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DESCRIPCION
Fumarato reductasas

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un polipéptido variante que tiene actividad fumarato reductasa. La invencion
también se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido variante de este
tipo, a una construccién de acido nucleico que comprende un acido nucleico de este tipo, a un vector de expresion
recombinante que comprende un &cido nucleico o construccion de acido nucleico de este tipo y a una célula
huésped recombinante que comprende un acido nucleico, construccién de acido nucleico o vector de expresion de
este tipo. La invencion se refiere, ademas, a un método para producir un polipéptido variante que tiene actividad
fumarato reductasa y a un método para la produccion de un acido dicarboxilico.

Antecedentes de la invencién.

El 4cido succinico es un precursor potencial de numerosos productos quimicos. Por ejemplo, el acido succinico se
puede convertir en 1,4-butanodiol (BDO), tetrahidrofurano y gamma-butirolactona. Otro producto derivado del acido
succinico es un polimero de poliéster que se prepara uniendo acido succinico y BDO.

El &cido succinico se produce predominantemente a través de procedimientos petroquimicos por hidrogenacion de
butano. Estos procedimientos se consideran perjudiciales para el medio ambiente y son costosos. La produccién
fermentativa de acido succinico puede ser un procedimiento alternativo atractivo para la produccion de éacido
succinico, en el que se puede utilizar un material de alimentacién renovable como fuente de carbono.

Un cierto nimero de diferentes bacterias tales como Escherichia coli, y las bacterias del rumen Actinobacillus,
Anaerobiospirillum, Bacteroides, Mannheimia o Succinimonas, sp. son conocidas por producir acido succinico. La
ingenieria metabdlica de estas cepas bacterianas ha mejorado el rendimiento y/o la productividad del acido
succinico, o ha reducido la formacién de sub-productos.

El documento WO2007/061590 describe una levadura negativa a la piruvato descarboxilasa para la produccién de
acido malico y/o acido succinico que se transforma con una enzima piruvato carboxilasa o una fosfoenolpiruvato
carboxilasa, una enzima malato deshidrogenasa y una proteina transportadora de acido malico (MAE).

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

El documento W02009/065778 describe que pueden alcanzarse niveles incrementados de produccion de éacido
succinico con una célula eucariota recombinante seleccionada del grupo que consiste en una levadura y un hongo
filamentoso que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la fumarato reductasa dependiente de
NAD(H) que cataliza la conversién de acido fumarico en acido succinico. Se encontré que la célula eucariota
recombinante produce una cantidad incrementada de &acido succinico en comparacion con la cantidad de acido
succinico producida por una célula eucariota que no comprende la secuencia de nucleétidos que codifica la fumarato
reductasa dependiente de NAD(H).

No obstante, seria deseable conseguir niveles incluso mas altos de la produccién de acido succinico en un
procedimiento fermentativo.

Sumario de la invencion

La invencidn se refiere a polipéptidos variantes que tienen actividad de fumarato reductasa (FRD), es decir, a
variantes de fumarato reductasa. Una variante de fumarato reductasa de la invenciéon puede tener una o mas
propiedades modificadas, por ejemplo mejoradas, en comparacion con un polipéptido de referencia, teniendo el
polipéptido de referencia tipicamente actividad de fumarato reductasa, en particular con respecto a actividad
dependiente de NADP(H) y/o NAD(H). Esa relacién de actividad dependiente de NADP(H):NAD(H) puede
modificarse en comparacién con un polipéptido de referencia.

Un polipéptido de referencia puede ser una fumarato reductasa de tipo salvaje, tal como una fumarato reductasa de
tipo salvaje de una fuente de protozoos, tales como Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania
braziliensis o Leishmania mexicana. El polipéptido de referencia puede ser una fumarato reductasa (NADH)
EC1.3.1.6.
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A polipéptidos variantes de la invencion puede aludirse como una "variante de fumarato reductasa (FRD)", una
"fumarato reductasa mejorada (FRD)" y similares.

De acuerdo con la invencién, se proporciona, por tanto, un polipéptido variante que tiene actividad de fumarato
reductasa, que tiene actividad dependiente de NADP(H) modificada y/o actividad dependiente de NAD(H) modificada
en comparacion con un polipéptido de referencia que tiene actividad de fumarato reductasa y que comprende la
fumarato reductasa de SEQ ID NO: 33, en donde el polipéptido variante comprende una secuencia de aminoacidos
que, cuando se alinea con la fumarato reductasa que comprende la secuencia establecida en SEQ ID NO: 33,
comprende al menos una sustitucién de un residuo aminoacido correspondiente a cualquiera de los aminoacidos
1042, 1071, 1072, 1082 o 1083,

definiéndose dichas posiciones con referencia a SEQ ID NO: 33, y en donde el polipéptido variante tiene al menos
80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 33. Un polipéptido variante de este tipo es capaz de catalizar la
conversién de acido fumarico en acido succinico.

Un polipéptido variante puede expresarse en una célula huésped de tal manera que cataliza la conversion de acido
fumarico en acido succinico. Una célula huésped de este tipo produce una cantidad incrementada de un &cido
dicarboxilico, tal como acido succinico, en comparacién con la cantidad de acido succinico producido por una célula
gue expresa el polipéptido de referencia.

La invencion también proporciona:

- un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido variante de acuerdo con la
invencion;

- una construccion de &acido nucleico que comprende un &cido nucleico de la invenciéon enlazado
operativamente a una o mas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de una fumarato reductasa en un
huésped de expresion adecuado;

- un vector de expresion que comprende un acido nucleico o una construccion de acido nucleico de la
invencion;

- una célula huésped que comprende un acido nucleico, una construccion de acido nucleico o un vector de
expresion de la invencion;

- un método para producir una fumarato reductasa que comprende cultivar una célula huésped de la
invencion en condiciones adecuadas para la produccion de la fumarato reductasa y, opcionalmente, recuperar la
fumarato reductasa;

- un método para la produccion de un acido dicarboxilico, tal como acido succinico, método que comprende
fermentar una célula huésped de la invencion en condiciones adecuadas para la produccion del acido dicarboxilico,
tal como acido succinico, y, opcionalmente, recuperar el acido dicarboxilico, tal como acido succinico.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 presenta una representacion esquematica de la integracion de los fragmentos 1-8. Las partes rayadas
indicadas en los fragmentos 1-8 designan las regiones de solapamiento homélogas Unicas que conducen a los
eventos de recombinacion tal como se indica por las cruces de lineas discontinuas entre las regiones homélogas. El
fragmento 1 y el fragmento 8 son homologos al locus INT59 en el cromosoma XI, la recombinacion homéloga da
como resultado la integracién del fragmento 1-8 en el locus INT59.

La figura 2 presenta una representacion esquematica de la integracion de los fragmentos 9-12. Las partes rayadas
indicadas en los fragmentos 9-12 designan las regiones de solapamiento homdlogas Unicas que conducen a los
eventos de recombinacién tal como se indica por las cruces de lineas discontinuas entre las regiones homologas. El
fragmento 9 y el fragmento 12 son homdlogos al locus INT1 en el cromosoma XV, la recombinacién homéloga da
como resultado la integracion del fragmento 9-12 en el locus INT1. El fragmento 11 puede reemplazarse por el
fragmento 13-22, que contiene las mismas regiones de homologia que el fragmento 11.

La Figura 3 muestra la actividad de fumarato reductasa (FRD) dependiente de NADH y NADPH de las variantes de
FCC. Se muestra la pendiente del cambio en la absorbancia a 340 nm min?, que es una medida de la actividad de
fumarato reductasa. Se utilizaron cantidades iguales de extractos solubles para testar la actividad dependiente de
NADH y NADPH de cada una de las variantes, de modo que el efecto de la mutacién sobre la especificidad del
cofactor se puede determinar para cada una de las variantes. Estd claro que para las variantes de FCC que
contenian mutaciones beneficiosas para una produccién incrementada de acido succinico (variantes en el grafico
que figura mas adelante), todas exhibieron una especificidad de cofactor significativamente alterada en comparacién
con la referencia (proteina de tipo salvaje menos SKI C-terminal). En todos los casos, la actividad de FRD
dependiente de NADH se reduce significativamente en comparacion con la referencia, en la mayoria de los casos
mas del triple. Sorprendentemente, para un gran nimero de las variantes de FCC, la especificidad de NADPH
aumenta en un 50-100% en comparacion con la referencia, lo que indica que los autores de la invencién han
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producido variantes de fumarato reductasa que exhiben una dependencia significativa de NADPH ademas de NADH
(para la referencia no hay actividad dependiente de NADPH significativa en comparacion con la actividad de NADH).
La linea de puntos representa la actividad NADPH de fondo de la FRDg de referencia. Figura 3a: figura completa.
Figura 3b: el mismo gréafico que en 3a, pero amplia la region inferior del eje y. El marcador corresponde al valor de la
actividad de referencia.

La Figura 4 muestra una representacion esquematica de la integracion de los fragmentos 10, 11, 23 y 24. Las partes
rayadas indicadas en los fragmentos 10, 11, 23 y 24 designan las regiones de solapamiento homologas Unicas que
conducen a los eventos de recombinacién tal como se indica por las cruces de lineas discontinuas entre los regiones
homologas El fragmento 11 puede sustituirse por el fragmento 13, 16, 17, 19, 21 o 22. El fragmento 23 y el
fragmento 24 son homoélogos a la region aguas abajo y aguas arriba del locus INT12 en el cromosoma Il, 743 pb
aguas arriba del ATG del ORF (siglas inglesas de marco de lectura abierto) de YOR071c y 618 pb aguas abajo del
ATG de YBL029C-A. La recombinacién homoéloga da como resultado la integracion del fragmento 10, 11 (o 13, 16,
17,19, 21 0 22), 23y 24 en el locus INT12.

La Figura 5 muestra la actividad de fumarato reductasa (FRD) dependiente de NADH y NADPH de las variantes de
FCC expresadas en la cepa SUC-723. Se muestra la actividad normalizada, determinada como el cambio en la
absorbancia a 340 nm (min-1) dividido por la concentracion de proteina total (mg mL™t) del extracto celular soluble,
gque es una medida de la actividad de fumarato reductasa. Se utilizaron cantidades iguales de extractos solubles
para testar la actividad dependiente de NADH y NADPH de cada una de las variantes, de modo que el efecto de la
mutacién sobre la especificidad del cofactor se puede determinar para cada una de las variantes. Esta claro que
para las variantes de FCC que contenian mutaciones beneficiosas para una produccion incrementada de acido
succinico (variantes en el gréafico que figura mas adelante), todas exhibieron una especificidad de cofactor
significativamente alterada en comparacién con la referencia (proteina FRD de tipo salvaje menos SKI C-terminal).
Esto se evidencia por el hecho de que en todos los casos la actividad de FRD dependiente de NADH se reduce
significativamente en comparacion con la referencia, una reduccién entre siete y dieciséis veces. Para la variante
FCC-034, la especificidad de NADPH aumenta en comparacion con la referencia, lo que indica que los autores de la
invencion han producido una variante de fumarato reductasa en la cepa SUC-723 que exhibe una dependencia
significativa de NADPH ademas de aceptar NADH. FCC_040 ha cambiado completamente la especificidad del
cofactor, prefiriendo NADPH frente a NADH, como lo evidencia por su mayor actividad con NADPH en comparacion
con su actividad con NADH. Sorprendentemente, la alteracién de la especificidad del cofactor NAD(P)H de la
fumarato reductasa (Figura 5) tiene un efecto beneficioso sobre la produccion de acido succinico de la cepa SUC-
723 (Tabla 4). Figura 5a: figura completa. Figura 5b: mismo gréafico que en 5a, pero amplia la regién inferior del eje
y. El marcador corresponde al valor de la actividad FRD de referencia. La actividad del control SUC-723 (sin
presencia de FRD) corresponde a la actividad de fondo en extractos. Todos los valores son medias de mediciones
triplo.

La Figura 6 muestra una representacion esquematica de la integracion de los fragmentos 25 a 28. Las partes
rayadas indicadas en los fragmentos 25 a 28 designan las regiones de solapamiento homdlogas Unicas que
conducen a los eventos de recombinacién tal como lo indican las cruces de lineas discontinuas entre las regiones
homologas. El fragmento 27 puede sustituirse por el fragmento 29 a 58 individualmente. El fragmento 25 y el
fragmento 28 son homologos a las regiones aguas abajo y aguas arriba del locus INT09.01 en el cromosoma IX, 359
pb aguas abajo del ORF de YILOO9W. La recombinacién homoéloga da como resultado la integracion del fragmento
26y 27 0 29 a 58 individualmente, 23 y 24 en el locus INT09.01.

La Figura 7 muestra la actividad de fumarato reductasa (FRD) dependiente de NADH y NADPH de variantes de FCC
expresadas en la cepa CEN.PK113-7D. Se muestra la actividad normalizada, determinada como el cambio en la
absorbancia a 340 nm (min-1) dividido por la concentracion de proteina total (mg mL™) del extracto celular soluble,
que es una medida de la actividad de fumarato reductasa. Se utilizaron cantidades iguales de extractos solubles
para testar la actividad dependiente de NADH y NADPH de cada una de las variantes, de modo que el efecto de la
mutacién sobre la especificidad del cofactor se puede determinar para cada una de las variantes. Esta claro que
todas exhibieron una especificidad para el cofactor significativamente alterada en comparacion con la referencia
(proteina FRD de tipo salvaje menos SKI C-terminal). Esto se evidencia por el hecho de que en todos los casos la
actividad de FRD dependiente de NADH se reduce significativamente en comparacion con la referencia, una
reduccion entre cuatro y cincuenta veces. Sorprendentemente, para varias variantes, la especificidad del cofactor se
ha cambiado completamente de NADH a NADPH, a saber, FCC_097, 098, 105, 106, 107, 108 y 109. Estas variantes
prefieren NADPH frente a NADH como cofactor para la reaccion de fumarato reductasa; el incremento de la
actividad normalizada especifica para NADPH es hasta ~11 veces mayor que para la referencia.
Sorprendentemente, la posicion que parece ser responsable de este cambio completo de especificidad de NADH a
NADPH es el residuo 1083. Mutar este residuo, en combinacion con los otros residuos, de un residuo aromatico
voluminoso a un residuo hidrofébico mas pequefio (p. €j., isoleucina o alanina) provoca que la especificidad del
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cofactor se cambie por completo. La linea de puntos indica la actividad FRD de referencia (fondo) especifica para
NADPH.

Descripcién de la lista de secuencias

SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 2 (Figura 1), que incluye PEP carboxiquinasa del
par de codones de Actinobacillus succinogenes optimizado para la expresion en Saccharomyces cerevisiae.

SEQ ID NO: 2 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 3 (Figura 1), que incluye piruvato carboxilasa
(PYC2) de un par de codones de S. cerevisiae optimizado para la expresion en S. cerevisiae.

SEQ ID NO: 3 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 4 (Figura 1), que incluye un marcador de
seleccion KanMX funcional en S. cerevisiae.

SEQ ID NO: 4 establece la secuencia de nucledtidos del fragmento 5 (Figura 1), que incluye un supuesto
transportador de acido dicarboxilico de un par de codones de A. niger optimizado para la expresion en S. cerevisiae.
SEQ ID NO: 5 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 6 (Figura 1), que incluye malato deshidrogenasa
(MDH3) de un par de codones de S. cerevisiae optimizado para la expresién en S. cerevisiae.

SEQ ID NO: 6 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 7 (Figura 1), que incluye fumarasa (fumB) del par
de codones de Escherichia coli optimizado para la expresién en S. cerevisiae.

SEQ ID NO: 7 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 10 (Figura 2), que incluye un marcador de
seleccién de nourseotricina funcional en Saccharomyces cerevisiae.

SEQ ID NO: 8 establece la secuencia de nucleotidos del fragmento 11 (Figura 2), que incluye la secuencia
codificante para fumarato reductasa del par de codones de Trypanosoma brucei (FRDg) optimizado para la
expresion en S. cerevisiae.

SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 1 (Figura 1).
SEQ ID NO: 10 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 1 (Figura 1).
SEQ ID NO: 11 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 2 (Figura 1).
SEQ ID NO: 12 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 2 (Figura 1).
SEQ ID NO: 13 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 3 (Figura 1).
SEQ ID NO: 14 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 3 (Figura 1).
SEQ ID NO: 15 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 4 (Figura 1).
SEQ ID NO: 16 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 4 (Figura 1).
SEQ ID NO: 17 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 5 (Figura 1).
SEQ ID NO: 18 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 5 (Figura 1).
SEQ ID NO: 19 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 6 (Figura 1).
SEQ ID NO: 20 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 6 (Figura 1).
SEQ ID NO: 21 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 7 (Figura 1).
SEQ ID NO: 22 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 7 (Figura 1).
SEQ ID NO: 23 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 8 (Figura 1).
SEQ ID NO: 24 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 8 (Figura 1).
SEQ ID NO: 25 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 9 (Figura 2).
SEQ ID NO: 26 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 9 (Figura 2).
SEQ ID NO: 27 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 10 (Figura 2).
SEQ ID NO: 28 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 10 (Figura 2).
SEQ ID NO: 29 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 12 (Figura 2).
SEQ ID NO: 30 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 12 (Figura 2).
SEQ ID NO: 31 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 11 (referencia
FRDg) o los fragmentos 13-22 (variantes de FRD) (Figura 2).

SEQ ID NO: 32 establece la secuencia de nucleétidos del cebador utilizado para generar el fragmento 11 (referencia
FRDg) o los fragmentos 13-22 (variantes de FRD) (Figura 2).

SEQ ID NO: 33 establece la secuencia de aminoacidos de la proteina fumarato reductasa de T. brucei sin la
secuencia SKI C-terminal (referencia FRDg).

SEQ ID NO: 34 establece la secuencia de nucle6tidos del cebador utilizado para generar el fragmento 23.

SEQ ID NO: 35 establece la secuencia de nuclettidos del cebador utilizado para generar el fragmento 23.

SEQ ID NO: 36 establece la secuencia de nuclettidos del cebador utilizado para generar el fragmento 24.

SEQ ID NO: 37 establece la secuencia de nuclettidos del cebador utilizado para generar el fragmento 24.

SEQ ID NO: 38 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 25 de PCR, que consiste en el flanco de
integracion 5' para fijar como objetivo el locus INT09.01 de CEN.PK113-7D.

SEQ ID NO: 39 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 26 de PCR, que incluye un marcador de
seleccién de nourseotricina funcional en Saccharomyces cerevisiae.

SEQ ID NO: 40 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 27 de PCR, que incluye la secuencia
codificante para fumarato reductasa del par de codones de Trypanosoma brucei (FRDg) optimizado para la
expresion en S. cerevisiae.
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SEQ ID NO: 41 establece la secuencia de nucleétidos del fragmento 28 de PCR, que consiste en el flanco de
integracion 3' para fijar como objetivo el locus INT09.01 de CEN.PK113-7D.

Descripcién detallada de la invencién

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las palabras "comprenden”, "incluyen"
y "que tienen" y variaciones tales como "comprende", "que comprende"”, "incluye" y "que incluye" se han de
interpretar inclusivamente. Es decir, estas palabras estan destinadas a transmitir la posible inclusion de otros
elementos o0 nimeros enteros no especificamente resefiados, cuando el contexto lo permita.

Los articulos "un" y "una" se utilizan en esta memoria para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a uno o al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" puede significar un elemento 0 mas
de un elemento.

La via de TCA reductora contiene dos reacciones que requieren el consumo de poder reductor (p. ej., NADH o
NADPH): La reaccion de malato deshidrogenasa (reducciéon de oxalacetato a malato) y la reaccién de fumarato
reductasa (reduccién de fumarato a succinato).

Saccharomyces cerevisiae tiene dos fumarato reductasas endégenas FRD1 y OSM1. Se encuentran tanto en el
citosol como en las mitocondrias, y también se han detectado en fracciones de la membrana plasmatica. Ambas
utilizan FADH2 como cofactor. Sin embargo, no se conoce una fuente citosélica de FADH2. A diferencia de FADH2,
los cofactores que contienen nicotinamida, tales como NADH y NADPH, pueden regenerarse, por ejemplo, mediante
la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (NADH) en la glucdlisis o la rama oxidativa de la via de la pentosa fosfato
(NADPH).

Por consiguiente, la introduccién de una fumarato reductasa que utiliza un cofactor que contiene nicotinamida puede
ser beneficiosa para la produccién fermentativa de un acido dicarboxilico tal como el acido succinico.

En la actualidad, la Unica clase conocida de fumarato reductasa utilizando un cofactor que contiene nicotinamida son
los de especies de Trypanosoma y Leishmania, tal como el gen fumarato reductasa de Trypanosoma brucei y sus
homologos. La combinacion de esta FRD y la MDH de levadura en el citosol de la levadura da como resultado una
via reductora de TCA que utiliza NADH como cofactor.

El cambio del cofactor utilizado en la ruta reductora TCA de NADH a NADPH puede tener varios beneficios que
incluyen:

1. fuerza motriz termodinamica mas fuerte debido a una mayor relacién de concentracion intracelular de “42F!
[NADH]

‘[_\_'.1:" '

comparacioén con
2. mayor concentracion de sustrato en funcion de las mediciones de las concentraciones de metabolitos ((NADPH] >
[NADH])

3. regeneracion del cofactor desacoplado con glucolisis; y

4. regeneracion de cofactor adicional a través de otras vias, tales como la ruta de la pentosa fosfato.

De acuerdo con la invencién, se proporciona, por lo tanto, un polipéptido variante que tiene actividad de fumarato
reductasa (FRD), que tiene la actividad dependiente de NADP(H) modificada y/o la actividad dependiente de NAD(H)
modificada en comparacién con un polipéptido de referencia que tiene actividad de fumarato reductasa y que
comprende la fumarato reductasa de SEQ ID NO: 33,

en donde el polipéptido variante comprende una secuencia de aminoacidos que, cuando se alinea con la fumarato
reductasa que comprende la secuencia establecida en SEQ ID NO: 33, comprende al menos una sustitucién de un
residuo aminoacido correspondiente a cualquiera de los aminoacidos

1042, 1071, 1072, 1082 o0 1083,
estando definidas dichas posiciones con referencia a SEQ ID NO: 33,y

en donde la variante de polipéptido tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 33.

Una variante de polipéptido de la invencion tiene actividad de fumarato reductasa. La actividad de fumarato
reductasa es la actividad que convierte acido fumarico en acido succinico:
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Succinato + aceptor <=> fumarato + aceptor reducido

Una variante de polipéptido de la invencion tiene actividad dependiente de NAD(H) modificada en comparacion con
un polipéptido de referencia que tiene actividad de FRD.

Una variante de polipéptido de este tipo puede tener una actividad dependiente de NAD(H) disminuida en
comparacion con el polipéptido de referencia.

Una variante de polipéptido de este tipo puede tener una actividad dependiente de NADP(H) incrementada en
comparacion con el polipéptido de referencia.

La invenciéon también proporciona una variante de polipéptido que tiene actividad de FRD que tiene actividad
dependiente de NADP(H) modificada en comparacion con un polipéptido de referencia que tiene actividad de FRD.

Una variante de polipéptido de este tipo puede tener una actividad dependiente de NADP(H) incrementada en
comparacion con el polipéptido de referencia.

Una variante de polipéptido de este tipo puede tener una actividad dependiente de NAD(H) incrementada en
comparacion con el polipéptido de referencia.

Una variante de polipéptido de acuerdo con la invencidon puede ser un polipéptido que se produce de forma no
natural y/o que puede ser codificada por una secuencia polinucleotidica que se produce de forma no natural.

La expresién "dependiente de NADPH" en esta memoria se refiere tipicamente a la propiedad de una enzima de
utilizar preferentemente NADPH en lugar de NADH, tal como el cofactor redox. Por lo tanto, una enzima dependiente
de NADPH tiene tipicamente una actividad mas alta, por ejemplo una constante de especificidad mas alta (kca’/Kwm),
con el cofactor NADPH que con el cofactor NADH, por ejemplo segin se determina por un ensayo de actividad
enzimatica tal como se describe en los Ejemplos.

La expresion "dependiente de NADH" en esta memoria se refiere tipicamente a la propiedad de una enzima de
utilizar preferentemente NADH en lugar de NADPH, tal como el cofactor redox. Por lo tanto, una enzima dependiente
de NADH tiene tipicamente una actividad mas alta, por ejemplo una constante de especificidad mas alta (kcas/Kwm),
con el cofactor NADH que con el cofactor NADPH, por ejemplo segun se determina por un ensayo de actividad
enzimatica tal como se describe en los Ejemplos.

La actividad de un polipéptido variante de la invenciéon puede determinarse tal como se establece en el Ejemplo 4.
Vmaxy Km de las enzimas a NADH y NADPH pueden determinarse a partir de vO utilizando un gréfico de Lineweaver-
Burk (Lineweaver, H y Burk, D. (1934), "The Determination of Enzyme Dissociation Constants". Journal of the
American Chemical Society 56 (3): 658-666), en que la concentracién de NADH o NADPH varia, por ejemplo, de 25
a 400 pM.

Una variante de polipéptido de la invencion puede mostrar un aumento en la actividad de NADP(H) en funcion de la
actividad de NAD(H) en comparacién con un polipéptido de referencia. Es decir, una variante de polipéptido puede
mostrar una disminucion en la relacién de actividad de NADP(H) a NAD(H) en comparacién con un polipéptido de
referencia.

En esta memoria, a las variantes de polipéptido de la invencién se las puede aludir como una "variante FRD",
"variante de polipéptido FRD", "variante", "variante de polipéptido" o "FCC" o "polipéptido FCC" o similar.

