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DESCRIPCIÓN 

Fumarato reductasas 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere a un polipéptido variante que tiene actividad fumarato reductasa. La invención 
también se refiere a un ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido variante de este 5 
tipo, a una construcción de ácido nucleico que comprende un ácido nucleico de este tipo, a un vector de expresión 
recombinante que comprende un ácido nucleico o construcción de ácido nucleico de este tipo y a una célula 
huésped recombinante que comprende un ácido nucleico, construcción de ácido nucleico o vector de expresión de 
este tipo. La invención se refiere, además, a un método para producir un polipéptido variante que tiene actividad 
fumarato reductasa y a un método para la producción de un ácido dicarboxílico. 10 

Antecedentes de la invención. 

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

El ácido succínico se produce predominantemente a través de procedimientos petroquímicos por hidrogenación de 15 
butano. Estos procedimientos se consideran perjudiciales para el medio ambiente y son costosos. La producción 
fermentativa de ácido succínico puede ser un procedimiento alternativo atractivo para la producción de ácido 
succínico, en el que se puede utilizar un material de alimentación renovable como fuente de carbono. 

Un cierto número de diferentes bacterias tales como Escherichia coli, y las bacterias del rumen Actinobacillus, 
Anaerobiospirillum, Bacteroides, Mannheimia o Succinimonas, sp. son conocidas por producir ácido succínico. La 20 
ingeniería metabólica de estas cepas bacterianas ha mejorado el rendimiento y/o la productividad del ácido 
succínico, o ha reducido la formación de sub-productos. 

El documento WO2007/061590 describe una levadura negativa a la piruvato descarboxilasa para la producción de 
ácido málico y/o ácido succínico que se transforma con una enzima piruvato carboxilasa o una fosfoenolpiruvato 
carboxilasa, una enzima malato deshidrogenasa y una proteína transportadora de ácido málico (MAE). 25 

A pesar de las mejoras que se han hecho en la producción fermentativa de ácido succínico, sigue habiendo una 
necesidad de microorganismos mejorados para la producción fermentativa de ácido succínico. 

El documento WO2009/065778 describe que pueden alcanzarse niveles incrementados de producción de ácido 
succínico con una célula eucariota recombinante seleccionada del grupo que consiste en una levadura y un hongo 
filamentoso que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica la fumarato reductasa dependiente de 30 
NAD(H) que cataliza la conversión de ácido fumárico en ácido succínico. Se encontró que la célula eucariota 
recombinante produce una cantidad incrementada de ácido succínico en comparación con la cantidad de ácido 
succínico producida por una célula eucariota que no comprende la secuencia de nucleótidos que codifica la fumarato 
reductasa dependiente de NAD(H). 

No obstante, sería deseable conseguir niveles incluso más altos de la producción de ácido succínico en un 35 
procedimiento fermentativo. 

Sumario de la invención 

La invención 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 invención puede tener una o más 
propiedades modificadas, por ejemplo mejoradas, en comparación con un polipéptido de referencia, teniendo el 40 
polipéptido de referencia típicamente actividad de fumarato reductasa, en particular con respecto a actividad 
dependiente de NADP(H) y/o NAD(H). Esa relación de actividad dependiente de NADP(H):NAD(H) puede 
modificarse en comparación 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 45 
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 invención puede aludirse como una "variante de fumarato reductasa (FRD)", una 
"fumarato reductasa mejorada (FRD)" y similares. 

De acuerdo con la invención, 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 comparación con un polipéptido de referencia que tiene actividad de fumarato reductasa y que comprende la 5 
fumarato reductasa de SEQ ID NO: 33, en donde el polipéptido variante comprende una secuencia de aminoácidos 
que, cuando se alinea con la fumarato reductasa que comprende la secuencia establecida en SEQ ID NO: 33, 
comprende al menos una sustitución de un residuo aminoácido correspondiente a cualquiera de los aminoácidos 

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 10 
80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 33. Un polipéptido variante de este tipo es capaz de catalizar la 
conversión de ácido fumárico en ácido succínico. 

