttact   20 5 
 
<210> 66 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> CEBADOR DE ADN ARTIFICIAL 
 
<400> 66 15 
acgcggaaca gcagaatggc   20 
 
<210> 67 
<211> 25 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> CEBADOR DE ADN ARTIFICIAL 
 25 
<400> 67 
ctatagcgaa atggattgat tgtct   25 
 
<210> 68 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> CEBADOR DE ADN ARTIFICIAL 35 
 
<400> 68 
ttcaccgtga aacgtattga   20 
 
 40 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Célula huésped recombinante que comprende un polinucleótido heterólogo que codifica un polipéptido que tiene 
actividad de anhidrasa carbónica, donde la célula huésped es capaz de producir una cantidad superior de ácido C4-
dicarboxílico en comparación con la célula huésped sin el polinucleótido heterólogo cuando se cultiva bajo las mismas 5 
condiciones; donde la célula huésped recombinante es una célula huésped fúngica; y donde el polinucleótido 
heterólogo: 

(a) codifica una anhidrasa carbónica que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 55; 
(b) hibridiza bajo condiciones de astringencia media con (i) la cadena complementaria en toda su longitud de SEC 
ID n.º: 54, o (ii) la cadena complementaria en toda su longitud de la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54; o 10 
(c) tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 54 o la secuencia de ADNc de SEC ID n.º: 54. 

 
2. Célula huésped recombinante según la reivindicación 1, donde el polinucleótido heterólogo codifica una anhidrasa 
carbónica que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con SEC ID n.º: 55. 
 15 
3. Célula huésped recombinante según la reivindicación 1 o 2, donde el polinucleótido heterólogo codifica una variante 
de anhidrasa carbónica de SEC ID n.º: 55, donde la variante comprende una sustitución, eliminación y/o inserción en no 
más de 10 posiciones. 
 
4. Célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde el polinucleótido heterólogo codifica 20 
una anhidrasa carbónica que comprende o consiste en SEC ID n.º: 55. 
 
5. Célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende además un polinucleótido 
heterólogo que codifica un transportador de bicarbonato. 
 25 
6. Célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende además un polinucleótido 
heterólogo que codifica un transportador de ácido C4-dicarboxílico. 
 
7. Célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende además un polinucleótido 
heterólogo que codifica una malato deshidrogenasa. 30 
 
8. Célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende además un polinucleótido 
heterólogo que codifica una piruvato carboxilasa. 
 
9. Célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde la célula huésped es una célula 35 
huésped fúngica filamentosa. 
 
10. Célula huésped recombinante según la reivindicación 9, donde la célula huésped se selecciona del grupo que 
consiste en una Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus, 
Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, 40 
Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Rhizopus, Schizophyllum, 
Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trametes y Trichoderma. 
 
11. Célula huésped recombinante según la reivindicación 10, donde la célula huésped es una célula huésped de 
Aspergillus, tal como una célula huésped de Aspergillus oryzae. 45 
 
12. Célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, donde el ácido C4-dicarboxílico es ácido 
málico. 
 
13. Célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, donde la célula huésped es capaz de 50 
producir una cantidad superior de ácido C4-dicarboxílico de por lo menos el 10%, preferiblemente por lo menos el 50%, 
en comparación con la célula huésped sin el polinucleótido heterólogo que codifica la anhidrasa carbónica, cuando se 
cultiva bajo las mismas condiciones. 
 
14. Método para producir un ácido C4-dicarboxílico, que comprende: 55 

(a) cultivo de la célula huésped recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-13 en un medio bajo 
condiciones adecuadas para producir el ácido C4-dicarboxílico; y 
(b) recuperación del ácido C4-dicarboxílico. 

 
15. Método según la reivindicación 14, donde el ácido C4-dicarboxílico es ácido málico. 60 
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