Una variante de polipéptido FRD de la invencién (por ejemplo, una variante que tiene una o mas sustituciones tal
como se establece en esta memoria) tiene una identidad de al menos el 80% con el polipéptido FRD de referencia
de SEQ ID NO: 33, por ejemplo una identidad de al menos aproximadamente el 85% con el polipéptido de
referencia, tal como una identidad de al menos aproximadamente el 90% con el polipéptido de referencia, una
identidad de al menos aproximadamente el 95% con el polipéptido de referencia, una identidad de al menos
aproximadamente el 98% con el polipéptido de referencia o una identidad de al menos aproximadamente el 99% con
el polipéptido de referencia. Una variante de este tipo tendra tipicamente una o mas sustituciones o conjuntos de
sustituciones como se establecen en una cualquiera de las Tablas 1, 2,4, 50 6.

Una variante de FRD de la invencién retendra tipicamente la actividad de FRD. Es decir, una variante de FRD de la
invencion tipicamente sera capaz de catalizar la reaccién arriba establecida, aunque con una especificidad de co-
factor modificada en comparacién con el polipéptido de referencia.
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Preferiblemente, un polipéptido variante de FRD de la invencién exhibira tipicamente propiedades mejoradas en
comparacion con el polipéptido de referencia del cual se deriva, tipicamente en términos de especificidad de co-
factor modificado. Una propiedad mejorada de este tipo sera tipicamente una que sea relevante si la variante se
utilizara como se establece mas adelante, por ejemplo, en un método para la producciéon de un acido dicarboxilico
(mediante la expresion de la FRD).

Por lo tanto, una variante de FRD de la invencion es una que es tipicamente capaz de aumentar la produccién de un
acido dicarboxilico en un microorganismo recombinante capaz de producir dicho acido dicarboxilico. Es decir, la
sobre-expresion de un polipéptido variante de FRD de la invencion en una célula huésped conducira tipicamente a
una produccién incrementada de un acido dicarboxilico en comparacién con una célula huésped que sobre-expresa
el polipéptido de referencia.

Una variante de FRD que exhibe una propiedad que esta mejorado en relacion con la FRD de referencia es una que
demuestra una reduccién o aumento mensurable de la propiedad relevante, es decir, actividad dependiente de
NAD(H) o NADP(H), tipicamente de modo que la variante de FRD es mas adecuada para uso tal como se establece
mas adelante, por ejemplo, en un método para la produccién de un acido dicarboxilico.

Por lo tanto, el aminoacido presente en una o mas de dichas posiciones sera reemplazado por un aminoacido
diferente que aparece en esa posicion en la secuencia de referencia (estando definidas las posiciones con referencia
a SEQ ID NO: 33).

La sustitucién en la posicion 1042 (segun se define con referencia a SEQ ID NO: 33) sera tipicamente a un
aminoacido polar, por ejemplo un aminoacido no cargado negativamente, tal como un aminoacido cargado
positivamente. Aminoacidos cargados positivamente adecuados incluyen arginina (R), lisina (K) e histidina (H). Un
aminoacido polar adecuado es glutamina (Q).

La sustitucién en la posicion 1071 (segun se define con referencia a SEQ ID NO: 33) sera tipicamente a un pequefio
aminoacido. Aminoacidos pequefios adecuados incluyen treonina (T), serina (S), glicina (G), alanina (A), prolina (P)
y aspartato (D).

La sustitucion en la posicion 1082 (segun se define con referencia a SEQ ID NO: 33) sera tipicamente a un
aminoacido cargado positivamente. Aminoacidos cargados positivamente adecuados incluyen arginina (R), lisina (K)
e histidina (H).

La sustitucién en la posicion 1083 (segun se define con referencia a SEQ ID NO: 33) sera tipicamente a un residuo
hidrofébico méas pequefio. Aminoacidos mas pequefios adecuados incluyen isoleucina (I) o alanina (A).

Los diversos tipos de aminoacidos de arriba se clasifican con referencia a, por ejemplo, Betts y Russell, En
Bioinformatics for Geneticists, Barnes y Gray eds., Wiley 2003.

En mas detalle, un polipéptido variante puede comprender:

R, K 0 Q en la posicién 1042 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33;
T o S en la posicion 1071 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33;

K en la posicion 1072 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33;

K o R en la posicién 1082 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33; o
Y, 1 0 A en la posicion 1083 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33.

Un polipéptido variante de este tipo puede ser modificado de modo que la propiedad modificada es actividad
dependiente de NAD(H) modificada, tal como una actividad dependiente de NAD(H) disminuida y/o actividad
dependiente de NADP(H) modificada, tal como una actividad dependiente de NAD(H) incrementada.

Un polipéptido variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende
sustituciones adicionales distintas de las cinco posiciones arriba definidas, por ejemplo, una 0 mas sustituciones,
adiciones o deleciones adicionales.

Una variante de la invencién puede comprender una combinacion de diferentes tipos de modificacién de esta clase.
Una variante puede comprender una, dos, tres, cuatro, al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al
menos 25, al menos 30 o mas de modificaciones de este tipo (que pueden ser del mismo tipo o pueden ser
diferentes tipos de modificacién). Tipicamente, las modificaciones adicionales pueden ser sustituciones.
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Un polipéptido variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes tal como se define con
referencia a la Tabla 1, 2, 4, 5 o 6. Es decir, un polipéptido variante puede comprender cualquier combinacion de
sustituciones tal como se establece en la Tabla 1, 2, 4, 5 0 6 en comparaciéon con una secuencia de referencia
adecuada tal como la establecida en SEQ ID NO: 33.

Tipicamente, entonces un polipéptido variante puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 33, pero en una o
mas de las posiciones 1042, 1071, 1072, 1082 o 1083 un aminoacido diferente estara presente en esa posicion que
esta presente en SEQ ID NO: 33 (es decir, el polipéptido variante comprende una sustitucion en una o0 mas de las
posiciones 1042, 1071, 1072 o 1083). Es decir, el polipéptido variante puede tener un aminoacido diferente al
glutamato en la posicién 1042 y/o un aminoacido diferente a la asparagina en la posiciéon 1071 y/o un aminoéacido
diferente a la arginina en la posicién 1072 y/o un aminodacido distinto de glicina en la posicién 1082 y/o un
aminoacido que no sea fenilalanina en la posicién 1083.

Tabla 1: Fumarato reductasa mutada, que contiene mutaciones en comparaciéon con la secuencia de referencia
(SEQ ID NO: 33) en las posiciones de aminodcidos indicadas a continuacién. Estas secuencias pueden ser (tiles
para_aumentar_adicionalmente los titulos de &cido succinico en comparacién con el uso de la secuencia de
referencia (SEQ ID NO: 33).

Mutacidn en posicion
Clon 1042 1071 1072 1082 1083
Referencia E N R G F
FCC_001 E S R G F
FCC_002 E S R G Y
FCC_003 E S R K F
FCC_004 E S R K Y
FCC_005 E S R R F
FCC_006 E S R R Y
FCC_007 E S K G F
FCC_008 E S K G Y
FCC_009 E S K K F
FCC_010 E S K K Y
FCC_011 E S K R F
FCC_012 E S K R Y
FCC_013 E T R G F
FCC_014 E T R G Y
FCC_015 E T R K F
FCC_016 E T R K Y
FCC_017 E T R R F
FCC_018 E T R R Y
FCC_019 E T K G F
FCC_020 E T K G Y
FCC_021 E T K K F
FCC_022 E T K K Y
FCC_023 E T K R F
FCC_024 E T K R Y
FCC_025 R S R G F
FCC_026 R S R G Y
FCC_027 R S R K F
FCC_028 R S R K Y
FCC_029 R S R R F
FCC_030 R S R R Y
FCC_031 R S K G F
FCC_032 R S K G Y
FCC_033 R S K K F
FCC_034 R S K K Y
FCC_035 R S K R F
FCC_036 R S K R Y
FCC_037 R T R G F
FCC_038 R T R G Y
FCC_039 R T R K F

©
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FCC

041

FCC

042

FCC

043

FCC

044

FCC

047

FCC

049

FCC 050

FCC

051

FCC

052

FCC

053

FCC_054

FCC

055

FCC

056

FCC

057

FCC

058

FCC_059

FCC

060

FCC

061

FCC

062

FCC_063

FCC_064

FCC

066

FCC

067

FCC

068

FCC 071

FCC 072

FCC

073

FCC

074

FCC_

077

FCC

079

FCC

080

FCC

081

FCC

082

FCC_

083

FCC

084

FCC

085

FCC

086

FCC

087

FCC

088

FCC

089

FCC |

090

FCC

091

FCC

092

FCC

093

FCC_

094

FCC

095

FCC

096

FCC

097

FCC

098

FCC_

099

FCC

100

FCC

101

FCC

102

FCC

103

FCC_

104

FCC

105

FCC

106

FCC

107

FCC_

108
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FCC_109 R S R R A
FCC_110 R G R R A
FCC 111 Q S R R A
FCC 112 Q G R R A
FCC 113 R S R K A
FCC 114 R G R K A
FCC_115 Q S R K A
FCC_116 Q G R K A
FCC 117 R S R R S
FCC 118 R G R R S
FCC_119 Q S R R S
FCC_120 Q G R R S
FCC_121 R S R K S
FCC 122 R G R K S
FCC 123 Q S R K S
FCC_124 Q G R K S

Un polipéptido variante tendra tipicamente una actividad de FRD modificada en comparacion con el polipéptido FRD
de referencia. Tipicamente, la actividad modificada puede definirse en términos de dependencia de co-factor
modificada. Esta actividad dependiente de NAD(H) o NADP(H) puede modificarse, por ejemplo disminuirse (en el
caso de la actividad dependiente de NAD(H)), en al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al
menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% o al menos 99%.
Alternativamente, la propiedad puede aumentarse (en el caso de la actividad dependiente de NAHP(H)) en al menos
10%, al menos 25%, al menos 50%, al menos 100%, al menos, 200%, al menos 500 % o al menos 1000%.

El porcentaje de disminucién o incremento en este contexto representa el porcentaje de disminucion o incremento en
comparacion con el polipéptido de FRD de referencia. Es bien sabido por la persona experta como se pueden medir
este tipo de cambios porcentuales - es una comparacion de la actividad, por ejemplo, actividad dependiente de
NAD(H) o NADP(H), de la FRD de referencia y la FRD variante medida como se establece en el Ejemplo o de
acuerdo con, por ejemplo, Miura A. et al, J. Bacteriol 190: 7170-717.

La actividad modificada puede definirse en términos de un incremento en la produccién de un &cido dicarboxilico
cuando una FRD variante se sobre-expresa en una célula huésped en comparacién con el nivel de produccion de
una célula huésped equivalente que sobre-expresa el polipéptido de referencia. Una FRD variante puede ser capaz
de incrementar los niveles de produccién en al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 50%, al menos
100% o mas. El nivel de produccién puede expresarse en términos de g/L, por lo que un aumento en el nivel de
produccién de un acido dicarboxilico sera evidente por un mayor nivel de produccién en términos de g/L.

La palabra "polipéptido" se utiliza en esta memoria para cadenas que contienen mas de aproximadamente siete
residuos aminodcidos. Todas las secuencias de polipéptidos en esta memoria se escriben de izquierda a derecha y
en la direccion del extremo amino al extremo carboxi. El cédigo de una letra de los aminoacidos utilizados en esta
memoria se conoce cominmente en la técnica y se puede encontrar en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22, ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989).

Un polipéptido de variante de FRD de la invencién puede estar en forma aislada, tal como en forma sustancialmente
aislada. Por polipéptido o proteina "aislado" se entiende un polipéptido o proteina eliminado de su entorno nativo.
Por ejemplo, los polipéptidos y proteinas producidos de forma recombinante expresados en células huésped se
consideran aislados para el propésito de la invencion, al igual que los polipéptidos recombinantes que se han
purificado sustancialmente por cualquier técnica adecuada. Un polipéptido variante de FRD de acuerdo con la
invencion puede recuperarse y purificarse a partir de cultivos de células recombinantes por métodos conocidos en la
técnica.

Polipéptidos de variantes de FRD de la presente invencion incluyen productos de procedimientos quimicos sintéticos
y productos producidos por técnicas recombinantes de un huésped procariota o eucariota, que incluyen, por ejemplo,
células bacterianas, de levadura, de plantas superiores, de insectos y de mamiferos. Dependiendo del huésped
empleado en un procedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos de la presente invencion pueden estar
glicosilados o pueden no estar glicosilados. Ademas, los polipéptidos de la invencién también pueden incluir un
residuo metionina modificado inicial, en algunos casos como resultado de procesos mediados por el huésped.
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La invencion también presenta fragmentos bioldgicamente activos de variantes del polipéptido de FRD de acuerdo
con la invencion. Se considera que estos fragmentos estan incluidos dentro de la expresién "una variante de FRD de
la invencién”.

Los fragmentos bioldgicamente activos de una variante de polipéptido de FRD de la invencion incluyen polipéptidos
que comprenden secuencias de aminoacidos suficientemente idénticas a o derivadas de la secuencia de
aminoacidos de una proteina variante de la invencion, que incluyen menos aminoacidos que la proteina de longitud
completa, pero que exhiben al menos una actividad biolégica de la proteina de longitud completa correspondiente.
Tipicamente, fragmentos biol6gicamente activos comprenden un dominio o motivo con al menos una actividad de
una proteina variante de la invencion. Un fragmento biolégicamente activo de una variante FRD de la invencion
puede ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, 10, 25, 50, 100 o mas aminodacidos de longitud. Ademas de ello,
otras porciones biolégicamente activas, en las que se suprimen otras regiones de la proteina, pueden prepararse
mediante técnicas recombinantes y evaluarse para una 0 mas de las actividades biolégicas de la forma nativa de un
polipéptido de la invencion.

Tipicamente, un fragmento de proteina de una variante de FRD de la invencion comprendera una o mas de las
sustituciones definidas en esta memoria.

La invencién también presenta fragmentos de acidos nucleicos que codifican los fragmentos biolégicamente activos
de arriba (fragmentos biol6gicamente activos que son por si mismos variantes de la invencion).

Preferiblemente, una variante de FRD de la invencion carece de una sefial fijadora de objetivo peroxisomal o
mitocondrial para la actividad citosélica de la enzima tras la expresion de la secuencia de nucleétidos codificante en
una célula huésped adecuada.

La presente invencion proporciona polinucleétidos que comprenden la secuencia que codifica un polipéptido variante
de FRD de la invencion (y fragmentos biolégicamente activos de los mismos). La invencién también se refiere a un
polinucleétido aislado que codifica al menos un dominio funcional de una variante de polipéptido de FRD de la
invencion. Tipicamente, un dominio de este tipo comprendera una o0 mas de las sustituciones descritas en esta
memoria.

Una molécula de acido nucleico de la presente invencidon se pueden generar utilizando técnicas estandares de
biologia molecular bien conocidas por los expertos en la técnica, tomadas en combinacién con la informacién de la
secuencia proporcionada en esta memoria. Por ejemplo, utilizando técnicas sintéticas estandares, la molécula de
acido nucleico requerida puede generarse por PCR o sintetizarse de novo. Un procedimiento sintético de este tipo
sera tipicamente un procedimiento automatizado.

Un acido nucleico de la invencién puede comprender una o mas deleciones, es decir, huecos, en comparacion con
un acido nucleico que codifica una FRD de referencia. Deleciones/huecos de este tipo también pueden generarse
utilizando la mutagénesis dirigida al sitio utilizando oligonucleétidos apropiados. Técnicas para generar este tipo de
deleciones son hien conocidas por los expertos en la técnica.

Ademas, los oligonucledtidos que corresponden a o que se hibridan con secuencias de nucleétidos de acuerdo con
la invencion se pueden preparar mediante técnicas sintéticas estandares, p. €j., utilizando un sintetizador de ADN
automatizado.

También, acidos nucleicos complementarios y acidos nucleicos antisentido se incluyen en la presente invencion.
Una molécula de &cido nucleico que es complementaria a otra secuencia de nucledtidos es una que es
suficientemente complementaria a la otra secuencia de nucleétidos, de modo que pueda hibridarse con la otra
secuencia de nucleottidos formando asi un duplex estable.

Un aspecto de la invencién pertenece a moléculas de acido nucleico aisladas que codifican un polipéptido variante
de la invencion, o un fragmento bioldgicamente activo o dominio del mismo, asi como moléculas de acido nucleico
suficientes para uso como sondas de hibridacidon para identificar moléculas de acido nucleico que codifican un
polipéptido de la invencién y fragmentos de este tipo de moléculas de acido nucleico adecuadas para uso como
cebadores de PCR para la amplificacion o mutacion de moléculas de acido nucleico, tal como para la preparacion de
moléculas de &cido nucleico de la invencion.

Un "acido nucleico aislado" o "polinucleédtido aislado" es un ADN o ARN que no esta inmediatamente contiguo a
ambas de las secuencias codificantes con las que esta inmediatamente contiguo (una en el extremo 5' y una en el
extremo 3') en el genoma que se produce de forma natural del organismo del que se deriva. Por lo tanto, en una
realizacién, un acido nucleico aislado incluye algunas o todas las secuencias 5' no codificantes (p. €j., promotor) que
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son inmediatamente contiguas a la secuencia codificante. Por lo tanto, el término incluye, por ejemplo, un ADN
recombinante que se incorpora en un vector, en un plasmido o virus que se replica de forma autbnoma, o en el ADN
gendmico de un procariota o eucariota, 0 que existe como una molécula separada (p. €j., un ADNc o un fragmento
de ADN genomico producido por PCR o tratamiento de endonucleasa de restriccion) independiente de otras
secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica un polipéptido
adicional que esta sustancialmente libre de material celular, material viral o medio de cultivo (cuando se produce
mediante técnicas de ADN recombinante), 0 precursores quimicos u otros productos quimicos (cuando se sintetizan
guimicamente). Ademas de ello, un "fragmento de acido nucleico aislado" es un fragmento de acido nucleico que no
se produce de forma natural como un fragmento y no se encontraria en el estado natural.

Tal como se utiliza en esta memoria, las expresiones "acido nucleico”, "polinucleétido” o "molécula de &acido
nucleico” pretenden incluir moléculas de ADN (p. ej., ADNc o ADN gendmico) y moléculas de ARN (p. ej., ARNm) y
analogos del ADN o ARN generado utilizando analogos de nucleétidos. La molécula de acido nucleico puede ser de
cadena sencilla o de doble cadena, pero preferiblemente es ADN de doble cadena. El acido nucleico puede
sintetizarse utilizando andlogos o derivados de oligonucleotidos (p. €j., nucledtidos de inosina o fosforotioato).
Oligonucledtidos de este tipo se pueden utilizar, por ejemplo, para preparar acidos nucleicos que tienen capacidades
de apareamiento de bases alteradas o resistencia incrementada a las nucleasas.

La invencion también se refiere a una construccion de acido nucleico que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido variante de la invencion y, enlazadas operativamente a la misma, secuencias de
control que permiten la expresién de la secuencia de acido nucleico en una célula huésped. La construccién de
acido nucleico puede incorporarse en un vector, tal como un vector de expresion y/o en una célula huésped con el
fin de efectuar la expresion del polipéptido variante.

A la expresion "construccién de acido nucleico” se la alude en esta memoria como una molécula de acido nucleico,
ya sea de cadena sencilla o de doble cadena, que se aisla de un gen que se produce de forma natural o, mas
tipicamente, que ha sido modificada para contener segmentos de acido nucleico que se combinan y yuxtaponen de
una manera que de otro modo no existiria en la naturaleza. La expresién construccion de acido nucleico es sinénima
a la expresion "casete de expresién" cuando la construccién de acido nucleico contiene todas las secuencias de
control requeridas para la expresion de una secuencia codificante, en donde dichas secuencias de control estan
operativamente enlazadas a dicha secuencia codificante.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "enlazada operativamente” se refiere a un enlace de elementos de
polinucleétidos (o secuencias codificantes 0 secuencia de acido nucleico) en una relacion funcional. Una secuencia
de acido nucleico esta "operativamente enlazada" cuando se dispone en una relacién funcional con otra secuencia
de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador estd operativamente enlazado a una secuencia

codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia codificante.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "promotor" se refiere a un fragmento de acido nucleico que funciona
para controlar la transcripcion de uno o mas genes, ubicado aguas arriba con respecto a la direccion de la
transcripcion del sitio de inicio de la transcripcién del gen, y es identificado estructuralmente por la presencia de un
sitio de union para ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de inicio de la transcripcion y cualesquiera otras
secuencias de ADN conocidas por un experto en la técnica. Un promotor "constitutivo" es un promotor que es activo
bajo la mayoria de las condiciones medioambientales y de desarrollo. Un promotor "inducible" es un promotor que es
activo bajo regulacion medioambiental o de desarrollo.

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

Promotores adecuados en este contexto incluyen promotores naturales, tanto constitutivos como inducibles, asi
como promotores de ingenieria, que son bien conocidos por la persona experta en la técnica. Promotores
adecuados en las células huésped eucariotas pueden ser GAL7, GAL10 o GAL 1, CYC1, HIS3, ADH1, PGL, PHO5,
GAPDH, ADC1, TRP1, URAS, LEU2, ENO, TPI y AOX1. Otros promotores adecuados incluyen PDC, GPD1, PGK1,
TEF1y TDH.

Habitualmente, una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima comprende un terminador. En la presente
invencion puede utilizarse cualquier terminador que sea funcional en la célula eucariota. Terminadores preferidos se
obtienen de genes naturales de la célula huésped. Secuencias de terminadores adecuadas son bien conocidas en la
técnica. Preferiblemente, estos terminadores se combinan con mutaciones que evitan la descomposicion de ARNm
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mediada sin sentido en la célula huésped de la invencion (véase, por ejemplo: Shirley et al., 2002, Genetics 161:
1465-1482).

La invencion se refiere, ademas, a un vector, preferiblemente un vector de expresion, que comprende un &cido
nucleico o una construccion de acido nucleico de la invencién de la invencion (es decir, que comprende la secuencia
gue codifica un polipéptido variante de FRD de la invencion).

Con el fin de facilitar la expresion y/o la traduccion de la ISP, la secuencia de acido nucleico que codifica la ISP
puede estar comprendida en un vector de expresion tal que el gen que codifica la ISP esta enlazado operativamente
a las secuencias de control apropiadas para la expresién y/o traduccién in vitro, o en una célula huésped de la
invencion. Es decir, la invencion proporciona un vector de expresion que comprende un acido nucleico o una
construccion de 4cido nucleico de la invencion.

El vector de expresion puede ser cualquier vector (p. €j., un plasmido o virus), que puede ser convenientemente
sometido a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresion del polinucleétido que codifica el
polipéptido variante de FRD. La eleccion del vector dependera tipicamente de la compatibilidad del vector con la
célula en la que se ha de introducir el vector. Los vectores pueden ser plasmidos lineales o circulares cerrados. El
vector puede ser un vector de replicacion autbnoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosomica, cuya replicacion es independiente de la replicacién cromosémica, p. €j., un plasmido, un
elemento extracromosémico, un mini-cromosoma o un cromosoma artificial. Si esta destinado a utilizarse en una
célula huésped de origen fungico, una construccion de acido nucleico episomal adecuada puede basarse, p. €j., en
los plasmidos de levadura 21 o pKD1 (Gleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-975), o los plasmidos AMA (Fierro et
al., 1995, Curr Genet. 29:482-489).

Alternativamente, el vector de expresion puede ser uno que, cuando se introduce en la célula huésped, se integra en
el genoma y se replica junto con el o los cromosomas en el o los que ha sido integrado. El vector de clonacién
integrativo puede integrarse al azar o en un locus diana predeterminado en los cromosomas de la célula huésped.
En una realizacion preferida de la invencion, el vector de clonacion integrativo comprende un fragmento de ADN,
gue es homdlogo a una secuencia de ADN en un locus diana predeterminado en el genoma de la célula huésped
para fijar como objetivo la integracién del vector de clonacion a este locus predeterminado. Con el fin de fomentar la
integracion fijada como objetivo, el vector de clonacion se lineariza preferiblemente antes de la transformacion de la
célula. La linearizacion se realiza preferiblemente de modo que al menos uno, pero preferiblemente cualquier
extremo del vector de clonacion esté flanqueado por secuencias homoélogas al locus diana. La longitud de las
secuencias homologas que flanquean el locus diana es preferiblemente de al menos 20 pb, al menos 30 pb, al
menos 50 pb, al menos 0.1 kb, al menos 0,2 kb, al menos 0,5 kb, al menos 1 kb, al menos 2 kb o0 mas larga. La
eficacia de la integracion fijada como objetivo en el genoma de la célula huésped, es decir, la integraciéon en un locus
diana predeterminado, se incrementa por las capacidades aumentadas de recombinacion homologa de la célula
huésped.

Las secuencias de ADN flanqueantes homélogas en el vector de clonacion, que son homélogas al locus diana, se
derivan de un locus altamente expresado, lo que significa que se derivan de un gen que es capaz de un alto nivel de
expresion en la célula huésped. Un gen capaz de un alto nivel de expresion, es decir, un gen altamente expresado,
se define aqui como un gen, cuyo ARNm puede constituir al menos 0,5% (p/p) del ARNm celular total, p. €j., bajo
condiciones inducidas o, alternativamente, un gen cuyo producto génico puede constituir al menos el 1% (p/p) de la
proteina celular total o, en el caso de un producto génico secretado, puede secretarse a un nivel de al menos 0,1 g/l.

Una construccion de acido nucleico o vector de expresion pueden ensamblarse in vivo en una célula huésped de la
invencioén y, opcionalmente, integrarse en el genoma de la célula en un solo paso (véase, por ejemplo, el documento
W02013/076280).

Mas de una copia de una construccién de acido nucleico o vector de expresién de la invencion puede insertarse en
una célula huésped de hongo filamentoso para aumentar la produccion del polipéptido variante de FRD (sobre-
expresion) codificado por la secuencia de acido nucleico comprendida dentro de la construccién de acido nucleico.
Esto se puede hacer, preferiblemente, integrando en su genoma dos o mas copias del acido nucleico, mas
preferiblemente fijando como objetivo la integracion del acido nucleico en un locus altamente expresado definido
como se defini6 arriba.

Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como
la eleccion de la célula huésped a transformar, el nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Los vectores de
expresion de la invencién puede introducirse en células huésped para producir con ello proteinas o péptidos
codificados por acidos nucleicos tal como se describe en esta memoria (p. €j., una variante de FRD de SEQ ID NO:
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33, por ejemplo, un equivalente o fragmento funcional, o una proteina de fusién que comprende uno o mas de
variantes de este tipo).

Las construcciones de acidos nucleicos y los vectores de la invencién pueden disefiarse para la expresion de
polipéptidos variantes de FRD de la invencion en una célula huésped procariota o célula huésped eucariota.

Una construccién de acido nucleico y/o un vector de expresion de la invencién pueden introducirse en células
procariotas o0 eucariotas mediante técnicas de transformacién o transfeccién convencionales. Tal como se utiliza en
esta memoria, los términos "transformacion" y "transfeccion" pretenden referirse a una diversidad de técnicas
reconocidas en la técnica para introducir acido nucleico extrafio (p. ej., ADN) en una célula huésped bien conocida
por los expertos en la técnica. Se pueden encontrar métodos adecuados para transformar o transfectar células
huésped en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22, ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989), Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology
(1986 ) y en otros manuales de laboratorio.

Las expresiones "equivalentes funcionales" y "variantes funcionales" se utilizan indistintamente en esta memoria.
Equivalentes funcionales de acuerdo con la invencion son fragmentos de acido nucleico aislados que codifican un
polipéptido que exhibe una funcién particular de una variante de FRD tal como se define en esta memoria. Los
equivalentes funcionales, por lo tanto, también abarcan fragmentos biolégicamente activos y quedan abarcados
dentro de la expresion "una variante de FRD" de la invencion.

Preferiblemente, un equivalente funcional de la invencién comprende una o0 mas de las sustituciones descritas en
esta memoria. Sin embargo, un equivalente funcional puede comprender una o mas modificaciones, ademas de las
sustituciones arriba descritas.

Equivalentes de acido nucleico funcionales pueden contener tipicamente mutaciones silenciosas 0 mutaciones que
no alteran la funcién bioldgica del polipéptido variante de FRD codificado. Por consiguiente, la invencion proporciona
moléculas de acido nucleico que codifican una proteina variante de FRD que contiene cambios en los residuos
aminoacidos que no son esenciales para una actividad biolégica particular, es decir, actividad de FRD.

Equivalentes funcionales de este tipo de las proteinas variantes de FRD difieren en la secuencia de aminoéacidos de
la secuencia variante de FRD original de la que se derivan pero conservan al menos una actividad biolégica de la
misma, preferiblemente retienen al menos actividad de FRD. La persona experta reconocera que pueden
introducirse cambios por mutacion en las secuencias de nucleétidos de acuerdo con la invencién, lo que conduce a
cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina resultante sin alterar sustancialmente la funcién de dicha
proteina.

En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina, en donde la proteina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de referencia (es decir, SEQ ID NO: 33).

Por consiguiente, un equivalente funcional de una variante de FRD de la invencion es preferiblemente una proteina
gue comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % o
mas de identidad con la secuencia de polipéptidos de referencia de SEQ ID NO: 33, y tipicamente también retiene al
menos una actividad funcional del polipéptido de referencia.

Polipéptidos de FRD variantes de la invencion pueden identificarse, p. ej., mediante el rastreo de colecciones de
mutantes, p. ej., mutantes de sustitucion, de un polipéptido de referencia adecuado. Los mutantes candidatos
pueden rastrearse en funcion de su capacidad para aumentar la produccion de acido dicarboxilico, tal como la
produccién de acido succinico, cuando se expresan en una célula huésped (en comparacién con una célula huésped
correspondiente que expresa el polipéptido de referencia).

Fragmentos de un &cido nucleico de acuerdo con la invencién pueden comprender o consistir en secuencias que no
codifican polipéptidos funcionales. Dichos acidos nucleicos pueden funcionar como sondas o cebadores para una
reaccion PCR.

Los acidos nucleicos de acuerdo con la invencion, independientemente de que codifiquen polipéptidos funcionales o
no funcionales se pueden utilizar como sondas de hibridacion o cebadores de la reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR). Los usos de las moléculas de acido nucleico de la presente invencién que no codifican un
polipéptido que tiene actividad FRD incluyen, entre otros, (1) hibridacion in situ (p. ej., FISH) a extensiones
cromosomicas de metafase para proporcionar la ubicacion cromosomica precisa de un gen que codifica FRD tal
como se describe en Verma et al.,, Human Chromosomes: a Manual of Basic Techniques, Pergamon Press, Nueva
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York (1988); (2) andlisis de transferencia Northern para detectar la expresion de ARNm de FRD en tejidos y/o
células especificos; y (3) sondas y cebadores que pueden utilizarse como una herramienta de diagndstico para
analizar la presencia de un acido nucleico hibridable con una sonda o cebador de este tipo en una muestra biolégica
(p. €j., tejido) dada.

Variantes de una enzima FRD de referencia dada se pueden obtener mediante el siguiente procedimiento estandar:

- Mutagénesis (propensa a errores, oligo dopada, oligo reforzada) o sintesis de variantes

- Transformacion en, por ejemplo, S. cerevisiae

- Cultivo de transformantes, seleccién de transformantes

- Expresion en, por ejemplo, S. cerevisiae

- Rastreo primario, por ejemplo sobre la base de la produccion de acido dicarboxilico

- ldentificacién de una variante mejorada (por ejemplo, en relacion con la especificidad para el co-factor
alterada)

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para producir una variante de polipéptido de FRD de acuerdo
con la invenciéon, método que comprende:

a) seleccionar un polipéptido de FRD de referencia que tenga la secuencia establecida en SEQ ID NO: 33;

b) sustituir al menos un residuo aminoacido correspondiente a cualquiera de

1042, 1071, 1072, 1082 o 108,

definiéndose dichas posiciones con referencia a SEQ ID NO: 33;

c) opcionalmente sustituir uno o mas aminoacidos adicionales tal como se define en b), en donde el
polipéptido variante tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 33;

d) preparar la variante resultante de las etapas a)-c);

e) determinar una propiedad de la variante, por ejemplo tal como se establece en los Ejemplos; y

f) seleccionar una variante con una propiedad alterada en comparacion con el polipéptido de FRD de
referencia.

En otra realizacion, la invencién presenta células huésped, p. €j., células huésped transformadas o células huésped
recombinantes, que contienen un acido nucleico, una construccion de acido nucleico o un vector de la invencion.
Una "célula huésped" o "célula recombinante" de acuerdo con la invencién es tipicamente una célula en la que (o en
la que un antepasado de la misma) se ha introducido, mediante técnicas de ADN recombinante, un acido nucleico de
acuerdo con la invencién, es decir, un acido nucleico que codifica una FRD de la invencidon. En el contexto de la
presente invencion, una "célula huésped" de acuerdo con la invencién o un parental de dicha célula huésped puede
ser cualquier tipo de célula huésped.

Una célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula huésped
es una célula eucariota o una célula procariota. Por consiguiente, tanto en células procariotas como eucariotas se
incluyen, p. ej., bacterias, hongos, levadura, y similares, especialmente preferidas son células de levaduras, por
ejemplo, S. cerevisiae K. lactis. Las células huésped también incluyen, pero no se limitan a lineas celulares de
mamiferos, tales como CHO, VERO, BHK, HelLa, COS, MDCK, 293, 3T3, WI38 y lineas celulares del plexo coroideo.

La invencion proporciona, por lo tanto, un método para producir una FRD, método que comprende cultivar una célula
huésped tal como se describe en esta memoria bajo condiciones adecuadas para la produccion de la FRD vy,
opcionalmente, recuperar la FRD. Tipicamente, la célula huésped es capaz de producir un acido dicarboxilico, tal
como acido succinico.

La célula huésped puede ser una célula procariota. Preferiblemente, la célula huésped procariota es una célula
bacteriana. El término "célula bacteriana" incluye microorganismos tanto Gram-negativos como Gram-positivos.
Bacterias adecuadas pueden pertenecer, por ejemplo, a Mannheimia, tal como M. succiniciproducens,
Actinobacillus, tal como A. succinogenes, Anaerobiospirillum, Bacteroides, Succinimonas, Escherichia, tal como E.
coli.

Una célula huésped de acuerdo con la invencién puede ser una célula huésped eucariota. Preferiblemente, la célula
eucariota es una célula de mamifero, insecto, planta, hongo o alga. Mas preferiblemente, la célula eucariota es una
célula fungica. Una célula flngica adecuada puede pertenecer, por ejemplo, a los géneros Saccharomyces,
Aspergillus, Penicillium, Pichia, Kluyveromyces, Yarrowia, Candida, Hansenula, Humicola, Issatchenkia,
Torulaspora, Trichosporon, Brettanomyces, Rhizopus, Zygosaccharomyces, Pachysolen o Yamadazyma. Una célula
fungica puede pertenecer, por ejemplo, a una especie de Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum,
Saccharomyces bayanus, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Pichia stipidis, Kluyveromyces marxianus, K.
lactis, K. thermotolerans, Yarrowia lipolynsis, Candida sonorensis, Candida kruisel, C. glabrata, Hansenula
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polymorpha, Issatchenkia orientalis, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, Rhizopus oryzae o
Zygosaccharomyces bailii. En una realizacién, una célula fingica en el procedimiento de la presente invencion es
una levadura, por ejemplo perteneciente a una Saccharomyces sp., tal como un Saccharomyces cerevisiae.

Ejemplos de células de levadura huésped especifica incluyen C. sonorensis, K. marxianus, K. thermotolerans, C.
methanesorbosa, Saccharomyces bulderi (S. bulderi), I. orientalis, C. lambica, C. sorboxylosa, C. zemplinina, C.
geochares, P. membranifaciens, Z. kombuchaensis, C. sorbosivorans, C. vanderwaltii, C. sorbophila, Z. bisporus, Z.
lentus, Saccharomyces bayanus (S. bayanus), D. castellii, C. boidinii, C. etchellsii, K. lactis, P. jadinii, P. anomala,
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), Pichia galeiformis, Pichia sp. YB-4149 (designacién NRRL), Candida
ethanolica, P. deserticola, P. membranifaciens, P. fermentans y Saccharomycopsis crataegensis (S. crataegensis).
Cepas adecuadas de K. marxianus y C. sonorensis incluyen las descritas en los documentos WO 00/71738 A1, WO
02/42471 A2, WO 03/049525 A2, WO 03/102152 A2 y WO 03/102201A2. Cepas adecuadas de |. orientalis son la
cepa ATCC 32196 y la cepa ATCC PTA-6648. En la invencién, la célula huésped puede ser un Crabtree negativo
como una cepa de tipo salvaje. El efecto Crabtree se define como la aparicion de metabolismo fermentativo en
condiciones aerobias debido a la inhibicion del consumo de oxigeno por parte de un microorganismo cuando se
cultiva a altas tasas de crecimiento especificas (efecto a largo plazo) o en presencia de altas concentraciones de
glucosa (efecto a corto plazo). Los fenotipos Crabtree negativos no exhiben este efecto y, por lo tanto, pueden
consumir oxigeno incluso en presencia de altas concentraciones de glucosa o con altas tasas de crecimiento.

Ademas de un acido nucleico que codifica un polipéptido variante de FRD de la invencién, una célula huésped de la
invencion puede sobre-expresar una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia que codifica una o
mas de una piruvato carboxilasa, una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, una malato deshidrogenasa, una fumarasa,
una isocitrato liasa, una malato sintasa y un transportador de acido dicarboxilico. Preferiblemente, cuando una o mas
de estas enzimas se sobre-expresan, son activas en el citosol.

Por lo tanto, una célula huésped de la invencién puede sobre-expresar una secuencia de nucleétidos homdloga o
heterdloga adecuada que codifica una enzima endégena y/o heteréloga que cataliza una reaccion en la célula que
da como resultado un flujo incrementado hacia un acido dicarboxilico tal como acido malico, acido fumarico y/o acido
succinico.

Una célula huésped de la invencién puede sobre-expresar una secuencia de acido nucleico endégena o heteréloga
tal como se describe mas adelante en esta memoria.

Una célula huésped puede sobre-expresar una piruvato carboxilasa (PYC) que cataliza la reacciéon de piruvato a
oxaloacetato (EC 6.4.1.1). La piruvato carboxilasa puede, por ejemplo, ser activa en el citosol tras la expresion del
gen. La célula huésped puede sobre-expresar una piruvato carboxilasa enddégena o heterdloga que se sobre-
expresa.

Preferiblemente, una célula huésped de la invencién expresa una secuencia de nucleétidos que codifica una
fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinasa en el citosol. Preferiblemente, se sobre-expresa una secuencia de
nucleétidos que codifica una fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinasa. La PEP carboxiquinasa (EC 4.1.1.49) es
preferiblemente una enzima heteréloga, preferiblemente derivada de bacterias, mas preferiblemente la enzima que
tiene actividad de PEP carboxiquinasa se deriva de Escherichia coli, Mannheimia sp., Actinobacillus sp., o
Anaerobiospirillum sp., mas preferiblemente Mannheimia succiniciproducens. Un gen que codifica una PEP
carboxiquinasa puede sobre-expresarse y puede expresarse y ser activo en el citosol de una célula fangica.
Preferiblemente, una célula de levadura de acuerdo con la presente invencion se modifica genéticamente con una
PEP carboxiquinasa que tiene al menos 80, 85, 90, 95, 99 o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1).

En otra realizacion, la célula huésped de la invencidn sobre-expresa una piruvato carboxilasa (PYC), que cataliza la
reaccion de piruvato a oxaloacetato (EC 6.4.1.1). Preferiblemente, la piruvato carboxilasa es activa en el citosol tras
la expresion del gen. Preferiblemente, se sobre-expresa una piruvato carboxilasa enddégena u homéloga.
Preferiblemente, una célula huésped de acuerdo con la presente invencion se modifica genéticamente con una
piruvato carboxilasa que tiene al menos 80, 85, 90, 95, 99 o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2).

En una realizacion, una célula huésped se modifica con un &cido nucleico que comprende una secuencia que
codifica una malato deshidrogenasa (MDH) activa en el citosol tras la expresion del acido nucleico. La expresién
citosdlica se puede obtener por delecién de una sefial de fijacion de objetivo peroxisomal. La malato deshidrogenasa
puede ser sobre-expresada. Una MDH citosdlica puede ser cualquier malato deshidrogenasa homéloga o heteréloga
adecuada, catalizando la reaccion de oxaloacetato a malato (EC 1.1.1.37), por ejemplo derivada de S. cerevisiae.
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Preferiblemente, la MDH es MDH3 de S. cerevisiae, mas preferiblemente una que tiene una delecién SKL C-terminal
de manera que es activa en el citosol. Preferiblemente, una célula huésped de acuerdo con la presente invencion
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una malato deshidrogenasa que tiene al menos 70%,
preferiblemente al menos 75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99% o 100% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 4.

En otra realizacién, una célula huésped de la presente divulgacion se modifica con un gen que codifica una
fumarasa, que cataliza la reaccion de acido malico para dar acido fumarico (EC 4.2.1.2). Un acido nucleico que
comprende una secuencia que codifica una fumarasa puede derivarse de cualquier origen adecuado,
preferiblemente de origen microbiano, por ejemplo, una levadura tal como Saccharomyces o un hongo filamentoso,
tal como Rhizopus oryzae, o una bacteria tal como Escherichia coli. Una célula huésped de la presente invencion
puede sobre-expresar una secuencia de nucledtidos que codifica una fumarasa. La fumarasa puede ser activa en el
citosol tras la expresion de la secuencia de nucleétidos, por ejemplo eliminando una sefial de fijacién de objetivo
peroxisomal.

Preferiblemente, una célula huésped de la presente invencion sobre-expresa una secuencia de nucledtidos que
codifica una fumarasa que tiene al menos 70%, preferiblemente al menos 75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98 o
99% o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO: 6.

Una célula huésped de acuerdo con la invencion puede expresar una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina transportadora de acido dicarboxilico, preferiblemente una proteina transportadora de acido malico (MAE)
en el citosol. Preferiblemente, la proteina transportadora de acido dicarboxilico se sobre-expresa. Una proteina
transportadora de &cido dicarboxilico puede ser cualquier proteina homoéloga o heterdloga adecuada.
Preferiblemente, la proteina transportadora de acido dicarboxilico es una proteina heter6loga. Una proteina
transportadora de &acido dicarboxilico puede derivarse de cualquier organismo adecuado, preferiblemente de
levadura u hongos, tales como Schizosaccharomyces pombe o Aspergillus niger. Preferiblemente, una proteina
transportadora de acido dicarboxilico es una proteina transportadora de acido malico (MAE) que tiene al menos 80,
85, 90, 95 0 99% 0 100% de identidad de secuencia con el aminoacido codificado por la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 5).

Una célula huésped de la invencién puede sobre-expresar un acido nucleico que comprende una secuencia que
codifica una isocitrato liasa (EC 4.1.3.1), que puede ser cualquier enzima heter6loga u homéloga adecuada. La
isocitrato liasa puede obtenerse, por ejemplo, de Kluyveromyces lactis o Escherichia coli.

Una célula fungica modificada genéticamente puede sobre-expresar adicionalmente un acido nucleico que
comprende una secuencia que codifica una malato sintasa (EC 2.3.3.9). La malato sintasa puede ser sobre-
expresada y/o activa en el citosol, por ejemplo, por deleciéon de una sefial de fijacion de objetivo peroxisomal. En el
caso de la malato sintasa es una malato sintasa de S. cerevisiae , por ejemplo, la malato sintasa nativa se altera por
la delecién de la secuencia de SKL carboxi-terminal.

En otra realizacién, una célula huésped de la invencién puede comprender una disrupcion de un gen que codifica
una enzima de la via de fermentacion de etanol. Un gen que codifica una enzima de una via de fermentacion de
etanol puede ser piruvato descarboxilasa (EC 4.1.1.1), que cataliza la reaccion de piruvato para dar acetaldehido, o
alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1), que cataliza la reaccién de acetaldehido para dar etanol. Preferiblemente, una
célula huésped de la invencién comprende una disrupcién de uno, dos 0 mas genes que codifican una alcohol
deshidrogenasa. En el caso de que la célula fingica sea una levadura, p. €j., S. cerevisiae, la levadura comprende
preferiblemente una disrupcion de uno o mas genes de alcohol deshidrogenasa (adhl, adh2, adh3, adh4, adh5).

Alternativamente o ademas, la célula huésped de la invencién puede comprender al menos un gen que codifica la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa que no es funcional. Un gen glicerol-3-fosfato deshidrogenasa que no es funcional
se utiliza en esta memoria para describir una célula eucariota, que comprende una actividad reducida de glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa, por ejemplo por mutacién, disrupcién o delecion del gen que codifica glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, lo que resulta en una formacién disminuida de glicerol en comparacién con una célula de tipo
salvaje.

La expresion citosdlica de las enzimas arriba descritas puede obtenerse mediante la delecién de una sefial de
fijacion de objetivo peroxisomal o mitocondrial. La presencia de una sefial de fijacién de objetivo peroxisomal o
mitocondrial puede determinarse, por ejemplo, mediante el método descrito por Schluter et al., Nucleid Acid
Research 2007, 35, D815-D822.
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Tal como se utiliza en esta memoria, una levadura genéticamente modificada de acuerdo con la presente invencion
se define como una célula que contiene, o se transforma o modifica genéticamente con o una secuencia de
nucleétidos o un polipéptido que no se produce de forma natural en la célula de levadura, o contiene una copia
adicional o copias adicionales de una secuencia de acido nucleico endégeno, o contiene una delecién o disrupcién
de una secuencia de nucleétidos endégena u homdloga. Una célula eucariota de tipo salvaje se define en esta
memoria como la célula parental de la célula recombinante.

Tal como se utilizan en esta memoria, el término "gen" y la expresién "gen recombinante” se refieren a moléculas de
acido nucleico que incluyen un marco de lectura abierto que codifica una variante de FRD u otra enzima tal como se
describe en esta memoria. Un gen puede incluir secuencias codificantes, secuencias no codificantes, intrones y
secuencias reguladoras. Es decir, un "gen", tal como se utiliza en esta memoria, puede referirse a una molécula de
acido nucleico aislada tal como se define en esta memoria. Por consiguiente, el término "gen", en el contexto de la
presente solicitud, no se refiere Gnicamente a secuencias que se producen de forma natural.

El término "enddgeno”, cuando se utiliza para indicar la relaciébn entre una molécula de &cido nucleico
(recombinante) o polipéptido dado y un organismo huésped o célula huésped dado, significa que en la naturaleza la
molécula de acido nucleico o polipéptido es producida por una célula huésped u organismo de la misma especie,
preferiblemente de la misma variedad o cepa.

El término "heterdlogo” cuando se utiliza con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o una proteina se refiere a
un acido nucleico o una proteina que no se produce de forma natural como parte del organismo, célula, genoma o
secuencia de ADN o ARN en el cual esta presente, o que se encuentra en una célula o ubicacion o ubicaciones en el
genoma o la secuencia de ADN o ARN que difieren de aquellos en la que se encuentra en la naturaleza. Los acidos
nucleicos o las proteinas heter6logos no son endogenos a la célula en la que se introducen, sino que se han
obtenido de otra célula o se han producido de forma sintética o recombinante.

La invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de un &cido dicarboxilico. La expresién "acido
dicarboxilico" y el término "dicarboxilato”, al igual que "acido succinico" y "succinato”, tienen el mismo significado en
esta memoria y se utilizan indistintamente, siendo el primero la forma hidrogenada de este Gltimo.

De acuerdo con la invencidn, se proporciona, por lo tanto, un método para la produccién de un acido dicarboxilico,
tal como acido succinico, método que comprende fermentar una célula huésped segun se describe en esta memoria
bajo condiciones adecuadas para la produccién de un &cido dicarboxilico, tal como &cido succinico vy,
opcionalmente, recuperar el acido dicarboxilico, tal como el acido succinico.

En el procedimiento, una célula huésped se fermenta en un recipiente que comprende un medio de fermentacion
adecuado. El término fermentar, fermentacion o fermentado, y similares, tal como se utiliza en esta memoria, se
refiere a la produccion microbiana de compuestos, aqui acidos dicarboxilicos a partir de hidratos de carbono.

Preferiblemente, el producto de fermentacion es un acido dicarboxilico, preferiblemente acido malico, acido fumarico
0 acido succinico o acido adipico, preferiblemente acido succinico.

Una fermentacion por lotes se define en esta memoria como una fermentacién en la que todos los nutrientes se
afiaden al comienzo de una fermentacion.

Una fermentacion semicontinua es una fermentacion por lotes en la que se afiaden los nutrientes durante la
fermentacion. Los productos en una fermentaciéon por lotes y semicontinua pueden cosecharse en un momento
adecuado, por ejemplo, cuando uno 0 mas nutrientes se agotan.

Una fermentacién continua es una fermentacién en la que los nutrientes se afiaden continuamente a la fermentacion
y en la que los productos se separan continuamente de la fermentacion.

En una realizacion, la fermentacion de la célula huésped en el procedimiento de la invencion se lleva a cabo bajo
condiciones limitantes de hidratos de carbono. Tal como se utiliza en esta memoria, las condiciones limitantes de
hidratos de carbono se definen como mantener la concentracion de hidratos de carbono por debajo de 10 g/l, por
ejemplo, aproximadamente 5 g/I.

El procedimiento para la producciéon de acido dicarboxilico de acuerdo con la presente invencion puede llevarse a
cabo en cualquier volumen y escala adecuados, preferiblemente a escala industrial. La escala industrial se define en
esta memoria como un volumen de al menos 10 o 100 litros, preferiblemente al menos 1 metro cubico,
preferiblemente al menos 10 o 100 metros cubicos, preferiblemente al menos 1000 metros cubicos, habitualmente
por debajo de 10.000 metros cubicos.
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La fermentacion de la célula huésped en el procedimiento de la invencion se puede llevar a cabo en cualquier medio
de fermentacion adecuado que comprenda una fuente de nitrégeno adecuada, hidratos de carbono y otros nutrientes
requeridos para el crecimiento y la produccién de un &cido dicarboxilico en el procedimiento de la invencion. Un
hidrato de carbono adecuado en el procedimiento de fermentacion de acuerdo con la invencion puede ser glucosa,
galactosa, xilosa, arabinosa, sacarosa o maltosa.

En una realizacion, el procedimiento de fermentacién se lleva a cabo bajo una presién parcial de CO2de entre 5% y
60%, preferiblemente de aproximadamente 50%.

El pH durante el procedimiento para la produccién de acido dicarboxilico disminuye habitualmente durante la
produccion del acido dicarboxilico. Preferiblemente, el pH en el procedimiento para la produccién de acido
dicarboxilico varia entre 1y 5, preferiblemente entre 1,5 y 4,5, mas preferiblemente entre 2 y 4.

En otra realizaciéon preferida, el procedimiento de acuerdo con la presente invencién comprende una etapa de
precultivar la célula huésped bajo condiciones aerobias en presencia de un hidrato de carbono. Preferiblemente, la
fermentacion de la célula huésped durante el precultivo se lleva a cabo a un pH de entre 4 y 6. Preferiblemente, el
hidrato de carbono durante el precultivo es un hidrato de carbono no represivo, preferiblemente galactosa. Se ha
encontrado ventajoso precultivar células huésped en un hidrato de carbono no represivo, ya que esto evita que se
produzca la represion de la glucosa, lo cual puede influir negativamente en la cantidad de biomasa producida.
Ademas, se ha encontrado que una etapa de precultivar células huésped en condiciones aerobias da como
resultado un mayor rendimiento de biomasa y un crecimiento mas rapido. Preferiblemente, el precultivo se lleva a
cabo en modo por lotes.

Tipicamente se lleva a cabo una etapa de propagacion para producir biomasa incrementada, preferiblemente bajo
condiciones limitantes de hidratos de carbono.