Un polipéptido variante puede expresarse en una célula huésped de tal manera que cataliza la conversión de ácido 
fumárico en ácido succínico. Una célula huésped de este tipo produce una cantidad incrementada de un ácido 
dicarboxílico, tal como ácido succínico, en comparación con la cantidad de ácido succínico producido por una célula 15 
que expresa el polipéptido de referencia. 

La invención también proporciona: 
- un ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido variante de acuerdo con la 
invención; 
- una construcción de ácido nucleico que comprende un ácido nucleico de la invención enlazado 20 
operativamente a una o más secuencias de control capaces de dirigir la expresión de una fumarato reductasa en un 
huésped de expresión adecuado; 
- un vector de expresión que comprende un ácido nucleico o una construcción de ácido nucleico de la 
invención; 
- una célula huésped que comprende un ácido nucleico, una construcción de ácido nucleico o un vector de 25 
expresión de la invención; 
- un método para producir una fumarato reductasa que comprende cultivar una célula huésped de la 
invención en condiciones adecuadas para la producción de la fumarato reductasa y, opcionalmente, recuperar la 
fumarato reductasa; 
- un método para la producción de un ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, método que comprende 30 
fermentar una célula huésped de la invención en condiciones adecuadas para la producción del ácido dicarboxílico, 
tal como ácido succínico, y, opcionalmente, recuperar el ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico. 

Breve descripción de los dibujos 

La figura 1 presenta una representación esquemática de la integración de los fragmentos 1-8. Las partes rayadas 
indicadas en los fragmentos 1-8 designan las regiones de solapamiento homólogas únicas que conducen a los 35 
eventos de recombinación tal como se indica por las cruces de líneas discontinuas entre las regiones homólogas. El 
fragmento 1 y el fragmento 8 son homólogos al locus INT59 en el cromosoma XI, la recombinación homóloga da 
como resultado la integración del fragmento 1-8 en el locus INT59. 

La figura 2 presenta una representación esquemática de la integración de los fragmentos 9-12. Las partes rayadas 
indicadas en los fragmentos 9-12 designan las regiones de solapamiento homólogas únicas que conducen a los 40 
eventos de recombinación tal como se indica por las cruces de líneas discontinuas entre las regiones homólogas. El 
fragmento 9 y el fragmento 12 son homólogos al locus INT1 en el cromosoma XV, la recombinación homóloga da 
como resultado la integración del fragmento 9-12 en el locus INT1. El fragmento 11 puede reemplazarse por el 
fragmento 13-22, que contiene las mismas regiones de homología que el fragmento 11. 

La Figura 3 muestra la actividad de fumarato reductasa (FRD) dependiente de NADH y NADPH de las variantes de 45 
FCC. Se muestra la pendiente del cambio en la absorbancia a 340 nm min1 , 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 mutación sobre la especificidad del 
cofactor se puede determinar para cada una de las variantes. Está claro que para las variantes de FCC que 
contenían mutaciones beneficiosas para una producción incrementada de ácido succínico (variantes en el gráfico 50 
que figura más adelante), todas exhibieron una especificidad de cofactor significativamente alterada en comparación 
con la referencia (proteína de tipo salvaje menos SKI C-terminal). En todos los casos, la actividad de FRD 
dependiente de NADH se reduce significativamente en comparación con la referencia, en la mayoría de los casos 
más del triple. Sorprendentemente, para un gran número de las variantes de FCC, la especificidad de NADPH 
aumenta en un 50-100% en comparación con la referencia, lo que indica que los autores de la invención han 55 
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producido variantes de fumarato reductasa que exhiben una dependencia significativa de NADPH además de NADH 
(para la referencia no hay actividad dependiente de NADPH significativa en comparación con la actividad de NADH). 
La línea de puntos representa la actividad NADPH de fondo de la FRDg de referencia. Figura 3a: figura completa. 
Figura 3b: el mismo gráfico que en 3a, pero amplía la región inferior del eje y. El marcador corresponde al valor de la 
actividad de referencia. 5 