Se puede llevar a cabo un procedimiento para producir un acido dicarboxilico a cualquier temperatura adecuada.
Una temperatura adecuada puede ser, por ejemplo, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 grados
centigrados, por ejemplo, entre aproximadamente 15 y aproximadamente 30 grados centigrados.

El procedimiento para la produccién de un &cido dicarboxilico puede comprender, ademas, recuperar el acido
dicarboxilico. La recuperacion del acido dicarboxilico puede llevarse a cabo por cualquier método adecuado.

En una realizacién, un acido dicarboxilico que se produce en un procedimiento tal como se describe en esta
memoria se recupera del medio de fermentacion. La recuperacion de un acido dicarboxilico puede llevarse a cabo
mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica, por ejemplo mediante cristalizacién, precipitacion con
amonio, tecnologia de intercambio idnico, centrifugacion o filtracion o cualquier combinacién adecuada de estos
métodos.

En una realizacién preferida, la recuperacion de acido dicarboxilico comprende cristalizar el acido dicarboxilico y
formar cristales de acido dicarboxilico. Preferiblemente, la cristalizacién del acido dicarboxilico comprende separar
parte del medio de fermentacion, preferiblemente por evaporacion, para obtener un medio concentrado.

De acuerdo con la presente invencion, un acido dicarboxilico, tal como &cido succinico, se puede recuperar
mediante cristalizacion del acido dicarboxilico, tal como acido succinico, a partir de una solucién acuosa que tiene un
pH de entre 1 y 5 y que comprende acido succinico, que comprende evaporar parte de la soluciéon acuosa para
obtener una solucién concentrada, reducir la temperatura de la solucién concentrada a un valor de entre 5 y 35
grados centigrados, en donde se forman cristales de acido succinico. Preferiblemente, la cristalizacion comprende
llevar la temperatura del medio concentrado a una temperatura de entre 10 y 30 grados centigrados, preferiblemente
entre 15 y 25 grados centigrados. Preferiblemente, el medio de fermentacién tiene un pH de entre 1,5 y 4,5,
preferiblemente entre 2 y 4.

Se ha encontrado que la cristalizacion de un acido dicarboxilico, tal como acido succinico, a temperaturas mas altas,
tales como entre 10 y 30 grados centigrados da como resultado cristales de un acido dicarboxilico, tal como el acido
succinico, con una menor cantidad de impurezas tales como &cido organico, proteina, color y/u olor, que cristales de
un acido dicarboxilico, tal como acido succinico, que se cristalizaron a una temperatura baja por debajo de 10
grados.

Otra ventaja de cristalizar acido succinico a una temperatura mas alta es que requiere una menor cantidad de
energia para enfriar la solucién acuosa en comparacién con un procedimiento en el que la cristalizacion del acido
dicarboxilico se lleva a cabo por debajo de 10 o 5 grados centigrados, dando como resultado un procedimiento mas
economico y sostenible.
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Preferiblemente, la cristalizacion del acido dicarboxilico, tal como acido succinico, comprende una etapa de lavar los
cristales de acido dicarboxilico. El acido dicarboxilico, tal como acido succinico, puede cristalizarse directamente a
partir del medio de fermentacion que tiene un pH entre 1 y 5 a una pureza de al menos 90% p/p, preferiblemente al
menos 95, 96, 97 o al menos 98%, 0 99 a 100% p/p.

Preferiblemente, la recuperacion del acido dicarboxilico, preferiblemente acido succinico, comprende separar la
biomasa del medio de fermentacion y cristalizar el acido dicarboxilico, preferiblemente cristalizar como se describe
arriba en esta memoria. Preferiblemente, la separacion de biomasa se lleva a cabo por filtracion.

En una realizacién preferida, el procedimiento para la produccion de un acido dicarboxilico comprende, ademas,
utilizar el acido dicarboxilico en un proceso industrial. Un proceso industrial para un acido dicarboxilico puede ser la
aplicacién como un aditivo cosmético, agente de deshielo, aditivo alimentario o como un bloque de construccién para
(bio)polimeros.

En una realizacion preferida, el medio de fermentacion comprende una cantidad de acido succinico de entre 1y 150
g/l, preferiblemente entre 5 y 100 g/l, mas preferiblemente entre 10 y 80 g/l o entre 15 y 60 g/l de acido succinico. En
cualquier caso, una célula huésped de la invencién sera capaz tipicamente de acumular mas acido succinico en el
medio de fermentacion en comparacién con una célula huésped equivalente que exprese el polipéptido de
referencia.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para cristalizar acido succinico a partir de una
solucién acuosa que tiene un pH entre 1 y 5 y que comprende acido succinico, que comprende separar parte de la
solucién acuosa por evaporacion para obtener una solucién concentrada, y llevar la temperatura de la solucién
concentrada a un valor de entre 10 y 30 grados centigrados, en donde se forman cristales de acido succinico.
Preferiblemente, la cristalizacién comprende llevar la temperatura de la solucién concentrada entre 15 y 25 grados
centigrados, preferiblemente entre 18 y 22 grados centigrados. Preferiblemente, la solucién acuosa tiene un pH de
entre 1,5 y 4,5, preferiblemente entre 2 y 4. La solucién acuosa puede ser cualquier solucién adecuada que
comprenda acido succinico. La solucién acuosa puede comprender constituyentes solubles y constituyentes
insolubles, tales como (fragmentos de) células microbianas, proteinas, biomasa vegetal, lignocelulosa, celulosa y
similares. Preferiblemente, la solucién acuosa es un medio de fermentacién, preferiblemente un medio de
fermentacién obtenible por un procedimiento para la producciéon de un acido dicarboxilico tal como se describe en
esta memoria.

Preferiblemente, el acido dicarboxilico, tal como acido succinico, que se prepara en el procedimiento de acuerdo con
la presente invencién se convierte adicionalmente en un producto deseable. Un producto deseable puede ser, por
ejemplo, un polimero, tal como acido polibutileno succinico (PBS), un agente de deshielo o un tensioactivo. Es decir,
la invencién proporciona un método para la producciéon de un producto, por ejemplo un polimero, tal como acido
polibutileno succinico (PBS), un agente de deshielo o un tensioactivo, método que comprende: producir un acido
carboxilico tal como se describe en esta memoria; y utilizar dicho acido dicarboxilico en la produccién de dicho
producto.

Para el propésito de esta invencion, se define aqui que, con el fin de determinar el porcentaje de identidad de
secuencia de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acidos nucleicos, las secuencias se alinean
para propositos de comparacion optima. Con el fin de optimizar el alineamiento entre las dos secuencias, se pueden
introducir huecos en cualquiera de las dos secuencias que se comparan. Un alineamiento de este tipo puede
llevarse a cabo a lo largo de toda la longitud de las secuencias que se comparan. Alternativamente, el alineamiento
puede llevarse a cabo a lo largo de una longitud mas corta, por ejemplo, mas de aproximadamente 20,
aproximadamente 50, aproximadamente 100 o mas acidos nucleicos/bases o aminoacidos. La identidad de
secuencia es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias a lo largo de la region alineada
resefiada.

Técnicas genéticas estandares, tales como la sobre-expresién de enzimas en las células huésped, la modificacion
genética de células huésped o técnicas de hibridacion, son métodos conocidos en la técnica tales como los descritos
en Sambrook y Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3?2 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, o F. Ausubel et al., Eds., "Current protocols in molecular biology", Green
Publishing y Wiley Interscience, Nueva York (1987). Métodos para la transformacion, la modificacion genética, etc.
de células huésped flngicas se conocen, p. €j., de los documentos EP-A-0 635 574, WO 98/46772, WO 99/60102 y
WO 00/37671, WO 90/14423 , EP-A-0481008, EP-A- 0 635 574 y US 6.265.186.

Una comparacién de secuencias y la determinacién del porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias
se puede lograr utilizando un algoritmo matematico. La persona experta sera consciente del hecho de que estan
disponibles varios programas de computadora diferentes para alinear dos secuencias y determinar la identidad entre
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dos secuencias (Kruskal, J. B. (1983) Una vision general de la comparacion de secuencias en D. Sankoff y J. B.
Kruskal, (ed.), Time warps, string edits and macromolecules: the theory and practice of sequence comparison, pags.
1-44 Addison Wesley). El porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos
secuencias de nucleétidos puede determinarse utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch para el alineamiento
de dos secuencias. (Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). El algoritmo puede alinear
tanto las secuencias de aminoacidos como las secuencias de nucle6tidos. El algoritmo de Needleman-Wunsch se ha
implementado en el programa informatico NEEDLE. Para el propésito de esta invencién, se utilizé el programa
NEEDLE del paquete EMBOSS (version 2.8.0 o superior, EMBOSS: The European Molecular Biology Open
Software Suite (2000) Rice, P. Longden, |. y Bleashy, A. Trends in Genetics 16, (6) pags. 276-277,
http://emboss.bioinformatics.nl/). Para secuencias de proteinas se utiliza EBLOSUMG62 para la matriz de sustitucion.
Para la secuencia de nucledtidos se utiliza EDNAFULL. Los parametros opcionales utilizados son una penalizacion
de apertura de hueco de 10 y una penalizacién de extensién de hueco de 0,5. La persona experta apreciara que
todos estos parametros diferentes produciran resultados ligeramente diferentes, pero que el porcentaje de identidad
global de dos secuencias no se altera significativamente cuando se utilizan algoritmos diferentes.

Después del alineamiento por el programa NEEDLE tal como se describe arriba, el porcentaje de identidad de
secuencia entre una secuencia de consulta y una secuencia de la invencién se calcula de la siguiente manera:
namero de posiciones correspondientes en el alineamiento que muestran un aminoacido idéntico o un nucleétido
idéntico en ambas secuencias, dividido por la longitud total del alineamiento después de restar el nUmero total de
huecos en el alineamiento. La identidad definida en esta memoria se puede obtener de NEEDLE utilizando la opcion
NOBRIEF y se marca en la salida del programa como "identidad mas larga".

Las secuencias de acido nucleico y proteinas de la presente invencién pueden utilizarse adicionalmente como una
"secuencia de consulta" para realizar un rastreo frente a bases de datos publicas, por ejemplo, para identificar otros
miembros de la familia o secuencias relacionadas. Dichos rastreos se pueden realizar utilizando los programas
NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. Los rastreos de nucledétidos
BLAST se pueden realizar con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de palabra = 12 para obtener
secuencias de nucledtidos homologas a las moléculas de acido nucleico de la invencion. Los rastreos de proteinas
BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para obtener
secuencias de aminoacidos homélogas a las moléculas de proteina de la invencién. Para obtener alineamientos
separados para fines de comparacion, se puede utilizar BLAST con huecos tal como se describe en Altschul et al.,
(1997) Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y BLAST con huecos, se
pueden utilizar los parametros por defecto de los respectivos programas (p. €j., XBLAST y NBLAST). Véase la
pagina web del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Una referencia en esta memoria a un documento de patente u otra materia que se proporciona como técnica anterior
no debe tomarse como una admisién de que ese documento 0 materia era conocido o que la informacion que
contiene era parte del conocimiento general comin como la fecha de prioridad de cualquiera de las reivindicaciones.

La divulgacion de cada una de las referencias recogidas en esta memoria se incorpora en esta memoria como
referencia en su totalidad.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos:
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Construccién de la cepa SUC-1099

Generacion de fragmentos de PCR

Los fragmentos de PCR se generaron utilizando ADN polimerasa Phusion (New England Biolabs, EE.UU.) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 se utilizaron para generar el fragmento 1
de PCR que consiste en el sitio de integracion INT59 5', utilizando ADN gendémico de la cepa Saccharomyces
cerevisiae cepa CEN.PK 113-7D (MATa HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC?2), descrito por Daran-Lapujade et al.,
(FEMS Yeast Res (2003) 4: 285-296) como molde.

El fragmento 2 de PCR se generd utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO:
12, utilizando SEQ ID NO: 1 como molde. La SEQ ID NO: 1 codifica fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCKa) de
Actinobacillus succinogenes tal como se describe en la solicitud de patente W02009/065780. Esta secuencia
sintética, que incluye la secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos los sitios de restriccion apropiados, fue
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sintetizada por DNA 2.0 (Menlo Park, California, EE.UU.). La secuencia del gen fue optimizada en un par de
codones para la expresion en S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen
sintético esta bajo el control de (0 estd enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el
promotor TPI1 controla la expresion del gen PCKa. La terminacion adecuada se controla mediante una secuencia de
terminador de S. cerevisiae, es decir, el terminador GND2.

El fragmento 3 de PCR se generé utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO:
14, utilizando SEQ ID NO: 2 como molde. La SEQ ID NO: 2 codifica piruvato carboxilasa (PYC2) de Saccharomyces
cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2009/065780. Esta secuencia sintética, que incluye la
secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos los sitios de restriccion apropiados, fue sintetizada por DNA 2.0
(Menlo Park, California, EE. UU.). La secuencia del gen fue optimizada en un par de codones para la expresion en
S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen sintético esta bajo el control de
(o esta enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el promotor PGK1 controla la expresion
del gen PYC2. La terminacién adecuada se controla mediante una secuencia de terminador de S. cerevisiae, es
decir , el terminador ADHL1.

El fragmento 4 de PCR se generd utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO:
16, utilizando SEQ ID NO: 3 como molde. La SEQ ID NO: 3 codifica un marcador de seleccion KanMX funcional en
Saccharomyces cerevisiae que se amplificé a partir del plasmido pUG7-EcoRV. pUG7-EcoRV es una variante del
plasmido pUG6 descrito por Gueldener et al., (Nucleic Acids Res. 1 de julio de 1996; 24(13):2519-24), en el que los
sitios loxP presentes en pUG6 se cambiaron a sitios lox66 y lox71 (Lambert et al., Appl. Environ. Microbiol. Febrero
de 2007; 73(4):1126-35. Epub 1 de diciembre de 2006).

El fragmento 5 de PCR se generé utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO:
18, utilizando SEQ ID NO: 4 como molde. La SEQ ID NO: 4 codifica un supuesto transportador de acido dicarboxilico
de Aspergillus niger tal como se describe en el documento EP2495304. Esta secuencia sintética, que incluye la
secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos los sitios de restriccion apropiados, fue sintetizada por DNA 2.0
(Menlo Park, California, EE.UU.). La secuencia del gen fue optimizada en un par de codones para la expresiéon en S.
cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen sintético esta bajo el control de (o
esta enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir , el promotor ENO1 controla la expresion del
gen DCT_02. La terminacién adecuada se controla mediante una secuencia de terminador de S. cerevisiae, es decir,
el terminador TEF2.

El fragmento 6 de PCR se generd utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO:
20, utilizando SEQ ID NO: 5 como molde. La SEQ ID NO: 5 codifica la malato deshidrogenasa (MDH3) de
Saccharomyces cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO02009/065778. Esta secuencia
sintética, que incluye la secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos sitios de restriccion apropiados, fue
sintetizada por DNA 2.0 (Menlo Park, California, EE.UU.). La secuencia del gen fue optimizada en un par de
codones para la expresion en S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen
sintético esta bajo el control de (o esta enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el
promotor FBAL controla la expresiéon del gen MDH3. La terminacion adecuada se controla mediante una secuencia
de terminador de S. cerevisiae, es decir, el terminador GPML1.

El fragmento 7 de PCR se generd utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO:
22, utilizando SEQ ID NO: 6 como molde. La SEQ ID NO: 6 codifica fumarasa (fumB) de Escherichia coli (EC
4.2.1.2, numero de acceso UniProt P14407). La secuencia del gen fue optimizada en un par de codones para la
expresion en S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. La secuencia sintética,
gue incluye la secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos sitios de restriccion apropiados, fue sintetizada por
DNA 2.0 (Menlo Park, California, EE.UU.). El gen sintético esta bajo el control de (o esta enlazado operativamente a)
un promotor de Kluyveromyces lactis, es decir, el promotor de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa controla la
expresion del gen fumB. La terminacion adecuada se controla mediante una secuencia de terminador de S.
cerevisiae, es decir, el terminador TDH1.

Las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24 se utilizaron para generar el fragmento 8
de PCR que consiste en el sitio de integracion INT59 3', utilizando ADN gendémico de la cepa CEN.PK 113-7D como
molde.

Los fragmentos 1 a 8 de PCR se purificaron utilizando el kit de ADN Clean & Concentrator™-25 (Zymo Research,
Irvine, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Transformaciéon en CEN.PK113-7D con el fin de construir la cepa SUC-1099
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La transformacion en levadura se realizdé por un método conocido por los expertos en la técnica. La cepa de S.
cerevisiae CEN.PK113-7D se transform6 con fragmentos 1 a 8 de PCR purificados. Los fragmentos 2 a 7 de PCR
contenian solapamientos en sus extremos 5 y 3' y fragmentos de PCR 1 y 8 en sus extremos 3' y 5,
respectivamente, de modo que esto permitié la recombinacion homéloga de los ocho fragmentos de PCR. El
extremo 5' del fragmento 1 de PCR y el extremo 3' del fragmento 8 de PCR eran homélogos al locus INT59 y
permitieron la integracién de los ocho fragmentos de PCR en el locus INT59 (véase la Figura 1). Esto dio como
resultado un fragmento lineal que consistia en los fragmentos 1 a 8 de PCR integrados en el locus INT59. Este
método de integracion se describe en la solicitud de patente W0O2013076280. El locus INT59 se encuentra en el
cromosoma Xl, 923 pb aguas abajo de YKR092C y 922 pb aguas arriba de YKR0O93W.

Mezclas de transformacion se colocaron en placas en agar YEPh (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20
gramos de PhytonePeptone, 20 gramos de galactosa, 20 gramos de agar) que contenian 100 ug de G418 (Sigma
Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos) por ml. Después de tres dias de crecimiento a 30°C, los transformantes
individuales se volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenian 20 gramos de galactosa por litro y 100
pg de G418 por ml. La presencia de todos los genes introducidos se confirmé mediante el uso de PCR utilizando
secuencias de cebadores que pueden reasociar las secuencias codificantes de los ORF codificados por SEQ ID NO:
2 a SEQ ID NO: 6. La cepa resultante se denominé SUC-1099.

Eiemplo 2: Transformacién de fumarato reductasa en la cepa SUC-1099 y produccién de acido succinico en
transformantes resultantes

Generacion de fragmentos de PCR

Se generaron fragmentos de PCR utilizando ADN polimerasa Phusion (New England Biolabs, EE.UU.) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26 se utilizaron para generar el fragmento 9
de PCR que consistia en el sitio de integraciéon INT1 5', utilizando ADN genémico de la cepa CEN.PK 113-7D como
molde.

El fragmento 10 de PCR se gener6 utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO:
28, utilizando SEQ ID NO: 7 como plantilla. La SEQ ID NO: 7 codifica un marcador de seleccién de nourseotricina
funcional en Saccharomyces cerevisiae que se amplifico a partir de una version modificada del plasmido pUG7-Nat.
pUG7-Nat es una variante del plasmido pUG6 descrito por Gueldener et al., (Nucleic Acids Res. 1 de julio de 1996;
24(13):2519-24), en el que los sitios loxP presentes en pUG6 se cambiaron a sitios lox66 y lox71 (Lambert et al.,
Appl. Environ. Microbiol. febrero de 2007; 73(4):1126-35. Epub 1 de diciembre de 2006) y en el que el marcador
KanMX fue reemplazado por un marcador de nourseotricina (Goldstein y McCusker, Yeast. Octubre de 1999;
15(14):1541-53).

El fragmento 11 de PCR se generd utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO:
32, utilizando SEQ ID NO: 8 como molde. La SEQ ID NO: 8 codifica fumarato reductasa (FRDg) de Trypanosoma
brucei, tal como se describe en la solicitud de patente W0O2009/065778. Esta secuencia sintética, que incluye la
secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos los sitios de restriccion apropiados, fue sintetizada por DNA 2.0
(Menlo Park, California, EE.UU.). La secuencia del gen fue optimizada en un par de codones para la expresion en S.
cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen sintético esta bajo el control de (o
esta enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH3 controla la expresion del
gen FRDg. La terminacion adecuada se controla mediante una secuencia de terminador de S. cerevisiae, es decir, el
terminador TAL1. Las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30 se utilizaron para
generar el fragmento 12 de PCR que consistia en el sitio de integracion INT1 3, utilizando ADN genémico de la cepa
CEN.PK 113-7D como molde.

Los fragmentos 9 a 12 de PCR se purificaron utilizando el kit de ADN Clean & Concentrator™-25 (Zymo Research,
Irvine, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Transformaciéon en SUC-1099

La transformacion de la levadura se realizé por un método conocido por personas expertas en la técnica. La cepa de
S. cerevisiae CEN.PK113-7D se transformé con los fragmentos 9 a 12 de PCR purificados. Los fragmentos 10 y 11
de PCR contenian solapamientos en sus extremos 5'y 3'y los fragmentos 9 y 12 de PCR contenian solapamientos
en sus extremos 3'y 5', respectivamente, de modo que esto permitié la recombinacién homoéloga de los cuatro
fragmentos de PCR. El extremo 5' del fragmento 9 de PCR y el extremo 3' del fragmento 12 de PCR eran homélogos
al locus INT1 y permitieron la integracion de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT1 (véase la Figura 2). Esto
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dio como resultado un fragmento lineal que consistia en los fragmentos 9 a 12 de PCR integrados en el locus INT1.
Este método de integracién se describe en la solicitud de patente W02013076280. El locus INT1 se encuentra en el
cromosoma XV, 659 pb aguas abajo de YOR071c y 998 pb aguas arriba de YORO070c. Este enfoque dio como
resultado la expresion de la proteina fumarato reductasa de 1139 aminoacidos tal como se indica en SEQ ID NO: 33,
gue carece del SKI de aminoacido C-terminal en comparacion con la secuencia nativa de T. brucei.

Mezclas de transformacion se colocaron en placas en agar YEPh (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20
gramos de PhytonePeptone, 20 gramos de galactosa, 20 gramos de agar)) que contenian 100 pg de nourseotricina
(Jena Bioscience, Alemania) por ml. Después de tres dias de crecimiento a 30°C, los transformantes individuales se
volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenian 20 gramos de galactosa por litro y 100 pg de
nourseotricina por ml. La presencia de los genes introducidos se confirm6é mediante el uso de PCR utilizando
secuencias de cebador que pueden reasociarse con las secuencias codificantes de los ORF codificados por SEQ ID
NO: 7 y SEQ ID NO: 8. Tres colonias individuales resultantes se denominaron PS107n°1_n°02, PS107n°1_n°03 y
PS107n°1_n°04.

Produccién de acido succinico

Para determinar la produccién de acido succinico, la cepa SUC-1099 se cultivo por triplicado y los transformantes
PS107n°1_n°02, PS107n°1_n°03 y PS107n°1_n°04 se cultivaron en placas de microtitulaciéon utilizando galactosa
como fuente de C. Después de una fase de crecimiento para generar biomasa, se inici6 un experimento de
produccién resuspendiendo las células en medio de cultivo. Se afiadieron 30 g/L de &cido succinico al medio de
cultivo al comienzo del experimento de produccidon. Se tomaron muestras de sobrenadante después de 96 horas de
cultivo. Las muestras para la RMN de flujo se prepararon como sigue: de cada uno de los matraces con pocillos, se
tomaron cultivos de 600 microlitros y se centrifugaron durante 1 minuto a 14.000 rpm. El sobrenadante de 50
microlitros se transfirié a una placa MTP de 96 pocillos. Se afiadieron 450 microlitros de patrén interno (20 g/L de
acido maleico, 40 g/l de EDTA en D20) y 500 microlitros de 80:20 H20/D20 a cada una de las muestras. El acido
dicarboxilico, incluidas concentraciones de &cido succinico y otros compuestos tales como glucosa en el
sobrenadante de fermentacién se determinaron con un espectrometro Bruker BEST avance Il de 500 MHz. Los
espectros de RMN se registraron con un programa de pulso de supresién de agua a 27 grados centigrados con un
retraso de relajacién de 30 s.

En el sobrenadante de SUC-1099, se midié un titulo medio de 30,9 g/L de &cido succinico. Cuando se introdujo
FRDg y se sobre-expresé en SUC-1099, se midi6 un titulo medio de 53,5 g/L de acido succinico.

Ejemplo 3: Transformacién de variantes de fumarato reductasa en la cepa SUC-1099 v produccién de acido
succinico en transformantes resultantes

Generaciéon de fragmentos de PCR.

Los fragmentos 9, 10 y 12 de PCR se generaron tal como se describe en el Ejemplo 2. Secuencias de nucleotidos
sintéticas que codifican diferentes variantes de proteinas de la secuencia de fumarato reductasa de referencia que
se describe en SEQ ID NO: 33 se sintetizaron mediante DNA 2.0 (Menlo Park, California , EE.UU.). Las secuencias
de nucledtidos sintéticos codifican un aminoacido mutado con relacién a la secuencia de FRDg de referencia (SEQ
ID NO: 33) en las posiciones indicadas en la Tabla 2. Ademas de codificar los aminoacidos mutados indicados en la
Tabla 2, las variantes de la secuencia de nucleétidos sintéticos son idénticas a SEQ ID NO: 8. El gen sintético esta
bajo el control de (o esta enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH3
controla la expresion del gen FRD mutado (FCC). La terminacién adecuada se controla mediante una secuencia de
terminador de S. cerevisiae, es decir, el terminador TAL1.

Las secuencias de genes sintéticas que contienen, entre otros, un promotor TDH3 - FRD mutado - terminador TAL1
se amplificaron por PCR utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32, para
generar fragmentos 13 a 22 de PCR (véase la Tabla 2).

Los fragmentos 9, 10, 12 y 13 a 22 de PCR se purificaron utilizando el kit de ADN Clean & Concentrator™-25 (Zymo
Research, Irvine, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Transformaciéon en SUC-1099

La cepa SUC-1099 se transformd con los fragmentos 9, 10 y 12 de PCR purificados en combinaciéon con los
fragmentos 13 a 22 de PCR individualmente. El fragmento 10 de PCR y los fragmentos 13 a 22 de PCR contenian
solapamientos en sus extremos 5'y 3'y los fragmentos 9 y 12 de PCR contenian solapamientos en sus extremos 3'
y 5', respectivamente, de modo que esto permitié la recombinacién homéloga de los cuatro fragmentos de PCR. El
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extremo 5' del fragmento 9 de PCR y el extremo 3' del fragmento 12 de PCR eran homologos al locus INT1 y
permitieron la integracidon de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT1 (Figura 2). La transformacién y
seleccidén de transformantes se describe en el Ejemplo 2.

Produccién de acido succinico

Para determinar la produccién de acido succinico, se cultivaron cuatro transformantes independientes de SUC-1099
que expresaban secuencias de fumarato reductasa mutadas en placas de microtitulacién y se midieron los titulos de
acido succinico tal como se describe en el Ejemplo 2. Los titulos medios de acido succinico se representan en la
Tabla 2. La producciéon media de acido succinico de varios transformantes SUC-1099 que expresan secuencias de
fumarato reductasa mutadas excedid los 55 g/L de acido succinico. Esto es significativamente mas que el titulo
medio de acido succinico de SUC-1099 transformado con la secuencia de FRDg de referencia. Significativamente
mas significa que no se solapan los intervalos de confianza del 95% de los titulos succinicos para cepas de fumarato
reductasa con secuencias de referencia y mutadas mejoradas.

Tabla 2: Titulos medios de acido succinico medidos en el sobrenadante del medio de produccién después de 4 dias
de cultivo de la cepa SUC-1099, que expresa fosfoenolpiruvato carboxiguinasa (PCKa), piruvato carboxilasa (PYC2),
malato deshidrogenasa (MDH3), fumarasa (fumB), transportador &cido dicarboxilico (DCT 02) transformado con
fumarato reductasa de referencia (SEQ ID NO: 33) o fumarato reductasa mutada, gue contiene mutaciones en
comparacion con la secuencia de referencia en las posiciones de aminoacidos indicadas a continuacién.

Mutacién en posicidn

Fragmento Clon 1042 1071 1072 1082 1083 Titulo medio de

de PCR acido succinico
(/L)
11 Referencia E N R G F 53,5
13 FCC 040 R T R K Y 58.2
14 FCC_045 R T K K F 57,1
15 FCC _046 R T K K Y 58.2
16 FCC 048 R T K R Y 58,9
17 FCC 065 K T R R F 59,9
18 FCC 069 K T K K F 58,5
19 FCC 070 K T K K Y 59,7
20 FCC_075 Q S R K F 56,3
21 FCC 076 Q S R K Y 61,3
22 FCC 078 Q S R R Y 64,5

La introduccién de un residuo cargado positivamente (lisina o arginina; K o R) en la posicién de aminoacido 1082 es
Unica, debido a que la secuencia de referencia de fumarato reductasa contiene una pequefia glicina sin carga (G) en
esta posicion. Ademas, ninguna variante natural previamente descrita o0 mutante de fumarato reductasa disponible
publicamente contiene un residuo cargado en la posicién nimero 1082. Como se representa en la Tabla 2,
reemplazar la glicina en la secuencia de FRDg de referencia por un residuo cargado es ventajoso para lograr titulos
de &cido succinico incrementados.

Eiemplo 4: medicién de la actividad especifica de NADH y NADPH de las variantes de fumarato reductasa

(FRD)

Transformantes generados en el Ejemplo 3 se cultivaron tal como se describe en el Ejemplo 2. La biomasa se
recolectd por centrifugacion (4000 rpm, 10 min, 4°C) y se lavo dos veces con PBS (solucién salina tamponada con
fosfato, Sigma Aldrich), después de lo cual los sedimentos celulares se congelaron a -20°C. La disrupcion celular se
logré en placas de microtitulacion de 96 pocillos profundos (MTP) con perlas de vidrio lavadas con &cido de 0,5 mm
en combinacién con el TissuelLyser Il de Qiagen (3000 rpm durante 2x 10 s). Se afiadieron perlas de vidrio de un
volumen de 600 ul al sedimento celular antes de la adicion de 1 ml de medio de ensayo in vivo descrito en van
Eunen et al. (FEBS Journal 277: 749-760 ) que contenia DTT 0,5 mM (ditiotreitol, Sigma-Aldrich) y PMSF (fluoruro
de fenilmetanosulfonilo, Amresco) 0,1 mM. Las perlas de vidrio se afiadieron invirtiendo las MTP de pocillos
profundos que contenian los sedimentos congelados sobre una MTP estandar, en que cada uno de los pocillos se
llend por completo con perlas de vidrio (= un volumen de 300 i) y luego invirtiendo ambas placas, de modo que las
perlas de vidrio cayeran sobre los sedimentos celulares. Este proceso se repitié para obtener 600 pl de perlas de
vidrio en los sedimentos celulares. Después de la disrupcion celular, los desechos celulares se sedimentaron por
centrifugacién (4000 rpm, 30 min, 4°C). El sobrenadante (extractos celulares solubles) se recogié y se almacend en
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hielo. La concentracion de proteinas de los extractos se determiné mediante Bradford, utilizando albdimina de suero
bovino (BSA) como patron.

La actividad de fumarato reductasa (FRD) se ensay0 por espectrofotometria siguiendo la disminucion de la
absorbancia a 340 nm provocada por la oxidacion de NADH o NADPH a NAD+ o NADP+. Las mezclas de ensayo
contenian NADH o NADPH 150 uM, acido fuméarico 1 mM, 0,5 mg de proteina mL extractos celulares solubles en
medio de ensayo in vivo en un volumen final de 200 pl. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de acido
fumarico, se siguieron durante 9 minutos a 30 grados centigrados y la pendiente se utilizd como una medida de la
actividad de FRD dependiente de NADH o NADPH. La absorbancia se midi6 utilizando un lector de placas Tecan
Infinite M1000. La actividad dependiente de NADH de cada una de las variantes se comparé con la actividad de
NADPH. Se calculé la relacion de actividad dependiente de NADPH:NADH para cada una de las variantes de modo
que las variantes pudieran clasificarse. Las Figuras 3a y 3b muestran las actividades de FRD dependientes de
NADPH y NADH para todas las variantes que contienen mutaciones beneficiosas para una produccion de succinico
incrementada descrita en el Ejemplo 3.

Ejemplo 5: Construccién de la cepa SUC-501

La cepa SUC-501 se construy6 reemplazando los dos transportadores de acido dicarboxilico SpMAEL en la cepa
SUC-401, descrita en el documento WO 2013/004670, con transportadores de acido dicarboxilico DCT_02,
similares a los descritos para SUC-489 en el documento WO 2013/004670. SUC-401 se transformé con el fragmento
purificado de 7,7 kb del plasmido pSUC174 restringido con Bsu36l y Fsel. El plasmido pSUC174 se describe en el
documento WO 2013/004670. El fragmento de 7,7 kB contiene en el extremo 5' el gen sintético FUMR, el
transportador DCT_02 y un marcador de seleccion KanMX flanqueado por sitios lox66/lox71 (Lambert JM, Bongers
RS, Kleerebezem M., Appl Environ Microbiol. Febrero de 2007; 73(4):1126-35), y en el extremo 3' el gen sintético
MDH3.

Transformantes correctos se seleccionaron inicialmente en cuanto a su resistencia contra G418, debido a la
integracion del marcador de resistencia KanMX. A continuacion, se realiz6 una PCR de diagnéstico en la cepa
intermedia SUC-461 para confirmar el reemplazo del gen sintético SpMAEL1 por el gen sintético DCT_02. El
marcador KanMX flanqueado por los sitios 10x66 y lox71 se separ6 de la cepa SUC-461 por transformacién de Cre-
recombinasa (Guldener U, Heck S, Fielder T, Beinhauer J, Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1 de julio de 1996;
24(13):2519-2524) utilizando el plasmido pSH65 que contenia un marcador de resistencia a la fleomicina.
Posteriormente, el plasmido pSH65 se curd de las células mediante crecimiento en medio no selectivo (YEP 2% de
galactosa), quedando un lox72 en el ADN gendmico.

La cepa resultante se designdé SUC-464.

A continuacion, se reemplaz6é una segunda copia del gen SpMAEL presente en el ADN gendmico de SUC-401.
SUC-464 se transformé con el fragmento purificado de 7,7 kb del plasmido pSUC174 restringido con Bsu36l y Fsel.
Los transformantes correctos se seleccionaron inicialmente en cuanto a su resistencia contra G418, debido a la
integracion del marcador de resistencia KanMX. El fragmento de pSUC174 puede reemplazar el gen SpMAE1
restante o el gen DCT_02 introducido. Se realizé una PCR de diagnéstico en los transformantes para confirmar el
reemplazo de ambos genes sintéticos SPMAEL por el gen sintético DCT_02. Un transformante que contenia dos
copias del gen DCT_02 se denominé SUC-467. El marcador KanMX flanqueado por los sitios lox66 y lox71 se
separé de la cepa SUC-467 por transformacion de Cre-recombinasa (Gildener U, Heck S, Fielder T, Beinhauer J,
Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1 de julio de 1996; 24(13):2519-2524) utilizando el plasmido pSH65 que contenia
un marcador de resistencia a la fleomicina. Posteriormente, el plasmido pSH65 se curdé de las células mediante
crecimiento en medio no selectivo (YEP 2% de galactosa), quedando un lox72 en el ADN genémico.

La cepa resultante se designé SUC-501 (MATa ura3,52 HIS3 LEU2 TRP1 sit2::TPI1p-PCKa-PMA1t;TDH3p-FRDg-
TDH3t sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t;ENO1p-DCT_02-ENO1t; TPI1p-FUMR-PMALt;lox72 adhl::PGK1p-PYC2-
PGK1t;URA3p-URA3-URA3t MAL2-8 SUC?2).

Ejemplo 6: Seleccién de |la cepa SUC-723 a partir de la evolucion adaptativa de SUC-501

Se cultivd SUC-501 en un cultivo de auxéstato de 1,5 litros en un fermentador de 2 litros que contenia medio con
una concentracion de acido succinico de 50 g/L a pH 3 a 30°C. La velocidad del agitador se ajusté a 150 rpm y el
flujo de aire se ajusté a 2 NI/h. El tamafio del inéculo fue de 150 g de biomasa (cultivada en un matraz de agitacion
en medio Verduyn (Verduyn C, Postma E, Scheffers WA, Van Dijken JP. Yeast, julio de 1992; 8(7):501-517)) con
galactosa como fuente de carbono). La tasa de alimentacion del medio al cultivo de auxdstatos se increment6
gradualmente a lo largo de un periodo de 60 dias. La tasa de alimentacion inicial se ajusté a una tasa de dilucion de
0,05 h?, la tasa de alimentacion final se ajusté a una tasa de dilucion de 0,16 1. La tasa de alimentacion se
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maximizé para mantener el cultivo a la tasa de crecimiento maxima posible mientras se evita la formacién de etanol
y la separacion por lavado del cultivo.

El medio de alimentacion se basaba en Verduyn et al. (Verduyn C, Postma E, Scheffers WA, Van Dijken JP. Yeast,
julio de 1992; 8(7):501-517), con modificaciones en las fuentes de carbono y nitrégeno, tal como se describe a
continuacion (véase la Tabla 3). El pH fue ajustado a 3 (utilizando KOH 1M/H2S04 1M).

La produccion de acido succinico se midié en varios momentos durante los 60 dias de crecimiento del cultivo de
auxostatos, utilizando el método descrito en el Ejemplo 2 en el documento WO 2013/004670. Después de 30 dias,
los titulos de &cido succinico producidos por el cultivo de auxdstatos fueron similares a los de SUC-501 no
evolucionada. Después de 60 dias de evolucion adaptativa, el cultivo de auxdstatos mostré una disminucion en el
titulo de acido succinico de mas del 50% en comparacion con la SUC-501.

Un aislado de colonia Gnico obtenido del cultivo de SUC-501 después de 60 dias de crecimiento en el cultivo de
auxoéstatos se denominé SUC-723. El andlisis por PCR, utilizando cebadores especificos para los marcos de lectura
abiertos integrados utilizando un método conocido por una persona experta en la técnica, de los genes de acido
succinico que estaban presentes en la cepa SUC-501 (FUMR, MDH3, PCKa, FRDg, PYC2, DCTO02 ) revel6 que el
gen FRDg no esta presente en el SUC-723. La presencia de todos los otros genes de acido succinico que estan
presentes en la SUC-501 podria demostrarse en la cepa SUC-723.

Tabla 3. Composicién media del medio de alimentacién utilizado en la evolucién adaptativa de SUC-501 descrita en
el Ejemplo 6. El medio de alimentacién se basé en Verduyn et al. (Verduyn C, Postma E, Scheffers WA, Van Dijken
JP. Yeast, julio de 1992; 8(7):501-517).

Materia prima Concentracion
(9/kg)
Dextrosa CsH1206. H20 27,5
Sulfato de amonio (NH4)2S04 5,0
Dihidrégeno fosfato de potasio KH2PO4 3,0
Sulfato de magnesio MgS0O4 7H20 0,5
Solucién de elementos traza 1
Solucién de vitaminas 1
Acido succinico C4H6O04 50

Eiemplo 7: Transformacién de fumarato reductasa en cepa SUC-723 v produccién de acido succinico en
transformantes resultantes

Para testar si la produccion reducida de acido succinico de SUC-723 se debe Unicamente a la ausencia del gen
FRDg (y que la SUC-723 puede utilizarse en consecuencia para evaluar la funcionalidad de variantes del gen FRDg
en la produccion de acido succinico) una construccion de expresion de FRDg se integro6 en la cepa SUC-723.

Generacién de fragmentos de PCR.

Los fragmentos de PCR se generaron utilizando ADN polimerasa Phusion (New England Biolabs, EE.UU.) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 35 se utilizaron para generar el fragmento 23
de PCR que consistia en el sitio de integraciéon INT12 5', utilizando ADN gendmico de la cepa CEN.PK113-7D como
molde.

Los fragmentos 10 y 11 de PCR se generaron tal como se describe en el Ejemplo 2.

Las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37 se utilizaron para generar el fragmento 24
de PCR que consistia en el sitio de integracion INT12 3', utilizando ADN gendémico de la cepa CEN.PK 113-7D como
molde.

Los fragmentos 10, 11, 23 y 24 de PCR se purificaron utilizando el kit DNA Clean & Concentrator™-25 (Zymo
Research, Irvine, CA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Transformacién en SUC-723
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La transformacién de levadura se realiz6 por un método conocido por los expertos en la técnica. La cepa SUC-723
de S. cerevisiae se transformé con fragmentos 10, 11, 23 y 24 de PCR purificados. Los fragmentos 10 y 11 de PCR
contenian solapamientos en sus extremos 5'y 3'y los fragmentos 23 y 24 de PCR contenian solapamientos en sus
extremos 3'y 5', respectivamente, de modo que esto permitié la recombinacion homaéloga de los cuatro fragmentos
de PCR (véase la Figura 4). El extremo 5' del fragmento 23 de PCR y el extremo 3' del fragmento 24 de PCR eran
homologos al locus INT12 y permitieron la integracion de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT12 (véase la
Figura 4). Esto dio como resultado un fragmento lineal que consistia en los fragmentos 10, 11, 23 y 24 de PCR
integrados en el locus INT12. Este método de integracion se describe en la solicitud de patente W02013076280. El
locus INT12 se encuentra en el cromosoma Il, 743 pb aguas arriba del ATG del ORF YORO071c y 618 pb aguas
abajo del ATG de YBL029C-A. Este enfoque resulté en la expresién de la proteina fumarato reductasa de 1139
aminoacidos tal como se indica en SEQ ID NO: 33, que carece del SKI de aminoacido C-terminal en comparacion
con la secuencia nativa de T. brucei, en la cepa SUC-723.

Mezclas de transformacion se colocaron en placas en agar YEPh (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20
gramos de PhytonePeptone, 20 gramos de galactosa, 20 gramos de agar) que contenian 100 pg de nourseotricina
(Jena Bioscience, Alemania) por ml. Después de tres a cuatro dias de crecimiento a 30°C, los transformantes
individuales se volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenian 20 gramos de galactosa por litro y 100
Hg de nourseotricina por ml. La presencia de los genes introducidos se confirmé mediante el uso de PCR utilizando
secuencias de cebadores que se pueden reasociar a las secuencias codificantes de los ORF codificados por SEQ ID
NO: 7 (marcador de nourseotricina) y SEQ ID NO: 8 (gen fumarato reductasa). La cepa resultante se denominé
SUC-723-FRDg.

Produccién de acido succinico de SUC-723 y SUC-723-FRDq

Para determinar la produccién de acido succinico, las cepas SUC-723 y SUC-723-FRDg se cultivaron por triplicado
en placas de microtitulaciéon utilizando galactosa como fuente de C. Después de una fase de crecimiento para
generar biomasa, se inici6 un experimento de produccion resuspendiendo las células en medio de cultivo. Se
afiadieron 30 g/L de acido succinico al medio de cultivo al comienzo del experimento de produccion. Se tomaron
muestras de sobrenadante después de 96 horas de cultivo.

Las muestras para la RMN de flujo se prepararon como sigue: A partir de cada uno de los matraces con pocillos, se
tomaron 600 microlitros de cultivo y se centrifugaron durante 1 minuto a 14.000 rpm. El sobrenadante de 50
microlitros se transfirid a una placa MTP de 96 pocillos profundos. Se afiadieron 450 microlitros de patrén interno (20
g/L de acido maleico, 40 g/l de EDTA en D20) y 500 microlitros de 80:20 H20/D20 a cada una de las muestras. El
acido dicarboxilico, incluidas las concentraciones de acido succinico y otros compuestos tales como glucosa en el
sobrenadante de fermentacion se determinaron con un espectrometro Bruker BEST avance Il de 500 MHz. Los
espectros de RMN se registraron con un programa de pulso de supresion de agua a 27 grados centigrados con un
retraso de relajacion de 30 s.

En el sobrenadante de SUC-723, se midié un titulo medio de 37,4 g/L de acido succinico. Cuando se introdujo FRDg
y se sobre-expres6 en SUC-723, como en SUC-723-FRDg, se midi6 un titulo medio de 49,5 g/L de acido succinico.

Ejiemplo 8: Transformacién de variantes de fumarato reductasa en la cepa SUC-723 y produccién de acido
succinico en transformantes resultantes

Generacion de fragmentos de PCR

El fragmento 10 de PCR se genero6 tal como se describe en el Ejemplo 2.
Los fragmentos 23 y 24 de PCR se generaron tal como se describe en el Ejemplo 7.

Las secuencias de nucleétidos sintéticas que codifican diferentes variantes de proteinas de la secuencia de fumarato
reductasa de referencia que se describe en SEQ ID NO: 33 fueron sintetizadas por DNA 2.0 (Menlo Park, California,
EE. UU.). Las secuencias de nucledtidos sintéticos codifican un aminoacido mutado en relacién con la secuencia de
FRDg de referencia (SEQ ID NO: 33) en las posiciones indicadas en la Tabla 4. Aparte de codificar los aminoacidos
mutados indicados en la Tabla 4, las variantes de la secuencia de nucleétidos sintéticos son idénticas a SEQ ID NO:
8. El gen sintético esta bajo control de (o esta enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir , el
promotor TDH3 controla la expresién del gen FRDg mutado (FCC). La terminacién adecuada se controla mediante
una secuencia de terminador de S. cerevisiae, es decir, el terminador TAL1.

Las secuencias de genes sintéticas que contienen entre otros un promotor TDH3 — FRD mutada - terminador TAL1
se amplificaron por PCR utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32, para
generar fragmentos 13, 16, 17, 19, 21 y 22 de PCR (véase la Tabla 4).
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Los fragmentos 10, 12, 13, 16, 17, 19, 21, 22, 23 y 24 de PCR se purificaron utilizando el kit DNA Clean &
Concentrator™-25 (Zymo Research, Irvine, CA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Transformacién en SUC-723

La cepa SUC-723 se transformé con fragmentos 23, 10 y 24 de PCR purificados en combinacion con los fragmentos
13, 16, 17, 19, 21 y 22 de PCR individualmente. Los fragmentos 10, 13, 16, 17, 19, 21 y 22 de PCR contenian
solapamientos en sus extremos 5'y 3'y los fragmentos 23 y 24 de PCR contenian solapamientos en sus extremos 3'
y 5', respectivamente, de modo que esto permitio la recombinacién homdloga de los cuatro fragmentos de PCR. El
extremo 5' del fragmento 23 de PCR y el extremo 3' del fragmento 24 de PCR eran homdélogos al locus INT12 y
permitieron la integracion de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT12 (Figura 4). La transformacion y
seleccién de transformantes se describe en el Ejemplo 2.

De cada una de las transformaciones se verificaron tres colonias por PCR utilizando cebadores que se hibridaban en
el gen FRDg y cebadores que se hibridaban en el ADN genémico 5' de la region homéloga al fragmento 23 de PCR
y 3' de la regién homologa al fragmento 24 de PCR. De todas las transformaciones se identific6 al menos un
transformante correcto. Una colonia de las cepas transformadas con fragmentos 13, 16, 17, 19, 21 y 22 de PCR se
denominaron SUC-723-FCC_40, SUC-723-FCC_48, SUC-723-FCC_65, SUC-723-FCC_70, SUC-723-FCC_76 y
SUC-723-FCC_78, respectivamente.

Produccién de acido succinico

Para determinar la produccién de acido succinico, SUC-723-FFC_40, SUC-723-FFC_48, SUC-723-FFC_65, SUC-
723-FFC_70, SUC-723-FFC_76 y SUC-723-FFC_78 se cultivaron en triplicado en placas de microtitulacion y los
titulos de acido succinico se midieron tal como se describe en el Ejemplo 2. Los titulos medios de acido succinico se
representan en la Tabla 4. La produccion media de acido succinico de varios transformantes SUC-723 que expresan
secuencias de fumarato reductasa mutadas excedié de 54 g/L de &cido succinico. Esto es significativamente mas
que el titulo de acido succinico medio de SUC-723 transformado con la secuencia de FRDg de referencia que
produjo 49,5 g/L de acido succinico. Significativamente mas significa que no se solapan los intervalos de confianza
del 95% de los titulos succinicos para cepas con secuencias de fumarato reductasa de referencia y mutadas
mejoradas.

Tabla 4: Titulos medios de acido succinico medidos en el sobrenadante del medio de produccién después de 4 dias
de cultivo de la cepa SUC-723, que expresa fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCKa), piruvato carboxilasa (PYC2),
malato deshidrogenasa (MDH3), fumarasa (fumR), transportador de acido dicarboxilico (DCT 02) transformado con
fumarato reductasa de referencia (SEQ ID NO: 33) o fumarato reductasa mutada, que contiene mutaciones en
comparacion con la secuencia de referencia en las posiciones de aminoacidos indicadas a continuacién.

Mutacioén en posicion
Fragmento de PCR Clon 1042 | 1071 | 1072 | 1082 | 1083 Titulo medio
de &cido
succinico (g/L)
SUC-723
- Control 37,4
11 Referencia E N R G F 49,5
13 FCC_040 R T R K Y 55,4
16 FCC_048 R T K R Y 54,9
17 FCC_065 K T R R F 53,7
19 FCC_070 K T K K Y 54,9
21 FCC_076 Q S R K Y 58,1
22 FCC_078 Q S R R Y 54,6

La introduccién de un residuo cargado positivamente (lisina o arginina; K o R) en la posicién de aminoacido 1082 es
Unica, porque la secuencia de fumarato reductasa de referencia contiene una pequefia glicina sin carga (G) en esta
posicion. Ademas, ninguna variante natural previamente descrita 0 mutante de fumarato reductasa disponible
publicamente contiene un residuo cargado en la posicion numero 1082. Tal como se representa en la Tabla 4,
reemplazar la glicina en la posicion 1082 en la secuencia de FRDg de referencia por un residuo cargado es
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ventajoso para lograr titulos de acido succinico incrementados. En el Ejemplo 3 esto se muestra en la cepa SUC-
1099, en este ejemplo se muestra el mismo efecto en un fondo de cepa diferente, es decir, la cepa SUC-723.

Ejiemplo 9: Medicién de la actividad especifica de NADH y NADPH de variantes de fumarato reductasa (FRD)
expresadas en la cepa SUC-723

Transformantes generados en los Ejemplos 7 y 8 se cultivaron tal como se describe en el Ejemplo 2. Se recolectd
biomasa, se rompieron las células y se determiné la concentracion de proteina como en el Ejemplo 4. La actividad
de fumarato reductasa (FRD) se ensay6 por espectrofotometria, en triplicado, como en el Ejemplo 5. Las Figuras 5a
y 5b muestran las actividades de FRD dependientes de NADPH y NADH para las variantes FCC_40, FCC_48,
FCC_65, FCC_70, FCC_76, FCC_78 y FRD de referencia que se expresaron en la cepa SUC-723. Se tom6 como
control una cepa SUC-723 no transformada con FRD. Las seis variantes de FRD testadas fueron aquellas variantes
gue contenian mutaciones beneficiosas para una produccion de succinico incrementada descrita en el Ejemplo 3 y el
Ejemplo 8.

Ejemplo 10: Transformacion de fumarato reductasa en cepa CEN.PK113-7D

Generacion de fragmentos de PCR

El fragmento 25 de PCR se generé mediante amplificacién por PCR de SEQ ID NO: 38 utilizando cebadores que
amplifican la secuencia de nucleétidos completa de SEQ ID NO: 38. La SEQ ID NO: 38 describe el flanco de
integracion 5' INT09.01. La SEQ ID NO: 38 incluye una region de 50 pb de homologia con el fragmento 26 de PCR
ubicado en el extremo 3' de SEQ ID NO: 38. El sitio de integracién INT09.01 se encuentra 359 pb aguas abajo del
ORF YILOO9W en el cromosoma IX.