La Figura 4 muestra una representación esquemática de la integración 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 homólogas únicas que 
conducen a los eventos de recombinación tal como se indica por las cruces de líneas discontinuas entre los regiones 
homólogas El fragmento 11 puede sustituirse por el fragmento 13, 16, 17, 19, 21 o 22. El fragmento 23 y el 
fragmento 24 son homólogos a la región aguas abajo y aguas arriba del locus INT12 en el cromosoma II, 743 pb 10 
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 recombinación homóloga da como resultado la integración del fragmento 10, 11 (o 13, 16, 
17, 19, 21 o 22), 23 y 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 15 
absorbancia a 340 nm (min-1) dividido por la concentración de proteína total (mg mL-1) 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 
mutación sobre la especificidad del cofactor se puede determinar para cada una de las variantes. Está claro que 
para las variantes de FCC que contenían mutaciones beneficiosas para una producción incrementada de ácido 20 
succínico (variantes en el gráfico que figura más adelante), todas exhibieron una especificidad de cofactor 
significativamente alterada en comparación con la referencia (proteína 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 comparación con la referencia, una reducción entre siete y dieciséis veces. Para la variante 
FCC-034, la especificidad de NADPH aumenta en comparación con la referencia, lo que indica que los autores de la 25 
invención han producido una variante de fumarato reductasa en la cepa SUC-723 que exhibe una dependencia 
significativa de NADPH además 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 comparación 
con su actividad con NADH. Sorprendentemente, la alteración de la especificidad del cofactor NAD(P)H de la 
fumarato reductasa (Figura 5) tiene un efecto beneficioso sobre la producción de ácido succínico de la cepa SUC-30 
723 (Tabla 4). Figura 5a: figura completa. Figura 5b: mismo gráfico que en 5a, pero amplía la región 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 representación esquemática de la integración de los fragmentos 25 a 28. Las partes 35 
rayadas indicadas en los fragmentos 25 a 28 designan las regiones de solapamiento homólogas únicas que 
conducen a los eventos de recombinación tal como lo indican las cruces de líneas discontinuas entre las regiones 
homólogas. El fragmento 27 puede sustituirse por el fragmento 29 a 58 individualmente. El fragmento 25 y el 
fragmento 28 son homólogos a las regiones aguas abajo y aguas arriba del locus INT09.01 en el cromosoma IX, 359 
pb aguas abajo del ORF de YIL009W. La recombinación homóloga da como resultado la integración del fragmento 40 
26 y 27 o 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 concentración de proteína total (mg mL-1) del extracto celular soluble, 
que es una medida de la actividad de fumarato reductasa. Se utilizaron cantidades iguales de extractos solubles 45 
para testar la actividad dependiente de NADH y NADPH de cada una de las variantes, de modo que el efecto de la 
mutación sobre la especificidad del cofactor se puede determinar para cada una de las variantes. Está claro que 
todas exhibieron una especificidad para el cofactor significativamente alterada en comparación con la referencia 
(proteína 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 comparación con la referencia, una 50 
reducción 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 reacción de fumarato reductasa; el incremento de la 
actividad normalizada específica para NADPH es hasta ∼11 veces mayor que para la referencia. 
Sorprendentemente, la posición que parece ser responsable de este cambio completo de especificidad de NADH a 55 
NADPH es el residuo 1083. Mutar este residuo, en combinación con los otros residuos, de un residuo aromático 
voluminoso a un residuo hidrofóbico más pequeño (p. ej., isoleucina o alanina) provoca que la especificidad del 
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cofactor se cambie por completo. La línea de puntos indica la actividad FRD de referencia (fondo) específica para 
NADPH. 