El fragmento 26 de PCR se generd mediante amplificacion por PCR de SEQ ID NO: 39 utilizando cebadores que
amplificaban la secuencia de nucleétidos completa de SEQ ID NO: 39. La SEQ ID NO: 39 codifica un marcador de
seleccion de nourseotricina funcional en Saccharomyces cerevisiae que se amplificé a partir de una versiéon
modificada del plasmido pUG7-Nat. pUG7-Nat es una variante del plasmido pUG6 descrito por Gueldener et al.
(Nucleic Acids Res. 1 de julio de 1996; 24(13):2519-24), en el que los sitios loxP presentes en pUG6 se cambiaron a
sitios lox66 y lox71 (Lambert et al., Appl. Environ. Microbiol. febrero de 2007; 73(4):1126-35. Epub 1 de diciembre de
2006) y en el que el marcador KanMX fue reemplazado por un marcador de nourseotricina (Goldstein y McCusker,
Yeast. Octubre de 1999; 15(14):1541-53).

El fragmento 27 de PCR se generé mediante amplificacién por PCR de SEQ ID NO: 40 utilizando cebadores que
amplifican la secuencia de nucleétidos completa de SEQ ID NO: 40.

La SEQ ID NO: 40 codifica la fumarato reductasa (FRDg) de Trypanosoma brucei, tal como se describe en la
solicitud de patente W0O2009/065778 y se describe en SEQ ID NO: 33. Esta secuencia sintética, que incluye la
secuencia del promotor-gen-terminador, que incluye sitios de restriccion apropiados, fue sintetizada por DNA 2.0
(Menlo Park, California, EE. UU.). La secuencia del gen fue optimizada en un par de codones para la expresiéon en
S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente W0O2008/000632 . El gen sintético esta bajo el control
de (o esta enlazado operativamente a) un promotor de Kluyveromyces lactis, es decir, el promotor de la quinasa 3-
fosfoglicerato PGK1 (nimero de acceso uniprot P14828) controla la expresion del gen FRDg. La terminacion
adecuada es controlada por una secuencia de terminador de S . cerevisiae, es decir, el terminador ADH1.

El fragmento 28 de PCR se generd mediante amplificacion por PCR de SEQ ID NO: 41 utilizando cebadores que
amplifican la secuencia de nucleétidos completa de SEQ ID NO: 41. La SEQ ID NO: 41 describe el flanco de
integracion 3' INT09.01. El extremo 5' del fragmento 28 de PCR consiste en una region de 50 pb homdloga al
extremo 3' del fragmento 27 de PCR y los fragmentos 29 a 58.

Los fragmentos de PCR 29 a 58 se generaron de manera similar a la generacion del producto de PCR 27. En lugar
de SEQ ID NO: 40 como diana para el fragmento 27 de la PCR, se utilizaron secuencias de nucledétidos sintéticas
que codifican diferentes variantes de proteinas de la secuencia de fumarato reductasa de referencia que se describe
en SEQ ID NO: 33. Las secuencias de nucleétidos sintéticas fueron sintetizadas por DNA 2.0 (Menlo Park,
California, EE. UU.). Las secuencias de nucledtidos sintéticas codifican un aminoacido mutado con relacién a la
secuencia de FRDg de referencia (SEQ ID NO: 33) en las posiciones indicadas en la Tabla 5.

Aparte de codificar los aminoacidos mutados indicados en la Tabla 5, las variantes de la secuencia de nucleétidos
sintéticos son idénticas a SEQ ID NO: 40. Las secuencias se amplificaron por PCR utilizando los cebadores
utilizados para la amplificaciéon del fragmento 27 de PCR para generar fragmentos 29 a 58 de PCR (véase la Tabla
5).
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Tabla 5: Mutaciones presentes en las variantes de fumarato reductasa mutadas presentes en los fragmentos 29 a 58
de PCR en comparacioén con la fumarato reductasa de referencia en el fragmento 27 de PCR (SEQ ID NO: 33). En
los fragmentos 29 a 60 de PCR estan presentes mutaciones en las posiciones de aminoacidos 1042, 1071, 1072,
1082 y 1083 tal como se indica a continuacion.

Fragmento clon 1042 1071 1072 1082 1083
de PCR

27 FRDg E N R G F
29 FCC_097 R G R R Y
30 FCC_098 Q G R R Y
31 FCC_099 R G R K Y
32 FCC_100 Q G R K Y
33 FCC_101 R S R R |
34 FCC_102 R G R R |
35 FCC_103 Q S R R |
36 FCC_104 Q G R R |
37 FCC_105 R S R K |
38 FCC_106 R G R K |
39 FCC_107 Q S R K |
40 FCC_108 Q G R K |
41 FCC_109 R S R R A
42 FCC_110 R G R R A
43 FCC_111 Q S R R A
44 FCC_112 Q G R R A
45 FCC_113 R S R K A
46 FCC_114 R G R K A
47 FCC_115 Q S R K A
48 FCC_116 Q G R K A
49 FCC_117 R S R R S
50 FCC_118 R G R R S
51 FCC_119 Q S R R S
52 FCC_120 Q G R R S
53 FCC_121 R S R K S
54 FCC_122 R G R K S
55 FCC_123 Q S R K S
56 FCC_124 Q G R K S
57 FCC_030 R S R R Y
58 FCC_028 R S R K Y

Transformacién en CEN.PK113-7D para construir la cepa CPK-FRDg

La transformacion de levadura se realizé por un método conocido por los expertos en la técnica. La cepa de S.
cerevisiae CENPK.113-7D (MATa HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) se transformé con fragmentos 25 a 28 de PCR
purificados. Los fragmentos 26 y 27 de PCR contenian solapamientos en sus extremos 5'y 3'y los fragmentos 25 y
26 de PCR en sus extremos 3'y 5', respectivamente, de modo que esto permitié la recombinacién homoéloga de los
cuatro fragmentos de PCR. El extremo 5' del fragmento 25 de PCR y el extremo 3' del fragmento 28 de PCR eran
homologos al locus INT09.01 y permitieron la integraciéon de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT09.01
(véase la Figura 6).

Las mezclas de transformacion se sembraron en placas en agar YEPh (por litro: 10 gramos de extracto de levadura,
20 gramos de PhytonePeptone, 20 gramos de galactosa, 20 gramos de agar)) que contenian 100 pg de
nourseotricina (Jena Bioscience, Alemania) por ml. Después de tres dias de crecimiento a 30°C, los transformantes
individuales se volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenian 20 gramos de galactosa por litro y 100
Mg de nourseotricina por ml. La presencia de los genes introducidos se confirmé utilizando PCR utilizando
secuencias de cebadores que se pueden reasociar con las secuencias codificantes de los ORF codificados por SEQ
ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40. Se seleccionaron colonias individuales y se denominaron CPK-FRDg.

Transformaciéon en CEN.PK113-7D con el fin de construir la cepa CPK-FCC 097 a CPK-FCC 124 y CPK-FCC 030 y
CPK-FCC 028.
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La transformacion de la levadura se realizd por un método conocido por personas expertas en la técnica. La cepa de
S. cerevisiae CENPK.113-7D (MATa HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC?2) se transformé con los fragmentos 25, 26. 28
de PCR purificados y los fragmentos 29 a 58 individualmente. El fragmento 26 y los fragmentos 29 a 58 de PCR
contenian solapamientos en sus extremos 5' y 3' y los fragmentos 25 y 28 de PCR en sus extremos 3'y 5,
respectivamente, de modo que esto permitié la recombinacién homologa de los cuatro fragmentos de PCR tal como
se indica en la Figura 6 El extremo 5' del fragmento 25 de PCR y el extremo 3' del fragmento 28 de PCR eran
homélogos al locus INT09.01 y permitieron la integracion de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT09.01
(véase la Figura 6).

Mezclas de transformacion se sembraron en placas en agar YEPh (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20
gramos de PhytonePeptone, 20 gramos de galactosa, 20 gramos de agar)) que contenian 100 pug de nourseotricina
(Jena Bioscience, Alemania) por ml. Después de tres dias de crecimiento a 30°C, los transformantes individuales se
volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenian 20 gramos de galactosa por litro y 100 pg de
nourseotricina por ml. La presencia de los genes introducidos se infirid de la medicién de la actividad de la enzima
fumarato reductasa.

Ejemplo 11: Mediciéon de la actividad especifica de NADH y NADPH de las variantes de fumarato reductasa
(FRD) expresadas en la cepa CEN.PK113-7D

Transformantes generados en el Ejemplo 10 se cultivaron en placas de 24 pocillos profundos (Axygen) en medio
Verduyn (Verduyn C, Postma E, Scheffers WA, Van Dijken JP. Yeast, julio de 1992; 8(7):501-517) con galactosa
como fuente de carbono y que contenian 150 pg de nourseotricina (Jena Bioscience, Alemania) por ml. Se recolect6
biomasa, se rompieron las células y se determiné la concentraciéon de proteina como en el Ejemplo 4. La actividad
de fumarato reductasa (FRD) se ensaydé por espectrofotometria como en el Ejemplo 4, con las siguientes
modificaciones menores: se utilizaron NADH o NADPH 400 uM en lugar de 150 pM. Las actividades medidas se
normalizaron para la proteina total presente, dividiendo por la concentracién de proteina total en el ensayo, segun lo
determinado por Bradford utilizando albumina de suero bovino como patrén. La Tabla 6 enumera la relaciéon de
especificidad para cada una de las variantes; la relacion de actividad dependiente de NADPH:NADH = (pendiente a
340 nm con NADPH) / (pendiente a 340 nm con NADH). Esta relacion se calculé de modo que las variantes pudieran
clasificarse segun la especificidad de cofactor alterada (véase: Tabla 6). Un valor aumentado para la relacién en
comparacion con el clon de referencia indic6é que la especificidad del cofactor habia sido alterada. Esto puede indicar
una menor especificidad de NADH, una actividad incrementada de NADPH o una combinacion de ambos. La Figura
7 muestra las actividades para variantes de FRD dependientes de NADPH y NADH para las variantes de FRD
expresadas en CEN.PK113-7D. Como control negativo se tom6 una cepa CEN.PK113-7D no transformada con
FRD.

Tabla 6. Relacién de especificidad NADPH:NADH para variantes de FRD expresadas en la cepa CEN.PK113-7D. Al
calcular la relacién entre la actividad de FRD especifica para NADPH y NADH, las variantes podrian clasificarse y
compararse facilmente con la secuencia de referencia. Sorprendentemente, todas las variantes mostraron una
especificidad de cofactor alterada, muchas muy drasticamente, en comparacion con la FRD de referencia, como lo
demuestra una relacién de especificidad diferente.

Mutacioén en posicion
Fragmento Clon 1042 1071 1072 1082 1083 Actividad dependiente
de PCR de larelacion
NADH:NADPH
- CEN.PK11 3-7D n.d.
control
27 Referencia E N R G F 0,01
59 FCC_028 R S R K Y 0,6
57 FCC_030 R S R R Y 0,8
29 FCC_097 R G R R Y 3,9
30 FCC_098 Q G R R Y 55
31 FCC_099 R G R K Y 0,04
32 FCC_100 Q G R K Y 0,5
33 FCC_101 R S R R | 0,2
34 FCC_102 R G R R | 0,1
35 FCC_103 Q S R R | 23
36 FCC_104 Q G R R | 04
37 FCC_105 R S R K | 4,0
38 FCC_106 R G R K | 12,7
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39 FCC_107 Q s R K | 2,2
40 FCC_108 Q G R K [ 15
41 FCC_109 R S R R A 1,8
42 FCC_110 R G R R A 0,7
43 FCC 111 Q s R R A 0,2
44 FCC 112 Q G R R A 0,4
45 FCC_113 R S R K A 0,9
46 FCC_114 R G R K A 0,2
47 FCC 115 Q s R K A 0,2
48 FCC 116 Q G R K A 0,2
49 FCC 117 R s R R S 0,8
50 FCC_118 R G R R S 0,2
51 FCC_119 Q S R R S 05
52 FCC_120 Q G R R S 0,2
53 FCC 121 R s R K S 0,6
54 FCC 122 R G R K S 05
55 FCC_123 Q S R K S 0,2
56 FCC 124 Q G R K S 0,1
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DSM IP Assets B.V.

<120> FUMARATO REDUCTASAS
<130> 29929-WO-PCT

<150> EP13196950.3
< 151> 02-12-2013

<160> 41
<170> Patentln version 3.5

<210>1
< 211> 2626
< 212> ADN

< 213> Actinobacillus succinogenes

<400> 1
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ttgeccecateg
taactacata
tgagttataa
ttcagacact
tcaggttggt
ctggacaccc
aattaattaa
gtttgttacg
ggaatataaa
cttcttacgt
tattetttte
gatttgaaca
gtctacaacc
ttcgacaagg
ggtegttete
tggaactctg
ttgagagaat
tgtggtgctt
gctecattteg
gctgacttca

ttgaactctg

aacgtacaag
gtgtttaaag
taatcctacg
tcetgeggtat
ggaagattac
cttttetgge
agcaatcaca
catgctaatg
gggcagcata
aaatattttt
ttgcttaaat
aattggtcaa
catcttacga
gtactttgac
caaaggacaa
aagctgccaa
tggttgccaa
ctgaaaagca
tcaagaacat
ccgttttgaa

aaaactttgt

tactcctetg
attacggata
ttagtgtgag
cacecctactt
cegttctaag
atccagtttt
caattctcte
caaaggagcc
atttaggagt
ctttttaatt
ctataactac
ggaattgaat
acaattattc
cactttaggt
atacattgtt
gaacgataac
gcaattgtct
cagaattggt
gttcatcaga

tggtgccaag

tgctttecaac
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ttctectectt
tttaacttac
cgggatttaa
attcectteg
acttttcage
taatcttcag
ggataccacc
tatatacctt
ttagtgaact
ctaaatcaat
aaaaaacaca
gatttgggtt
gaagaagaaa
gctgttgetg
tgtgatgaaa
aagccaatga
ggtaagagat
gtcagaatgg
ccaactgacg
tgtaccaacc

atcactgaag

cetttgettt
ttagaataat
actgtgagga
agattatatce
ttcetetatt
tggcatgtga
tcggttgaaa
tggctegget
tgcaacattt
ctttttcaat
tacataaact
tgactgacgt
ccaagccagqg
ttgacaccgg
ccaccaagga
ctcaagaaac
tattecgttgt
tcactgaagt
aagaattgaa
caaactggaa

gtatccaatt

36

gtgcgacace
gccatttttt
ccttaataca
taggaaccca
gatgttacac
gattcteccga
ctgacaggtg
gctgtaacag
actattttce
tttttgtttg
aaaaatgact
caaggaaatt
tttggaaggt
tattttcacc
caccgtctagyg
ctggaaatct
tgacgettte
tgcttggecaa
gaacttcaag
ggaacaaggt

gattggtggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



acttggtacg
ttgaaaggtg
atcttctteg
ttgattggtg
tgttacgcca
cgtegtgatg
gacggttcca
gtcagacctg
tteggtgtet
tcecggtttea
ttetctgett
ttggttgaaa
ggtactggta
ggttccattg
gctttgecag
caatggcaag
actgctaacc
aggcaaagtt
cgtttactat
cttttttgga
ctctggetge
agaacttgaa

tcgatgtaca

<210>2
< 211> 4552
< 212> ADN

gtggtgaaat
ttgecttecat
gtctatcegg
atgacgaaca
agaccatcaa
ctttgttgga
agactgaaaa
tttecaagge
tgccacctgt
ctgccaaatt
gttteggtge
gaatgaaggc
agagaatctc
aaaaggctga
gtgttgaccc
tcaaggctga
cagaagctgce
ttecttttecta
atatctatat
gatctcataa
caggcccgtg
caagtttcta

caaccgactg

gaagaagggt
gcactgttect
tactggtaag
cggttgggac
cttatctcaa
aaacgttgtt
caccagagtt
tggtcacget
ttccaaattg
ggctggtact
tgctttetta
ttetggtget
catcaaggat
aatgggtgaa
agccatctta
agatttggct
caaattggtt
gagccgttce
ttacaagcct
ctagatatca
tagagggccg
gacctattge

cacccaaacg

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 2
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atgttcteca
gccaatgteg
accactctat
gaatctggtyg
gaaaacgaac
gtcagagctg
tecttacccaa
accaaggtta
actccagaac
gaaagaggtg
tetttgeace
gaagcttact
accagaggta
ttgccaatct
gatccaagag
aacagattcg
ggtgectggte
cacaaataat
ttattcactg
tgatggcgea
caagacctte
cgcetttegy

aacacaaatc

tgatgaacta
gtaaggatgg
ccactgacce
tctttaactt
cagatatcta
acggttctgt
tctaccacat
tcttettgac
aaaccgaata
tcactgaacc
caatccaata
tggtcaacac
tcattgatge
tcaacttgge
acacctacge
tcaagaactt
caaaggctta
tatacgtata
atgcaatttg
acttggeget
tgtacgccat
atcgctattg

ttagca

37

tttcttgeca
tgacgttgece
aaagagacaa
tgaaggtggt
cggtgeccate
tgacttegac
tgacaacatt
tgctgatget
ctacttcttg
aactccaact
cgctgatgte
cggttggaac
tatcttggac
cattccaaag
tgacaaggct
tgtcaaatac
aaggagttaa
tgcttetttt
tttccaaata
atcttaatta
atagtctcta

ttccteegga

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2626



cggatcgatg
gaaaaaggaa
cttatcgaga
aaacccagac

caacaaggtc

tacacaaccg
gtgtttececct
aagaaattac
acgctcgact

ctagcgacgg

actgcaccca
ccttecttgaa
cgtcgetegt
tecctgtette

ctcacaggtt
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aacgaacaca
ttgatgttac
gatttgtttg
ctattgattg

ttgtaacaag

aatcttagca
cctcataaag
caaaaagaac
cagcttccaa

caatcgaagg

38

gtgcgggeca
cacgtggcct
aaaactgaaa
tttegtcaca

ttctggaatg

60

120

180

240

300



ES 2790573 T3

39



aatgtcatca
aagggtccat
accacctgga
gccaccattg
ggtggtgcta
agaaaattga
ggtgttgett
gacaatggtg
gttggtgtta
ggtgacatgt
aagatcgttc
ccagctgetg
cacgttcact
gccggtgetg
tctattaacg
cacgttagag
gctgacttga
accaacttgt
agagcttaca
aaggtcgttg
agaagattag
atcggtcaac
cgtegtaaat
agagaagatt
atgtatccte
gtcttaccaa
attgaacaag
accggtcaaa
gacaaatctc
caaatcggtg

gtcaagaagg

acgttaccaa
ccgaatttge
gagatgctca
ctccaaccac
ctttegatgt
gatctttggt
actcctettt
ttgacatttt
atgctgtcaa
tgcaaccagg
aaatgggtac
ccaaattgtt
ctcatgacte
atgttgttga
ctttgttgge
aattggacge
agggtccaga
tgttccaage
gagaagctaa
gtgatttgge
ctaactettt
catacggtgg
tgacttgtag
tgcaaaacag
gtgtctacga
ccaagaactt
gtaagacttt
gagaagtcta
aaaacattca
ctccaatgge

gtgaatctat

atctgeccecca
caagcaagtc
ccaatctttg
tgctcacget
cgccatgaga
cccaaacatt
gccagacaac
cagagtcttt
gaaggctggt
taagaaatac
tcacatcttg
gattggttct
cgectggtact
cgttgececatt
ctccttggaa
ttactgggcet
ccctgaagtt
tcaacaatta
ctacttgttg
tcaattcatg
ggacttccca
tttcccagaa
accaggttta
attecggtgat
agatttccaa
cttggcteca
gattatcaaa
cttecgaattg
atetgttgee
tggtgtcate

cgecgttttg
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ccatceggtt
agacaattca
ctagctacca
ttggctggtyg
ttcttgeatg
ccattccaaa
gccattgace
gacgctttga
ggtgttgtcg
aacttggact
ggtatcaagg
ttacgtacca
gctgttgett
aactccatgt
ggtaacattg
gaaatgagat
taccaacacg
ggtctaggtyg
ggtgacattg
gtttctaaca
gactcegtta
ccattgagat
gaattggaac
atcgatgaat
aagattagag
gctgaaccag
ttacaagctg
aacggtgaat
aagccaaagg
attgaagtca

tctgctatga

ggagacaagt
acggtacttt
gagtcagaac
cctttgettt
aggacccatg
tgttgttgag
atttcgttaa
acgacttgga
aagctaccgt
actacttaga
acatggctgg
gatacccaga
ccatgactge
ccggtttgac
acactggtat
tattatacte
aaattccagg
aacaatgggc
ttaaggtcac
aattgacttc
tggacttett
ccgatgtttt
cattcgattt
gtgatgttge
aaacttacgg
acgaagaaat
ttggtgattt
tgagaaagat
ctgatgtecca
aggttcacaa

agatggaaat

40

cttgttggaa
gttgatggac
tcacgatttg
ggaatgttgg
ggaaagattg
aggtgctaac
gcaagccaag
acaattgaag
ttgttactet
agttgtcgaa
taccatgaag
cttgccaatc
ttgtgetttg
ctctcaacca
caacgtcgaa
ttgtttegaa
tggtcaattg
tgaaaccaag
cccaacttct
tgatgacatc
cgaaggtttg
gagaaacaag
ggaaaagatc
ctcctacaac
tgacttgtet
cgaagtcacc
gaacaagaaa
cagagttgct
cgacacccac
gggttetttg

ggttgtttee

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020

4080



tcteccagetg
tctgacttgt
gaatttctta
caaattttaa
cctgtaggte
taccggcatg
ctaactccag

tcacgecttte
<210> 3

< 211> 1572
< 212> ADN

atggtcaagt
tggttgtttt
tgatttatga
agtgactcett
aggttgettt
ccgagcaaat
caatgagttg

cggcatctte

< 213> Secuencia artificial

<220>

caaagatgtc
ggaagaagaa
tttttattat
aggttttaaa
ctcaggtata
gcctgcaaat
atgaatctceg

cagaccacag

< 223> Marcador de selecciéon KanMX

<400> 3

ES 2790573 T3

tttatccgtg
actctaccac
taaataagtt
acgaaaattc
gcatgaggte
cgctceccecat

gtgtgtattt

tatatccatc

acggtgaatc
cttctcaaaa
ataaaaaaaa
ttattecttga
gctcttattg
ttcacccaat
tatgtecctca

cgectectgt

41

cgtegatgcet
gaaataaagc
taagtgtata
gtaactcttt
accacacctce
tgtagatatg
gaggacaacc

tg

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4552



tcgtacgectg
gatctgttta
ataccctect
acatttagce
cggcgcgaag
tcacagacgce
atttgccact
ctcacatcac
gcgattaaat
cgggcaatca
tctgaaacat
ctggctgacg
tgcatggtta
tcctgatteca
gattcctgtt
atcacgaatg
gecetgttgaa
cgtcactcat

ttgtattgat

gaactgececte
tgataatcct
agtactgaca
attgtagttg
atcatctgec
tgaatgctgg
acgagctcat
actagtggcc
<210>4