Descripción de la lista de secuencias 

SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 2 (Figura 1), que incluye PEP carboxiquinasa del 
par de codones de Actinobacillus succinogenes optimizado para la expresión en Saccharomyces cerevisiae.  5 
SEQ ID NO: 2 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 3 (Figura 1), que incluye piruvato carboxilasa 
(PYC2) de un par de codones de S. cerevisiae optimizado para la expresión en S. cerevisiae. 
SEQ ID NO: 3 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 4 (Figura 1), que incluye un marcador de 
selección KanMX funcional en S. cerevisiae. 
SEQ ID NO: 4 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 5 (Figura 1), que incluye un supuesto 10 
transportador de ácido dicarboxílico de un par de codones de A. niger optimizado para la expresión en S. cerevisiae. 
SEQ ID NO: 5 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 6 (Figura 1), que incluye malato deshidrogenasa 
(MDH3) de un par de codones de S. cerevisiae optimizado para la expresión en S. cerevisiae. 
SEQ ID NO: 6 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 7 (Figura 1), que incluye fumarasa (fumB) del par 
de codones de Escherichia coli optimizado para la expresión en S. cerevisiae. 15 
SEQ ID NO: 7 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 10 (Figura 2), que incluye un marcador de 
selección de nourseotricina funcional en Saccharomyces cerevisiae. 
SEQ ID NO: 8 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 11 (Figura 2), que incluye la secuencia 
codificante para fumarato reductasa del par de codones de Trypanosoma brucei (FRDg) optimizado para la 
expresión en S. cerevisiae. 20 
SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 1 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 10 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 1 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 11 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 2 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 12 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 2 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 13 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 3 (Figura 1). 25 
SEQ ID NO: 14 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 3 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 15 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 4 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 16 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 4 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 17 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 5 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 18 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 5 (Figura 1). 30 
SEQ ID NO: 19 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 6 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 20 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 6 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 21 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 7 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 22 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 7 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 23 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 8 (Figura 1). 35 
SEQ ID NO: 24 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 8 (Figura 1). 
SEQ ID NO: 25 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 9 (Figura 2). 
SEQ ID NO: 26 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 9 (Figura 2). 
SEQ ID NO: 27 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 10 (Figura 2). 
SEQ ID NO: 28 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 10 (Figura 2). 40 
SEQ ID NO: 29 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 12 (Figura 2). 
SEQ ID NO: 30 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 12 (Figura 2). 
SEQ ID NO: 31 establece la secuencia de nucleótidos 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 nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 11 (referencia 45 
FRDg) o los fragmentos 13-22 (variantes de FRD) (Figura 2). 
SEQ ID NO: 33 establece la secuencia de aminoácidos de la proteína fumarato reductasa de T. brucei sin la 
secuencia SKI C-terminal (referencia FRDg). 
SEQ ID NO: 34 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 23. 
SEQ ID NO: 35 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 23. 50 
SEQ ID NO: 36 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 24. 
SEQ ID NO: 37 establece la secuencia de nucleótidos del cebador utilizado para generar el fragmento 24. 
SEQ ID NO: 38 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 25 de PCR, que consiste en el flanco de 
integración 5' para fijar como objetivo el locus INT09.01 de CEN.PK113-7D. 
SEQ ID NO: 39 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 26 de PCR, que incluye un marcador de 55 
selección de nourseotricina funcional en Saccharomyces cerevisiae. 
SEQ ID NO: 40 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 27 de PCR, que incluye la secuencia 
codificante para fumarato reductasa del par de codones de Trypanosoma brucei (FRDg) optimizado para la 
expresión en S. cerevisiae. 
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SEQ ID NO: 41 establece la secuencia de nucleótidos del fragmento 28 de PCR, que consiste en el flanco de 
integración 3' para fijar como objetivo el locus INT09.01 de CEN.PK113-7D. 

Descripción detallada de la invención 

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 5 
interpretar inclusivamente. Es decir, estas palabras están destinadas a transmitir la posible inclusión de otros 
elementos o números enteros no específicamente reseñados, cuando el contexto lo permita. 