< 211> 2260
< 212> ADN

caggtcgacg
gcttgecteg
tgacagtctt
catacatcce
caaaaattac
gttgaattgt
gaggttctte
atccgaacat
tccaacatgg
ggtgcgacaa
ggcaaaggta
gaatttatgce
ctcaccactg
ggtgaaaata
tgtaattgtc
aataacggtt
caagtctgga
ggtgatttect

gttggacgag

ggtgagtttt
gatatgaata
ataaaaagat
ttetatttta
cagatgcgaa
tcgectatact
aacttcgtat

ta

< 213> Aspergillus niger

<400> 4

aattctacecg
tecccegeegg
gacgtgcgca
catgtataat
ggctectege
cccecacgecg
tttcatatac
aaacaaccat
atgctgattt
tctatcgatt
gcgttgecaa
ctcttecgac
cgatceceegg
ttgttgatge
cttttaacag
tggttgatge
aagaaatgca
cacttgataa

teggaatege

cteectteatt
aattgcagtt
tettgtttte
atcaaatgtt
gttaagtgcg
gctgtegatt

aatgtatgct
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ttcgtataat
gtcaccegge
gctcagggge
catttgcatc
tgcagacctg
cgcecctgta
ttcecttttaa
gggtaaggaa
atatgggtat
gtatgggaag
tgatgttaca
catcaagcat
caaaacagca
gctggcagtg
cgatcgegta
gagtgatttt
taagcttttg
ccttattttt

agaccgatac

acagaaacgg
tcatttgatg
aagaacttgt
agcgtgattt
cagaaagtaa
cgatactaac

atacgaacgg

gtatgctata
cagcgacatg
atgatgtgac
catacatttt
cgagcaggga
gagaaatata
aatcttgcta
aagactcacg
aaatgggctc
cccgatgege
gatgagatgg
tttatccgta
ttccaggtat
ttecctgegee
tttegtcteg
gatgacgagce
ccatteteac
gacgagggga

caggatcttg

ctttttcaaa
ctcgatgagt
catttgtata
atattttttt
tatcatgecgt
gccgecatee

tagaattcga

42

cgaagttata
gaggcccaga
tgtcgecegt
gatggeccgea
aacgctccece
aaaggttagg
ggatacagtt
tttegaggece
gcgataatgt
cagagttgtt
tcagactaaa
ctecctgatga
tagaagaata
ggttgecatte
ctcaggecgca
gtaatggctg
cggattcagt
aattaatagg

ccatcctatg

aatatggtat
ttttctaate
gtttttttat
tegectegac
caatcgtatg
agtgtcgaaa

tatcagatcec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1572



aacgttgtce
aaccgccaga
agaaaaaaaa
ggatagcacc
ttegeectete
ttgtttgeag
actgtatgga
gtgtccgtga
ggcacacatg
caaatttatt
atttttcata
gttgaaactt
aagaagcatg
aaccacactt
tgggcttggt
ccacacgact
ttctttgtta
gaatccttgg
accatgatca

tgtttgcaag

aggtttgtat
tattcattac
agaaaaatac
caaacacctg
ccgececctga
catgagactt
aaccttgtca
ttectagcca
atctccacga
ttacttettt
aaaaaccaag
ctttgeccagg
ccaaccacga
tcgaaaagece
acactttgac
tcaagggttt
tcgttaccte
gtcacgacag
ctggtttgta

ttttgttetg

ccacgtgtgt
ttgacgcaaa
cgettetagg
catatttgga
taacgtccac
gcatactgeca
cctcacttaa
cctcaaggta
tttcaacata
cttgtaacat
caactgctta
ttcttctggt
ctctggtatt
aggtccagtt
catgtecctgt
gaaagatatt
tttgatggece
agaaggtttg
caagtgtttc

gatctactgt

ES 2790573 T3

ccegttecgee
agcgtttgaa
cgggttatet
cgacctttac
taattgagcg
aatcgtaagt
ttctagectag
tgcctetece
taaatagctt
ctectcttgta
tcaacacaca
tctgacttgg
tcegtcaace
ggtatcagag
ggtggtttgg
gccagagttg
atcagattca
tttttceccaa
ggtgatgatg

ggttgtacca

aatattcege
ataatgacga
actgatcecga
ttacaccacc
attacctgag
agcaacgtgt
cctaccctge
cggaaactgt
ttgataatgg
atccettatt
aacactaaat
aaactttcca
atgaagctga
aaagattacg
ctttgttgat
tctactgttt
tcttgecacaa
ctttctggtt
ctaacgaaaa

tgatcactgce

43

gtgcecegegg
aaaagaagga
gcttecacta
aaaaaccact
cggtecctett
caaggtcaaa
aagtcaagag
ggccttttet
caatattaat
ccttectaget
caaaatgaac
ccacgaaacce
aattggtgtt
tecacttcace
tgtcaaccaa
gaacttggct
gaacatgtgg
atccattgcet
gttcaccaag

tgtcggtcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



tactcttteg
ttgccagett
ccagcttceg
tcecatctect
tectecagaac
gctttggteg
gctgtecattg
gctttgtett
ggtttccatt
atcactttgg
ctatgtgteca
aaggacatca
gcttccatat
tatctatctg
gattgatgte
gacagatact
tcaacaaaag

aaacatcctt

<210>5
< 211> 2032
< 212> ADN

tetttgetac
tecccagttat
atggtattcc
tcatgatgta
acagaccagg
gtatggccaa
acggtcgtgt
tctggttett
tgaactggtt
ctaacatgtt
tcatcatgtt
tgtggccagg
aatattttta
cttatcattt
ctccaacteg
aaaccatacg
acggcctcat

cccatatget

ccacaaatac
gttgtctggt
aattattatt
cgctcactac
tatgttecate
ggctttacca
tatgttgtte
ctgtatecget
tgccatggtt
cgaatctceca
tattttegte
tcaagatgaa
tatacctett
tectttteata
gcactatttt
ttactcgaaa

caaacctaaa

cggtegtget

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<400>5
aaataaccac

ggcttcacat
gtaatacgta
aatgggattc
ctetettteg
caactgagca
atggttaata
caatcaacag
cgttaaattt

acaaagacat

aaacatcctt
acgttgcata
atagttgaaa
ttctattttt
ggctcaattg
cgtaaccaat
ccatttgtet
atcgecttcaa
tatccctcat

aatacttctc

cccatatget
cgtcgatata
atctcaaaaa
ccttttteeca
gagtcacgct
ggaaaagcat
gttctettet
ttacgececte

gttgtctaac

tatcaatttc

ES 2790573 T3

gaattgcaca
actatcgect
gctggtatca
attggtagat
tgtgttggte
gacgacttcec
ttggetgtet
gttgttgctg
ttcccaaaca
ggtgtcaagg
ttggtttctg
gatgtttctg
atttttatgt
tagggggggt
acaaagggtt
caaaaaaaaa
gaaaccatgt

tgttgtacct

cggtcgtget
gataataatg
tgtgtgggte
ttctagecage
gccgtgagea
gagcttageg
gactttgact
acaaaaactt
ggatttctge

agttattgtt

ccatgatgece
ccgtecatcegg
ctttccaagg
tgatggaagt
ctcecagettt
aaattgtcgg
ctgectgeecat
ttgtcagatc
ctggttteac
gtgttgcecac
ccatcagagc
aataaagagt
attagttaat
tggtgtttte
tttttgtaag
aaaaatggaa

cagcgtectce

tgttgtacct
ataatgacag
attacgtaaa
cgtcgggaaa
tectetettt
ttgctccaaa
cctcaaaaaa
tttteettet
acttgattta

cttecttgeg

44

atcctggate
ttctggtcaa
tttaggttte
tggtttacca
caccgetttyg
tgaccctcac
cttettatgg
tccaccaaag
cttggectace
tgctatgtee
tgtcatcaga
aataattatt
taagtatttt
ttgeccateca
agaaggagaa
aaagctgcecta

aaataaccac

gtgcctactt
caggattatc
taatgatagg
acgtggcatce
ccatatctaa
aaagtattgg
aaaaaatcta
tcttegececa
ttataaaaag

ttattettcet

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2260

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gttettettt
aaggttgcca
ttgtcteceat
aaggatttgt
gaaaacactt
ggtttgacca
gctgteggta
ttggttccaa
atgggtgtca
ttgaagaacc
gtcatcggtg
ttccaattgg
attgtcaagg
aaatttgctg
tetgettteg
gacaactcca
attgacactt
gtcaaggaat
ctgaagaatg
atgatataga
cgtttgtttg
atttgaggag
agggacagta

tcgaaacctt

<210>6
< 211> 3056
< 212> ADN

ttettttgte
tcttaggtge
acgtttctga
cccacatcaa
tgtccaatge
gagatgattt
aatttgcecee
ttgcecgttga
ccaacttgga
caaagatcgg
gtcactctgg
acaagcaata
ccaagcaagg
aagaagtctt
tectacttgece
ttgaatactt
ctgttttgga
tgagaaagaa
aatgatttga
cttgtatagt
acacgattac
tattattaat
tgttggaatg

cgaatccage

< 213> Escherichia coli

<400> 6
gaaacctteg

aactaaaacg
cttgcacgtg

agactggaag

aatccagcca
agcccccace
ataggaagat

ctgtaaaaac

atatataacc
ttectggtggt
attggcetttg
caccaactcc
tcaagttgte
gttcaagatg
aaacgctegt
aactttgaag
tttggtcaga
tcaagaacaa
tgaaaccatc
cgaacatttc
tgcecggttet
acgttcttte
aggtttgaag
ctctttgececa
aaaattgtet
cattgaaaag
tgatttettt
ttattattte
attattegte
tgaataggtt
agtggtaatt

cagcatgteg

gcatgtegac
aaagaacaaa
ggctacagaa

tgaaatgaaa

ES 2790573 T3

ataaccaagt
gtcggtcaac
tacgatatca
tecttgtgttg
ttgattccag
aacgctggta
atcttagtca
aagatgggta
gctgaaactt
gacaagacca
attccaatca
atccacagag
gctaccttgt
cacaacgaaa
aacggtaaga
attgttttga
ccaagagaag
ggtaagtctt
ttececteecat
aaattaagta
gacatctttt
cattttgege
aatggtgaca

acacccacaa

acccacaaga
aaagaaggtg
acaagaagat

aaaaaaaaaa

aatacatatt
cattatctct
gagctgctga
gttacgacaa
ctggtgttec
tcgttaagte
teteccaaccece
agttcaagcce
tettggttga
ccatgcacag
tcactgacaa
tccaattcgg
ccatggettt
agccagaaac
aggctcaaca
gaaacggttc
aacaattggt
tcatcttgga
ttttettact
gctatatata
ttcagectgt
tcgcataaac
tgacatgtta

gatgtagtge

tgtagtgcac
ctgggececee
ggaaatcgaa

aaaaaaaaaa

45

caaaatggtt
attattgaaa
aggtattggt
ggattccatc
aagaaagcca
tttggttact
tgttaactct
aggtaacgtt
ctacttgatg
aaaggtcacc
atcecttggtt
tggtgacgaa
cgetggtgee
tgaatctttg
attagtcggt
cgttgtttee
caacactgct
cagttaaagt
gaatatatca
gtcaagataa
cgtggtageca
agttttegte
tagcaatacc

ac

gtgcecgtaaa
actttettee

ggaaagaggg

caagaagctg

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2032

60

120

180

240



aaaatggaag
cctggattee
gcgcgaagge
gaacagaaca
gtccctaaaa
ccactggaaa
caacacttte
aacttaccat
atcttctcta
aatttatatt
tgatatataa
ttgtcactat
ccaaggacaa
cacagtttca
agctcecatte
ttcegttget
gttggctcaa
agttgctgee
attcttgaga
tactgccate
aactctatee
tgctgetttg
cttatacget
tgctaacaag
gaacttcttg
tgctttegtt
cgctcactac
tgtccaattg
tggtggtaaa
ttgtcecagtt

cagagaaggt

actgaaattt
attttgagaa
aaatggaaaa
gtggatgtecc
agaggacaaa
ccactggaca
accagatccc
ttcatcacgt
tgggccaatg
attacattat
agggtggatc
tacttaatag
gaactactet
agtaaaaaaa
ccaatgggta
gatttecgatg
caagccttec
attttgcacg
aactctgaaa
attgtcggta
aagggtgttt
gacatgtaca
gttgacggtg
acctacttgt
gtcgaaaaga
atcggtggta
tacgatgaat
gaacaagaat
tactttgecte
ggtatgggtg

atctggattg

gaaaaatggt
gaagcaagaa
gctggagtce
ctecatctegg
aacccaatgg
ggaagagaaa
aaatgtceccg
tectetatgge
agctaatgag
aatatgtact
tttttcattt
taattatatt
tcaaaggtat
aagaatatta
aggacaacac
gtgaaaccat
acgatgctte
acccagaagc
ttgctgccaa
agaagggtca
acaacactta
aggaagtcaa
acgaatacaa
accaagaaac
tgagaacttt
cttececgetga
tgccaactga
tgttggaaga
acgatatcag
tttectgtte

aaaaattgga

ES 2790573 T3

aaaaaaaaaa
aggtaagtat
ggaagataat
taacgtattg
ttteccecage
atcacggact
ccectattee
acactggtac
cacaatgtge
agtgtggtta
tgaatcagaa
tcttattaac
ttcaagttat
cacaatgtece
tgaatactac
cttgaaggtt
tttcatgttg
ctccgaaaac
gggtgtctta
aagagtctgg
cattgaagat
cactggtact
gttcttgtgt
caaggctttg
gggtactgcet
aaccaacttg
aggtaacgaa
agctcaaaaa
agttatcaga
tgctgacaga

acacaaccca

aagaaacacg
ggtaacgacc
catttcatct
tccatgeecet
ttecagtgga
tcctetattg
cgtgttccat
tgcttegact
tgcgaaataa
ttggtaattg
ttggaattge
ctttttttta
catacgtgtc
aacaagcctt
ttgttgactt
gaaccagaag
cgtecagete
gacaaatacg
ccaacttgtc
accggtggtg
aatttacgtt
aacttgccag
gttgccaagg
ttgactccag
gcttgtcecac
aaaaccgtca
cacggtcaag
ttaggtttgg
ttaccaagac
aacatcaagg

ggtcaataca

46

aagctaaaaa
gtacaggcaa
tecttttgtta
agaactctct
gccaccgate
aaggataatt
cacgtaccat
gctttgette
agggatatct
tacttaattt
aacttgtctc
agtcaaaaca
acacacgctt
tecatctacca
ctgactacgt
ccttgacttt
accaaaagca
ttgctttgea
aagacactgg
gtgacgaaga
actctcaaaa
ctcaaatcga
gtggtggttc
gtaaattgaa
cataccacat
aattggctte
ccttcagaga
gtgctcaatt
atggtgctte
ccaagatcaa

tcccacaaga

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100



attgagacaa
aatcttgget
cattgtcggt
attgcctcaa
tggttaccca
cttgctacaa
agtcaccgat
tgctgtcttg
tatggaagcc
caagggtaac
aaataaagca
ttttetgeta
gattaagcat
aaagttatgg
ttctaggatg

ttcctcaaag

<210>7
<211>1335
< 212> ADN

gctggtgaag
caattatctc
cgtgacattg
tacatcaagg
tectggttett
tctcacggtg
gettgtcaca
gctcaacaat
atctggaaga
gacttecttece
atcttgatga
gattttgtga
taactttacc
cgagaacgtc
gtttaaagat

ccaaagttecg

< 213> Secuencia artificial

<220>

gtgaagctgt
aatacccagt
ctecatgcecaa
accatccaat
tgggtccaac
gttccatgat
agcacggtgg
ctatcaagca
ttgaagtcga
aacaaattgt
ggataatgat
agacgtaaat
cttttctett
ggcggttaaa
ttttcctttt

cgttecgace

ES 2790573 T3

caaggttgac
ttccaccaga
gttgaaggaa
ctactacgcet
caccgetggt
catgttggct
tttctatttg
cttggaatgt
agatttccca
caacaagcaa
ttttttttga
aagtacatat
ctaagtttea
atatattacc
tgggaaataa

ttgecectecca

< 223> marcador de seleccién nourseotricina

<400> 7
tegtacgetg

gatctgttta
ataccctect
acatttagecc
cggcgcgaag
tcacagacgce
atttgccact
ctcacatcac
gtaccgcacc
caccgacacc

ggtggacccg

caggtcgacg
gcttgecteg
tgacagtcett
catacatcce
caaaaattac
gttgaattgt
gaggttectte
atccgaacat
agtgtccecgg
gtctteegeg

ccecctgacca

aattctaccg
tccecegeegg
gacgtgcgea
catgtataat
ggctcctege
ccccacgecg
tttecatatac
aaacaaccat
gggacgccga
tcacecgecac

aggtgttcce

ttegtataat
gtcaccegge
gctcagggge
catttgcatc
tgcagacctg
cgececctgta
ttcecttttaa
gggtaccact
ggccatcgag

cggggacggc

cgacgacgaa

ttgaacagac
ttatetttga
ttgattgatg
ggtccageca
agaatggact
aagggtaaca
ggttccattg
gttgettace
gctttecatet
tgtgccaact
atatacataa
tactttttaa
atactagtta
ctgaacgtgg
gtaaacaata

aatccgagtt

gtatgctata
cagcgacatg
atgatgtgac
catacatttt
cgagcaggga
gagaaatata
aatcttgcta
cttgacgaca
gcactggatg
ttcacecectge

tcggacgacg

a7

caatgaagga
ccggtactat
ctggtaagga
agaccccagce
cttacgttga
gatctcaaca
gtggtccage
cagaattggg
tagtcgatga
gtaccaagta
atactacecgt
gccaagacaa
tcactgttta
tgaattgaag
tattgectgee

gcgatt

cgaagttata
gaggcccaga
tgtegecegt
gatggccgea
aacgctceccce
aaaggttagg
ggatacagtt
cggcttacecg
ggteccttcac
gggaggtgec

aatcggacga

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3056

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



cggggaggac
ggegggctte
cgaggtcgec
ggagttecgec
accggcgatc
gtacgacggc
atcagtactg
tatattgtag
gacatcatct
atgtgaatgc
aaaacgagct

tccactagtg

<210>8
< 211> 4429
< 212> ADN

ggcgacccegyg
gtggtegtet
ccggagcacc
cgcgagcggg
cacgcgtacc
accgeetegg
acaataaaaa
ttgttetatt
gcccagatge
tggtcgetat
cataacttcg

gccta

< 213> Trypanosoma brucei

<400> 8

aaagccaaag
aaaaaattag
cacagaatat
tataatggag
tattgtttte
acaggggcac
gagtaaatga
ttctattacc
tcectgaaat
aattctgtaa
tagttttaaa
gatggtagat
gatgctgctg
acctctggtt
ttcgacagag

accgttttga

ttecgegttec
ccttttaatt
ataacatcgt
ccegettttt
ttcaccaacc
aaacaggcaa
tgacacaagg
ttctgetete
tattccccta
atctatttct
acaccaagaa
cttectgette
ccagagcttt
tggaattgac

ccaaggaagt

actctttcaa

actcceggac
cgtacteegyg
gggggcacgyg
gcgecgggea
ggcggatggg
acggcgagca
gattettgtt
ttaatcaaat
gaagttaagt
actgetgteg

tataatgtat

gaccttgecct
ctgctgtaac
aggtgtctgg
aagctggcat
atcagttecat
aaaacgggca
caattgacce
tctgatttgg
cttgactaat
taaacttcett
cttagtttcg
cattgttgec
gttgcaagac
tgtteccatac
tgctgatgaa

cccaaactct

ES 2790573 T3

gttecgtegeg
ctggaacege
ggtcgggcge
cctectggetg
gttcacccte
ggcgctctac
ttcaagaact
gttagegtga
gcgcagaaag
attcgatact

gctatacgaa

cccaaatceg
ccgtacatge
gtgaacagtt
ccagaaaaaa
aggtccattc
caacctcaat
acgcatgtat
aaaaagctga
aagtatataa
aaattctact
aataaacaca
gttgacccag
tctceattge
gctttgaagg
gtcttgagat

gaagtctctt

tacggggacg
cggctgaceyg
gcgttgatgg
gaggtcacca
tgecggecetgg
atgagcatgc
tgtcatttgt
tttatatttt
taatatcatg
aacgccgeca

cggtagaatt

agttgcgatt
ccaaaatagg
tattcectgge
aaagaatccc
tcttagegea
ggagtgatgc
ctatctcatt
aaaaaaaggt
agacggtagg
tttatagtta
cataaacaaa
aaagagctge
acaccaccat
ttgttgecttc
gtgcctggea

tagtcggtag

48

acggcgacct
tegaggacat
ggctegegac
acgtcaacgc
acaccgecct
cectgececeeta
atagtttttt
ttttegecte
cgtcaategt
tccagtgteg

cgatatcaga

gtgcttagte
gggcgggtta
atccactaaa
agcaccaaaa
actacagaga
aacctgcctg
ttcttacace
tgaaaccagt
tattgattgt
gtecttttttt
caaaatggtt
cagagaaaga
gcaatacgct
tgctgacact
attggectgac

attaccagtc

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1335

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960



ggtcaaaagce
tacaactcet
gaaattgctt
accttgccaa
cacgcttett
aacatcaatg
tccggtatga
gacatgttge
gaagctttgg
ttgacctgta
gctcaagttt
ttecatcaage
gacaccgtca
gaaattgceca
cgtgteattg
tgtggtgcte
gctacctetg
ggtggtaagt
gctttggtta
ggtgttcecat
gccccagaca
gaagatcatg
acctctttgt
ggtgtcgaat
ttggccaceg
ccacacttgg
ttggctcaaa
ggtttgatca
agaggttectg
ttgagatctg

ggttccatgt

atcaaatgtce
ctgctggttg
tgggtaagga
actctttegt
tggatttggg
ctgetggttt
acgccagaaa
caaaccctee
ctacctctgg
cctacgattg
ccgtcaagtg
gtgacccage
gagattaccg
ctgaagatge
ttgttggtgg
aagttgtttt
gtatcaacgg
acttcgaaag
agactttgtc
tgactgtttt
agaaggatgg
ttagaggtaa
tgtctgaaac
tcactcaagce
gtggtttete
ttaactteece
gattaggtge
acccaaagga
gtggtgtttt
ttgtttcecaa

ttgcttactg

tgctccattg
tttcgaccea
aagaaacaat
cattgattte
tggtgtttee
ccaaaacgtt
cactccatgg
aaaggaagct
tgattacgaa
gaaaggtaag
ttactctgece
caaggtcaga
tgtctacgte
tgaaatgaga
tggtttgget
gatggaaaag
ttggggtact
agatacctac
catgaaatct
gtcccaatta
tactcecattg
cttgtececggt
caaggaaaga
tggttctggt
caacgacaag
aaccaccaac
tcaattggte
cccagccaac
gttgaacaaa
ggccatcatg

tgtcttgaac

ES 2790573 T3

aaacgtgtca
tececactgete
gcttgtttgg
gaagctggta
aagggttaca
ttetttgact
gttgteggta
tcttacatet
aacttgatct
gaattgatga
atgtacgctg
caattgttgg
agagaaaacg
aagagaagaa
ggtttgtccg
gaagccaagt
agagcccaag
aagtctggta
gctgacgcta
ggtggtcact
ccaattggtt
agaatcacca
ccagacggta
aagaccacca
actgctgatt
ggtccatggg
gatatggaca
ccaaccaaat
caaggtaaga
gaacaaggtg

gctgetgete

tggettgttg
cagttgccaa
aagctttgac
ctatcteccag
tegtcegatta
ggggtggtga
tcactagacc
ccgtecatecte
acactgctga
agccatctca
acgctttgge
atggttggag
aaagagttgc
tttecaacac
ctgeccattga
tgggtggtaa
ctaaggcttce
tcggtggtaa
tcggttggtt
ccagaaagag
tcaccatecat
tcatggaaaa
ctaagcaaat
ttttggctga
ctttgttgag
ctactggtga
aggttcaatt
tecttgggtee
gatttgtcaa
ctgaatacce

aaaaattgtt

49

tcaaagagtce
ggctttgaga
tcaagcttgt
aaagcacgaa
cgtcattgac
ctgtegtgece
teccttecttg
tttggacaat
cgataaacca
atccaatatc
taccgcttgt
atacgttaga
caagatgttc
tttaccaget
agctgetggt
ctctgccaag
cattgtcgat
caccgatcca
gacttctcta
aactcacaga
gaaaacttta
ctgtteegtt
cagagttacc
tgctgttate
agaacatgcc
tggtgtcaag
gcacccaact
agaagctcta
cgaattggat
aggttctggt

tggtgtttee

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820



tctecacgaat
ttggctgcett
agattatcca
ttgggtacta
ggtggttgtt
ccattgteccce
gtccacggtg
attgcecggtg
gtctggacca
cgtgtettga
ttecattgececa
actttgccag
cgtgaatgga
ttggtcatceg
aagctatgtt
gctttecatga
gatgtcactg
aaattcaaga
ttecatcgace
gccatetgtg
tacaacatga
tatctecggaa
tacatgtaca
gactttaacg
cttattcacg
ttteggcage

gaaagcctgt

<210>9
< 211> 20
< 212> ADN

tctactggaa
tgattggttg
tctctcaaag
aaggtccata
tgatttetece
actccaaccec
gtaacagatt
acagagctte
ctgttgtttt
gattcaactt
tcagaggtga
acgatttggg
tetetgettt
aaagaagatt
tgattgetgg
agccattcat
aattgactta
aaactttegt
gtggtatctt
gtccaccagt
acttggtcag
atattaattt
caagtatatc
agacagaaca
tgttatacce
ccctaagate

atgcgaagcc

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> cebador

<400>9

cattatatcg aggaaagccc

gaagatgggt
tccagttgaa
atcttgtcca
ctatgtegee
atctgctgaa
aatcttgggt
aggtggtaac
taccattttg
gagagaagtc
accaggtgcet
ctgggacggt
tatgattgac
ggaaccaggt
atctgacaag
tggtactggt
cgacactttg
cagagaagtt
tttgaacaga
gaccaaccac
tatgcaaaga
aaccgttgac
aggccatgte
tatatatata
gttttttatt
acaccaaatc
agacaaaaca

acaatccttt

20

ES 2790573 T3

ttgttcgtca
tcecgttecaac
attaccagaa
tttgtcactc
atccaaatga
ttattcggtg
tetttgttgg
caaagaaagt
agagaaggtg
ctacaaagat
caacaattga
attttggcca
gacgctgteg
cacttegttt
gttgctccaa
gaatccgtece
ttggaagaac
cctecteocat
gttcaaccac
attgtcaagg
gaaactgaac
cttatgcacg
aattaatgaa
ttttatccta
caatagcaat
tccggaacca

ccaacagacc

aggctgacac
aaactttaga
aatctgttta
catctatcca
agaacacttc
ctggtgaagt
aatgtgttgt
cctetgettt
gtgtctacgg
ctggtctate
ttggttacta
gatctgacaa
aaatgaaggc
tcatgggtca
tgttgcaaat
acttgatcta
gtcgtegtga
tatggactga
catctgacaa
ccactttaaa
catctggaag
tttcttttga
aatcccctat
tttgatgaat
accggccatc
ccttaaatca

atactaagt

50

catgagagac
agaatacgaa
cccatgtgtt
ctacaccatg
ttccagagee
caccggtggt
tttecggtaga
gtctttecaag
tgctggttec
cttgggtcaa
ctctccaatc
gggtacttta
ttgtggtggt
cattatcaac
catcaaggecce
cgctgetgaa
atccagaggt
cggtgtcggt
cttattggtt
gactttaggt
ttaaaggaag
tacttacggg
ttatatatat
gatacagttt
acaatcactg

acgtccctca

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4429



10

15

20

25

30

35

40

<210> 10

<211>75

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 10

aaagcaaagg aaggagagaa cagaggagta cttgtacgtt cgatgggcaa agaaagagac

acaaaactac gtggg

<210>11

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebadorr

<400> 11
ttgcccatcg aacgtacaag

<210> 12

< 211> 23

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 12
tgctaagatt tgtgttcgtt tgg

<210> 13

<211>20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 13
cggatcgatg tacacaaccg

<210> 14

< 211> 23

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 14
caacaggagg cggatggata tac

20

23

20

23

ES 2790573 T3

51

60

75



10

15

20

25

30

35

ES 2790573 T3

<210> 15

<211>79

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 15
acgcttteceg gecatcttcca gaccacagta tatccatceg cctectgttg tegtacgetg 60

caggtcgacg aattctacc 79

<210> 16

<211>75

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 16
gcggaatatt ggcggaacgg acacacgtgg atacaaacct ggacaacgtt taggccacta 60

gtggatctga tatcg 75

<210> 17

< 211> 22

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 17
aacgttgtcc aggtttgtat cc 22

<210> 18

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 18
aggtacaaca agcacgaccg 20