Los artículos "un" y "una" se utilizan en esta memoria para referirse a uno o a más de uno (es decir, a uno o al 
menos uno) del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, "un elemento" puede significar un elemento o más 
de un elemento. 10 

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

Saccharomyces cerevisiae tiene dos fumarato reductasas endógenas FRD1 y OSM1. Se encuentran tanto en el 
citosol como en las mitocondrias, y también se han detectado en fracciones de la membrana plasmática. Ambas 15 
utilizan FADH2 como cofactor. Sin embargo, no se conoce una fuente citosólica de FADH2. A diferencia de FADH2, 
los cofactores que contienen nicotinamida, tales como NADH y NADPH, pueden regenerarse, por ejemplo, mediante 
la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (NADH) en la glucólisis o la rama oxidativa de la vía de la pentosa fosfato 
(NADPH). 

Por consiguiente, la introducción de una fumarato reductasa que utiliza un cofactor que contiene nicotinamida puede 20 
ser beneficiosa para la producción fermentativa de un ácido dicarboxílico tal como el ácido succínico. 

En la actualidad, la única 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 
homólogos. La combinación de esta FRD y la MDH de levadura en el citosol de la levadura da como resultado una 
vía reductora de TCA que utiliza NADH como cofactor. 25 

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

1. fuerza motriz termodinámica más fuerte debido a una mayor relación de concentración intracelular de en 

comparación con   
2. mayor concentración de sustrato en función de las mediciones de las concentraciones de metabolitos ([NADPH] > 30 
[NADH]) 
3. regeneración del cofactor desacoplado con glucolisis; y 
4. regeneración de cofactor adicional a través de otras vías, tales como la ruta de la pentosa fosfato. 

De acuerdo con la invención, 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) 35 
modificada en comparación 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 aminoácidos que, cuando se alinea con la fumarato 
reductasa que comprende la secuencia establecida en SEQ ID NO: 33, comprende al menos una sustitución de un 
residuo aminoácido correspondiente a cualquiera de los aminoácidos 40 

1042, 1071, 1072, 1082 o 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 invención tiene actividad de fumarato reductasa. La actividad de fumarato 
reductasa es la actividad que convierte ácido fumárico en ácido succínico: 45 
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Succinato + aceptor <=> fumarato + aceptor reducido  

Una variante de polipéptido de la invención tiene actividad dependiente de NAD(H) modificada en comparación 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 
comparación con el polipéptido de referencia. 5 

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

La invención también proporciona una variante de polipéptido que tiene actividad de FRD que tiene actividad 
dependiente de NADP(H) modificada en comparación 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 10 
comparación con el polipéptido de referencia. 

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

Una variante de polipéptido de acuerdo con la invención puede ser un polipéptido que se produce de forma no 
natural y/o que puede ser codificada por una secuencia polinucleotídica que se produce de forma no natural. 15 

La expresión "dependiente de NADPH" en esta memoria se refiere típicamente 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 típicamente una actividad más alta, por ejemplo una constante de especificidad más alta (kcat/KM), 
con el cofactor NADPH que con el cofactor NADH, por ejemplo según se determina por un ensayo de actividad 
enzimática tal como se describe en los Ejemplos. 20 

La expresión "dependiente de NADH" en esta memoria se refiere típicamente 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 típicamente una actividad más alta, por ejemplo una constante de especificidad más alta (kcat/KM), 
con el cofactor NADH que con el cofactor NADPH, por ejemplo según se determina por un ensayo de actividad 
enzimática tal como se describe en los Ejemplos. 25 

La actividad de un polipéptido variante de la invención puede determinarse tal como se establece en el Ejemplo 4. 
Vmáx y KM de las enzimas a NADH y NADPH pueden determinarse a partir de v0 utilizando un gráfico 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 concentración de NADH o NADPH varía, por ejemplo, de 25 
a 400 µM. 30 

Una variante de polipéptido de la invención puede mostrar un aumento en la actividad de NADP(H) en función de la 
actividad de NAD(H) en comparación con un polipéptido de referencia. Es decir, una variante de polipéptido puede 
mostrar una disminución en la relación de actividad de NADP(H) a NAD(H) en comparación con un polipéptido de 
referencia. 

En esta memoria, a las variantes de polipéptido de la invención se las puede aludir como una "variante FRD", 35 
"variante de polipéptido FRD", "variante", "variante de polipéptido" o "FCC" o "polipéptido FCC" o similar. 

Una variante de polipéptido FRD de la invención (por ejemplo, una variante que tiene una o más 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 40 
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 tendrá típicamente una o más sustituciones o conjuntos de 
sustituciones como se establecen en una cualquiera de las Tablas 1, 2, 4, 5 o 6. 

Una variante de FRD de la invención retendrá típicamente la actividad de FRD. Es decir, una variante de FRD de la 45 
invención típicamente será capaz de catalizar la reacción arriba establecida, aunque con una especificidad de co-
factor modificada en comparación con el polipéptido de referencia. 
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Preferiblemente, un polipéptido variante de FRD de la invención exhibirá típicamente propiedades mejoradas en 
comparación con el polipéptido de referencia del cual se deriva, típicamente en términos de especificidad de co-
factor modificado. Una propiedad mejorada de este tipo será típicamente una que sea relevante si la variante se 
utilizara como se establece más adelante, por ejemplo, en un método para la producción de un ácido dicarboxílico 
(mediante la expresión de la FRD). 5 

Por lo tanto, una variante de FRD de la invención es una que es típicamente capaz de aumentar la producción de un 
ácido dicarboxílico en un microorganismo recombinante capaz de producir dicho ácido dicarboxílico. Es decir, la 
sobre-expresión de un polipéptido variante de FRD de la invención en una célula huésped conducirá típicamente a 
una producción incrementada de un ácido dicarboxílico en comparación con una célula huésped que sobre-expresa 
el polipéptido de referencia. 10 

Una variante de FRD que exhibe una propiedad que está mejorado en relación con la FRD de referencia es una que 
demuestra una reducción o aumento mensurable de la propiedad relevante, es decir, actividad dependiente de 
NAD(H) o NADP(H), típicamente de modo que la variante de FRD es más adecuada para uso tal como se establece 
más adelante, por ejemplo, en un método para la producción de un ácido dicarboxílico. 

Por lo tanto, el aminoácido presente en una o más de dichas posiciones será reemplazado por un aminoácido 15 
diferente que aparece en esa posición en la secuencia de referencia (estando definidas las posiciones con referencia 
a SEQ ID NO: 33). 

La sustitución en la posición 1042 (según se define con referencia a SEQ ID NO: 33) será típicamente a un 
aminoácido polar, por ejemplo un aminoácido no cargado negativamente, tal como un aminoácido cargado 
positivamente. Aminoácidos cargados positivamente adecuados incluyen arginina (R), lisina (K) e histidina (H). Un 20 
aminoácido polar adecuado es glutamina (Q). 

La sustitución en la posición 1071 (según se define con referencia a SEQ ID NO: 33) será típicamente a un pequeño 
aminoácido. Aminoácidos pequeños adecuados incluyen treonina (T), serina (S), glicina (G), alanina (A), prolina (P) 
y aspartato (D). 

La sustitución en la posición 1082 (según se define con referencia a SEQ ID NO: 33) será típicamente a un 25 
aminoácido cargado positivamente. Aminoácidos cargados positivamente adecuados incluyen arginina (R), lisina (K) 
e histidina (H). 

La sustitución en la posición 1083 (según se define con referencia a SEQ ID NO: 33) será típicamente a un residuo 
hidrofóbico más pequeño. Aminoácidos más pequeños adecuados incluyen isoleucina (I) o alanina (A). 

Los diversos tipos de aminoácidos de arriba se clasifican con referencia a, por ejemplo, Betts y Russell, En 30 
Bioinformatics for Geneticists, Barnes y Gray eds., Wiley 2003. 

En más detalle, un polipéptido variante puede comprender: 

R, K o Q en la posición 1042 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33; 
T o S en la posición 1071 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33; 
K en la posición 1072 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33; 35 
K o R en la posición 1082 tal como se define con referencia a SEQ ID NO: 33; o 
Y, I o A en la posición 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. 40 

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 o más sustituciones, 
adiciones o deleciones adicionales. 