<210>19

< 211> 23

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

52
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<400> 19
aaataaccac aaacatcctt ccc

<210> 20

<211>23

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 20
gtgcactaca tcttgtgggt gtc

<210>21

< 211> 22

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 21
gaaaccttcg aatccageca gc

<210> 22

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 22
aatcgcaact cggatttggg

<210> 23

<211>73

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 23

aaagccaaag ttcgegttce gaccttgect cccaaatccg agttgegatt tettggegge

cgtacgecata tag

<210> 24

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

20

23

23

22

ES 2790573 T3
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<400> 24
20 cgcacaccac gaggtgaagg

<210> 25

< 211> 25

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 25
25 cggcattatt gtgtatggct caata

<210> 26

<211>75

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 26
gaacttcgac ctgttgcaat acttecgggtt cggcacaaac gtgtacggat agggtttcaa

agatccatac ttcte

<210> 27

<211>79

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 27
atccgtacac gtttgtgeceg aacccgaagt attgcaacag gtcgaagtte tcgtacgetg

caggtcgacg aattctacc

<210> 28

<211>74

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 28
aatcgcaact cggatttggg aggcaaggtc ggaacgcgaa ctttggettt aggecactag

tggatctgat atcg

<210> 29

<211>90

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

54
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<220>
< 223> cebador

<400> 29

agaaagcctg tatgcgaagc cacaatcctt tccaacagac catactaagt attttatttt

acttttttta gaatgacctg ttccecgacac

<210> 30

<211>24

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 30
cacaagctta ttcttccaaa aatc

<210> 31

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 31
aaagccaaag ttcgegttce

<210> 32

<211>24

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 32
acttagtatg gtctgttgga aagg

<210> 33

<211>1139

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>

24

20

24

ES 2790573 T3

< 223> secuencia de proteina FRDg (menos SKI C-terminal)

55

60

90
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<400> 33
Met Val Asp Gly Arg Ser Ser Ala Ser Ile Val Ala Val Asp Pro Glu
1 5 10 15

Arg Ala Ala Arg Glu Arg Asp Ala Ala Ala Arg Ala Leu Leu Gln Asp
20 25 30

Ser Pro Leu His Thr Thr Met Gln Tyr Ala Thr Ser Gly Leu Glu Leu
35 40 45

56



Thr

Arg

65

Ala

Val

Lys

Cys

Ala

145

Ala

Ile

Lys

Phe

Met

225

Ser

Val

Asn

Trp

Val

50

Ala

Asp

Gly

Arg

Fhe

130

Leu

Cys

Ser

Gly

Gln

210

Asn

Leu

Ile

Lys

Pro

Lys

Thr

Arg

Val

115

Asp

Gly

Thr

Arg

Tyr

195

Asn

Ala

Asp

Ser

Ile

275

Gly

Tyr

Glu

Vval

Leu

100

Met

Pro

Lys

Leu

Lys

180

Ile

Val

Arg

Met

Leu

260

Tyr

Lys

Ala

val

Leu

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Pro

165

His

Val

Phe

Asn

Leu

245

Asp

Thr

Glu

Leu

Ala

70

Asn

Val

Cys

Thr

Arg

150

Asn

Glu

Asp

Phe

Thr

230

Pro

Asn

Ala

Leu

Lys

55

Asp

Ser

Gly

Cys

Ala

135

Asn

Ser

His

Tyr

Asp

215

Pro

Asn

Glu

Asp

Met

Val

Glu

Phe

Gln

Gln

120

Pro

Asn

Phe

Ala

Vval
200

Trp

Trp

Pro

Ala

Asp

280

Lys

ES 2790573 T3

Val

Vval

Asn

Lys

105

Arg

Val

Ala

val

Ser

185

Ile

Gly

Val

Pro

Leu

265

Lys

Pro

Ala

Leu

Pro

90

His

Val

Ala

Cys

Ile

170

Leu

Asp

Gly

Val

Lys

250

Ala

Pro

Ser

Ser

Arg

75

Asn

Gln

Tyr

Lys

Leu

155

Asp

Asp

Asn

Asp

Gly

235

Glu

Thr

Leu

Gln

Ala

60

Cys

Ser

Met

Asn

Ala

140

Glu

Phe

Leu

Ile

Cys

220

Ile

Ala

Ser

Thr

Ser

57

Asp

Ala

Glu

Ser

Ser

125

Leu

Ala

Glu

Gly

Asn

205

Arg

Thr

Ser

Gly

Cys

285

Asn

Thr

Trp

val

Ala

110

Ser

Arg

Leu

Ala

Gly

190

Ala

Ala

Arg

Tyr

Asp

270

Thr

Ile

Phe

Gln

Ser

95

Pro

Ala

Glu

Thr

Gly

175

val

Ala

Ser

Pro

Ile

255

Tyr

Tyr

Ala

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Gly

Ile

Gln

160

Thr

Ser

Gly

Gly

Pro

240

Ser

Glu

Asp

Gln



Val

305

Ala

Gly

Arg

Ala

Ile

385

Ala

Gly

Val
465

Ser

Pro

Asn

230

Ser

Cys

Trp

Glu

Glu

370

Val

Gly

Gly

Ala

Asp

450

Lys

Leu

Lys

Ile

Leu
530

Val

Phe

Arg

Asn

355

Met

Val

Cys

Asn

Gln

435

Thr

Thr

Gly

Arg

Gly

515

Ser

Lys

Ile

Tyr

340

Glu

Arg

Gly

Gly

Ser

420

Ala

Tyr

Leu

Val

Thr

500

Phe

Gly

Cys

Lys

325

val

Arg

Lys

Gly

Ala

405

Ala

Lys

Lys

Ser

Pro

485

His

Thr

Arg

Tyr

310

Arg

Arg

Val

Arg

Gly

390

Gln

Lys

Ala

Ser

Met

470

Leu

Arg

Ile

Ile

295

Ser

Asp

Asp

Ala

Arg

375

Leu

val

Ala

Ser

Gly

455

Lys

Thr

Ala

Met

Thr
535

Ala

Pro

Thr

Lys

360

Ile

Ala

val

Thr

Ile

440

Ile

Ser

Val

Pro

Lys

520

Ile

ES 2790573 T3

Met

Ala

Val

345

Met

Ser

Gly

Leu

Ser

425

Val

Gly

Ala

Leu

Asp

505

Thr

Met

Tyr

Lys

330

Arg

Phe

Asn

Leu

Met

410

Gly

Asp

Gly

Asp

Ser

4390

Lys

Leu

Glu

Ala

315

val

Asp

Glu

Thr

Ser

395

Glu

Ile

Gly

Asn

Ala

475

Gln

Lys

Glu

Asn

300

Asp

Arg

Tyr

Ile

Leu

380

Ala

Lys

Asn

Gly

Thr

460

Ile

Leu

Asp

Asp

Cys
540

58

Ala

Gln

Arg

Ala

365

Pro

Ala

Glu

Gly

Lys

445

Asp

Gly

Gly

Gly

His

525

Ser

Leu

Leu

Val

350

Thr

Ala

Ile

Ala

Trp

430

Tyr

Pro

Trp

Gly

Thr

510

Val

Val

Ala

Leu

335

Tyr

Glu

Arg

Glu

Lys

415

Gly

FPhe

Ala

Leu

His

495

Pro

Arg

Thr

Thr

320

Asp

Val

Asp

Val

Ala

400

Leu

Thr

Glu

Leu

Thr

480

Ser

Leu

Gly

Ser



Leu

545

Val

Leu

Thr

Pro

Gln

625

Pro

Leu

Gln

Lys

Met

705

Val

Ala

Ser

Thr
785

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

610

Arg

Thr

Gly

Gly

Ala

690

Fhe

Ser

Asp

Vval

Ser

770

Lys

Ser

Gly

Asp

Asp

595

Thr

Leu

Gly

Pro

Lys

675

Ile

Ala

Ser

Thr

Gln

755

Cys

Gly

Glu

Val

Ala

580

Ser

Asn

Gly

Leu

Glu

660

Arg

Met

Tyr

His

Met

740

Gln

Pro

Pro

Thr

Glu

565

Val

Leu

Gly

Ala

Ile

645

Ala

Phe

Glu

Cys

Glu

725

Arg

Thr

Ile

Tyr

Lys

550

Phe

Ile

Leu

Pro

Gln

630

Asn

Leu

Val

Gln

Val

710

Phe

Asp

Leu

Thr

Tyr
790

Glu

Thr

Leu

Arg

Trp

615

Leu

Pro

Arg

Asn

Gly

695

Leu

Tyr

Leu

Glu

Arg

775

val

Arg

Gln

Ala

Glu

600

Ala

Vval

Lys

Gly

Glu

680

Ala

Asn

Trp

Ala

Glu

760

Lys

Ala

Pro

Ala

Thr

585

His

Thr

Asp

Asp

Ser

665

Leu

Glu

Ala

Lys

Ala

745

Tyr

Ser

Phe

ES 2790573 T3

Asp

Gly

570

Gly

Ala

Gly

Met

Fro

650

Gly

Asp

Tyr

Ala

Lys

730

Leu

Glu

Val

val

Gly

555

Ser

Gly

Pro

Asp

Asp

635

Ala

Gly

Leu

Pro

Ala

715

Met

Ile

Arg

Tyr

Thr
795

Thr

Gly

Phe

His

Gly

620

Lys

Asn

Val

Arg

Gly

700

Gln

Gly

Gly

Leu

Pro

780

Pro

59

Lys

Lys

Ser

Leu

605

Val

val

Pro

Leu

Ser

685

Ser

Lys

Leu

Cys

Ser

765

Cys

Ser

Gln

Thr

Asn

590

val

Lys

Gln

Thr

Leu

€70

Val

Gly

Leu

Phe

Pro

750

Ile

Val

Ile

Ile

Thr

575

Asp

Asn

Leu

Leu

Lys

655

Asn

val

Gly

Phe

val

735

vVal

Ser

Leu

His

Arg

560

Ile

Lys

Phe

Ala

His

640

Phe

Lys

Ser

Ser

Gly

720

Lys

Glu

Gln

Gly

Tyr
800



ES 2790573 T3

Thr Met Gly Gly Cys Leu Ile Ser Pro Ser Ala Glu Ile Gln Met Lys
805 810 815

Asn Thr Ser Ser Arg Ala Pro Leu Ser His Ser Asn Pro Ile Leu Gly
820 825 830

Leu Phe Gly Ala Gly Glu Val Thr Gly Gly Val His Gly Gly Asn Arg
B35 840 845

Leu Gly Gly Asn Ser Leu Leu Glu Cys Val Val Phe Gly Arg Ile Ala
850 855 860

Gly Asp Arg Ala Ser Thr Ile Leu Gln Arg Lys Ser Ser Ala Leu Ser
865 870 875 880

Phe Lys Val Trp Thr Thr Val Val Leu Arg Glu Val Arg Glu Gly Gly
885 890 895

Val Tyr Gly Ala Gly Ser Arg Val Leu Arg Phe Asn Leu Pro Gly Ala
900 905 910

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

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

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

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

Met Lys Ala Cys Gly Gly Leu Val Ile Glu Arg Arg Leu Ser Asp Lys
980 985 930

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

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

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

Tyr Ala Ala Glu Asp Val Thr Glu Leu Thr Tyr Arg Glu Val Leu
1040 1045 1050
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Glu Glu Arg Arg Arg Glu Ser Arg Gly Lys Phe Lys Lys Thr Phe
1055 1060 1065

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

Ile Asp Arg Gly Ile Leu Thr Asn His Val Gln Pro Pro Ser Asp
1085 1090 1085

Asn Leu Leu Val Ala Ile Cys Gly Pro Pro Val Met Gln Arg Ile
1100 1105 1110

Val Lys Ala Thr Leu Lys Thr Leu Gly Tyr Asn Met Asn Leu Val
1115 1120 1125

Arg Thr Val Asp Glu Thr Glu Pro Ser Gly Ser
1130 1135

<210> 34

< 211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 34
ataaaaattg catatatgtg ggtagaaacc 30

<210> 35

<211>78

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 35
tatagcatac attatacgaa cggtagaatt cgtcgacctg cagcgtacga tcaaagcaga 60

aatctgatgg gttcgaac 78

<210> 36

<211>75

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 36
agaaagcctg tatgcgaagce cacaatcctt tccaacagac catactaagt acaggtgatt 60
gtatgtgggc ttatg 75
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<210> 37
<211>29
< 212> ADN

<220>

< 223> Cebador

<400> 37

acattattgt aaaaacggag tagaaaggg 29

<210> 38
< 211> 595
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Fragmento 25 de PCR que consiste en el flanco 5’ de integracion para fijar como objetivo el locus INT09.01

de CEN.PK113-7D

ES 2790573 T3

Zt%%iggaac ataatccggt atgtgaaatc aattgaatct atcctectgte tcggtataat 60
attatacaag ttaggagaat agttatatat aaatatatgt gaacttgtag aactgatggc 120
atttgatggc cgtcacatgg tacgccacta aaaccttgat taagtagatt agattagact 180
agcaagtgtt ggtaacgttt tgtaggaaag agtctcaaag tacccagege caacttttge 240
taaagtcaat cataaaatat atgtttttaa aatatgtagg tatgccgtge atttttatte 300
ttttttaatg tttagctttc aaaaaagcta aaataaacca taagcgttat tcttattata 360
ttgatagtag aagaggaaga gtggttatct ttactcaaat taacgattgce ttttatttet 420
tacattaagg tcgaaactat ttgctactat gaaagccaag cagaaacaaa caagacctta 480
ttaagattga tgtttecaagc tatgcattecc caattcagaa gaacaaggga agagcataag 540
acggctcecte ggatcggeca gttgggageca aggtggtact tctgtegteg tattt 595
<210> 39

<211>1381

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Fragmento 26 de PCR que incluye un marcador de seleccién de nourseotricina funcional en Saccharomyces
cerevisiae.

<400> 39

tcctcggatec ggccagttgg gagcaaggtg gtacttetgt cgtcgtattt gtgetaccegt 60

tcgtataatg tatgectatac gaagttatgt ceccecgeecggg tcacceggec agegacatgg 120

aggcccagaa taccctcctt gacagtcttg acgtgegecag ctcaggggea tgatgtgact 180

gtcgecegta catttagecce atacatccce atgtataatc atttgeatce atacattttg 240
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atggccgeac
acgctcceccet
aaggttagga
gatacagttc
acacggctta
atgggtcctt
tgcgggaggt
acgaatcgga
acgacggcga
ccgtcgagga
tggggctege
ccaacgtcaa
tggacaccge
tgcectgece
tcatttgtat
tatatttttt
atatcatgeg
cgcegecate

gtacctccct

g

<210> 40
< 211> 4838
< 212> ADN

ggcgcgaage
cacagacgcg
tttgeccactg
tcacatcaca
ccggtaccge
caccaccgac
gceggtggac
cgacggggag
cctggcggge
catcgaggtc
gacggagttc
cgcaccggeg
cctgtacgac
ctaaataaat
agttttttta
ttegectega
tcaatcgtat
cagtgtcgaa

catttggaac

< 213> Secuencen artificial

<220>

< 223> Fragmento 27 de PCR que incluye la secuencia codificante de fumarato reductasa de Trypanosoma brucei

aaaaattacg
ttgaattgte
aggttettet
tccgaacata
accagtgtce
accgtcttee
ccgecoectga
gacggcgacce
ttegtggteg
gcccoccggage
gcccgegage
atccacgegt
ggcaccgect
cagtactgac
tattgtagtt
catcatctge
gtgaatgctg
aacgagctca

agcaggcgag
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gctecteget
cccacgecge
ttcatatact
aacaacaatg
cgggggacgc
gcgtcacege
ccaaggtgtt
cggactcceg
tectegtacte
accgggggcea
ggggcgcegg
accggcggat
cggacggcga
aataaaaaga
gttectatttt
ccagatgcga
gtcgctatac
taacttcgta

gtgtattggt

gcagacctgce
gccecctgtag
tecettttaaa
aatgggtacc
cgaggccatc
caccggggac
ccccgacgac
gacgttegtce
cggctggaac
cggggtcggg
gcacctctgg
ggggttcacc
gcaggegetce
ttecttgtttt
aatcaaatgt
agttaagtge
tgctgtegat
taatgtatgc

gcgagaagag

gagcagggaa
agaaatataa
atcttgcetag
actcttgacg
gaggcactgg
ggcttcacce
gaatcggacg
gcgtacgggg
cgcecggetga
cgcgegttga
ctggaggtca
ctctgeggee
tacatgagca
caagaacttg
tagecgtgatt
gcagaaagta
tcgatactaa
tatacgaacg

gtgttteccga

(FRDg) optimizada en un par de codones para la expresion en S. cerevisiae.

<400> 40
atttggaaca

catcactaga
tgtcgatgta
tegggtgtgt

agaagacaat

gcaggcgagg tgtattggtg cgagaagagg tgtttccgag gtgegttect

agccgaactg ttgtecttcag tggggattgg ttcocgacattt tgeccaattge

ccctttcaaa geccatgtacc ttaaatcttc atccttggeca agtagattca

ttgaagtaag aatatttgct tgtttttatg gtatcaaagg tatatgttgt

ttccggtaat ccaattgtct gtctgetcag tttagcacat gtatagtacg

63

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1381

60

120

180

240

300
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gtggtggttt
tecttgatgga
acggttgggg
aacgtgacac
tgtccatgaa
ttttgtctea
atggtactce
gtaacttgte
aaaccaagga
aagctggtte
tcagtaatga
tcccaactac
gtgctcaatt
aggatccage
tettgttgaa
ccaaggctat
actgtgtttt
ggaagaagat
gctgtccagt
aacgttcttg
catactacgt
ccecatcege
atccaatctt
gtttgggtgg
ccteocaccat
tecttgagaga
acttgectgg
gtgattggga
tgggtatgat
ctttggaacc

gattgtccga

ggccggtttg
aaaagaagct
caccagagcc
ttacaagtct
gtctgetgat
attgggtggt
attaccaatc
tggtcgtate
acgtccagat
cggtaagact
caagaccgct
caacggccca
ggttgacatg
taacccaacc
caagcaaggt
catggagcaa
gaacgctgece
gggtctattt
tgaatctgtc
tccaatcacc
tgctttegte
cgaaattcaa
gggtttgtte
taactccttg
cttgcaacgt
agttagagaa
tgctttgeaa
cggtcaacaa
cgatatctta
tggtgatgct

caagcacttc

tecegecgeta
aagttgggtg
caagccaaag
ggtattggtg
gccateggtt
cactctagaa
ggtttcacta
actatcatgg
ggtactaaac
actatcttgg
gactccttgt
tgggctacecg
gataaggtte
aagttcttgg
aagagattcg
ggtgccgaat
gctcaaaagt
gttaaggctg
caacaaacct
cgtaagtctg
accccatcta
atgaaaaaca
ggtgctggceg
ttggagtgtyg
aagtcttctg
ggtggcgtcet
cgttecggtt
ctaattggtt
gctegttetg
gttgaaatga

gtcttecatgg
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tcgaagetge
gtaacagcge
cctctategt
gtaacactga
ggttaaccte
agagaaccca
tcatgaagac
aaaactgtag
aaatcecgtgt
ctgatgetgt
tgagagaaca
gtgacggtgt
aattgcatcec
gteccagagge
tcaacgaatt
acccaggtte
tattcggtgt
ataccatgag
tggaagaata
tctacccatg
ttcactacac
cttecteteg
aagttaccgg
ttgtecttegg
ccttgtectt
acggtgecgg
tgtctttagg
actactccce
acaaaggtac
aggcctgtgg

gtcacatcat

cggttgtggt
taaggctact
cgacggtggt
ccecagetttg
cttgggtgte
ccgtgeteca
tttggaagac
cgtcacctct
cactggtgtt
cattttggct
cgctccacac
taagttggcece
aactggtttg
cttgagaggt
agatctaaga
cggtggttce
ctetteteat
agatctagct
cgaacgtttg
tgtettaggg
tatgggcggt
tgcteccattg
tggtgttcat
tagaatcget
caaggtttgg
ttctagagtt
tcaattcate
aattactttg
tttgagagaa
tggtttggtt

caacaaattg

65

gctcaggteg
tectggtatta
aaatacttcg
gtcaagacct
ccattaaccg
gacaagaaag
cacgttcgtg
ctattatctg
gaatttacce
actggtggtt
ttggtcaact
caaagattgg
attaacccaa
tceggtggtg
tecegttgttt
atgttcgett
gaattctatt
gctttgateg
tctatttcte
accaagggtc
tgtttgatet
tectcactcta
ggtggtaacc
ggtgacagag
actaccgttg
ttgagattca
gctatcagag
ccagatgact
tggatttctg
attgaaagaa

tgtttgattg

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020

4080
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15

ccggtggtac
tcatcgatac
cctacagaga
ttgtcttaaa
tcttgactaa
cagtcatgca
ttagaactgt
gatttttatt
ttaggtttta
ttctcaggta
atgcctgeaa
tgatgaatct

aaagaacgag

<210> 41
< 211> 586
< 212> ADN

tggtgtegee
cttggaatct
agtcttggaa
cagaccacca
ccacgttcaa
aagaattgtt
tgatgaaacc
attaaataag
aaacgaaaat
tagcatgagg
atcgctecce
cggtgtgtat

tatataccca

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Fragmento 28 de PCR que consiste en el flanco 3’ de integracion para fijar como objetivo el locus INT09.01

de CEN.PK113-7D

<400> 41
tttecttgta

aacagtagtg
taaagtcata
tgtgatttca
cggaaatgaa
aaaagagaac
gtacgagaca
tttgtaaacc
ttgagcagat

acataatagt

ccaaagaacg
gtcactccta
aaataacgaa
tatcacgaag
acatgtttgt
catttatcac
ccgtgeatag
ctttcgactt

gtgacaaagc

tcaataccaa

ccaatgttge
gttcacttga
gaaagaagaa
ccattgtgga
cctecateceg
aaggctactt
gaaccttccg
ttataaaaaa
tcttattett
tegetcettat
atttcaccca
tttatgtecect

ggtatccaga

agtatatacc
cagtagtcat
tagttegtat
ttttttatat
atgttatgta
gcacatagtt
atggaagggg
ctgatttaac
cattttcagg

ccaaaccttg
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aaattatcaa
tttacgetge
gagaatccag
ccgacggtgt
acaacttgtt
tgaaaacctt
gttaaataaa
aataagtgta
gagtaactct
tgaccacacc
attgtagata
cagaggacaa

gcgettgt

caggtatcca
acttctcaag
accgctcatg
tttttaatta
gtatatcaat
ttagtattca
aaggtaataa
agcggctaag
tgtccattct

agatttggct

ggctgettte
tgaggatgtt
aggtaagttc
tggtttcatc
ggtcgetate
gggttacaat
gcgaatttet
tacaaatttt
ttcctgtagg
tctaceggea
tgctaactec

ccteectett

gagcgettgt
cctacttteg
tggcaaacte
tacaattgta
aattgattta
ctaatcggtg
gcttetetet
atttctctte
tcatcaaaga

gttgeg

66

atgaagcctt
accgaattga
aagaagactt
gatagaggta
tgtggtccte
atgaacttgg
tatgatttat
aaagtgactc
tcaggttgct
tgccgageaa
agcaatgagt

teccttgtace

atctgcattt
gtatggecttt
aatagcaaaa
atttgtatta
ccgeatctgt
ctctatggaa
aagaattttc
tctttaattt

aaacaatacc

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4838

60

120

180

240

300

360

420

480

540

586
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido variante que tiene actividad de fumarato reductasa, que tiene actividad dependiente de NADP(H)
modificada y/o actividad dependiente de NAD(H) modificada en comparacion con un polipéptido de referencia que
tiene actividad de fumarato reductasa y que comprende la fumarato reductasa de SEQ ID NO: 33,

en donde el polipéptido variante comprende una secuencia de aminoacidos que, cuando se alinea con la fumarato
reductasa que comprende la secuencia establecida en SEQ ID NO: 33, comprende al menos una sustitucién de un
residuo aminoéacido correspondiente a cualquiera de los aminoacidos

1042, 1071, 1072, 1082 o 1083

estando definidas dichas posiciones con referencia a SEQ ID NO: 33,y
en donde el polipéptido variante tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 33.

2. Un polipéptido variante de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene actividad dependiente de NADP(H)
incrementada en comparacion con el polipéptido de referencia.

3. Un polipéptido variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene un aumento
en la actividad dependiente de NADP(H) con respecto a la actividad dependiente de NAD(H) en comparacion con el
polipéptido de referencia.

4. Un polipéptido variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
polipéptido variante es un polipéptido que no se produce de forma natural.

5. Un polipéptido variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende
sustituciones adicionales distintas de las definidas en la reivindicacion 1, en donde el polipéptido variante tiene al
menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID No. 33.

6. Un polipéptido variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes segun se define en la
Tabla 1.

7. Un polipéptido variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene al menos
85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 33).

8. Un &acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido variante de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

9. Una construccién de acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 8 enlazada
operativamente a una o0 mas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de una fumarato reductasa en un
huésped de expresion adecuado.

10. Un vector de expresién que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 8 o una construccion
de &cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Una célula huésped que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 8, una construccion de
acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 9 o un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 10.

12. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 11, que es una célula procariota, tal como una célula
bacteriana, o una célula eucariota, tal como una célula de levadura o una célula flngica filamentosa.

13. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde la célula de levadura es una célula huésped
de Saccharomyces cerevisiae.

14. Un método para producir una fumarato reductasa, que comprende cultivar una célula huésped de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 bajo condiciones adecuadas para la produccion de fumarato
reductasa y, opcionalmente, recuperar la fumarato reductasa.

15. Un método para la produccion de un acido dicarboxilico, tal como acido succinico, método que comprende

fermentar una célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 bajo condiciones
adecuadas para la produccion de acido succinico y, opcionalmente, recuperar el acido succinico.
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