Una variante de la invención puede comprender una combinación de diferentes tipos de modificación de esta clase. 
Una variante puede comprender una, dos, tres, cuatro, al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al 45 
menos 25, al menos 30 o más de modificaciones de este tipo (que pueden ser del mismo tipo o pueden ser 
diferentes tipos de modificación). Típicamente, 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 combinación de 
sustituciones tal como se establece en la Tabla 1, 2, 4, 5 o 6 en comparación con una secuencia de referencia 
adecuada tal como la establecida en SEQ ID NO: 33. 

Típicamente, entonces un polipéptido variante puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 33, pero en una o 5 
más de las posiciones 1042, 1071, 1072, 1082 o 1083 un aminoácido diferente estará presente en esa posición que 
está presente en SEQ ID NO: 33 (es decir, el polipéptido variante comprende una sustitución en una o más de las 
posiciones 1042, 1071, 1072 o 1083). Es decir, el polipéptido variante puede tener un aminoácido diferente al 
glutamato en la posición 1042 y/o un aminoácido diferente a la asparagina en la posición 1071 y/o un aminoácido 
diferente a la arginina en la posición 1072 y/o un aminoácido distinto de glicina en la posición 1082 y/o un 10 
aminoácido que no sea fenilalanina en la posición 1083. 

Tabla 1: Fumarato reductasa mutada, que contiene mutaciones en comparación con la secuencia de referencia 
(SEQ ID NO: 33) en las posiciones de aminoácidos indicadas a continuación. Estas secuencias pueden ser útiles 
para aumentar adicionalmente los títulos de ácido succínico en comparación con el uso de la secuencia de 
referencia (SEQ ID NO: 33).  15 

 Mutación en posición 
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 R T R R F 
FCC_042 R T R R Y 
FCC_043 R T K G F 
FCC_044 R T K G Y 
FCC_047 R T K R F 
FCC_049 K S R G F 
FCC_050 K S R G Y 
FCC_051 K S R K F 
FCC_052 K S R K Y 
FCC_053 K S R R F 
FCC_054 K S R R Y 
FCC_055 K S K G F 
FCC_056 K S K G Y 
FCC_057 K S K K F 
FCC_058 K S K K Y 
FCC_059 K S K R F 
FCC_060 K S K R Y 
FCC_061 K T R G F 
FCC_062 K T R G Y 
FCC_063 K T R K F 
FCC_064 K T R K Y 
FCC_066 K T R R Y 
FCC_067 K T K G F 
FCC_068 K T K G Y 
FCC_071 K T K R F 
FCC_072 K T K R Y 
FCC_073 Q S R G F 
FCC_074 Q S R G Y 
FCC_077 Q S R R F 
FCC_079 Q S K G F 
FCC_080 Q S K G Y 
FCC_081 Q S K K F 
FCC_082 Q S K K Y 
FCC_083 Q S K R F 
FCC_084 Q S K R Y 
FCC_085 Q T R G F 
FCC_086 Q T R G Y 
FCC_087 Q T R K F 
FCC_088 Q T R K Y 
FCC_089 Q T R R F 
FCC_090 Q T R R Y 
FCC_091 Q T K G F 
FCC_092 Q T K G Y 
FCC_093 Q T K K F 
FCC_094 Q T K K Y 
FCC_095 Q T K R F 
FCC_096 Q T K R Y 
FCC_097 R G R R Y 
FCC_098 Q G R R Y 
FCC_099 R G R K Y 
FCC_100 Q G R K Y 
FCC_101 R S R R I 
FCC_102 R G R R I 
FCC_103 Q S R R I 
FCC_104 Q G R R I 
FCC_105 R S R K I 
FCC_106 R G R K I 
FCC_107 Q S R K I 
FCC_108 Q G R K I 
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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 tendrá típicamente una actividad de FRD modificada en comparación con el polipéptido FRD 
de referencia. Típicamente, 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 5 
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 disminución o incremento en este contexto representa el porcentaje de disminución o incremento en 
comparación con el polipéptido de FRD de referencia. Es bien sabido por la persona experta cómo se pueden medir 10 
este tipo de cambios porcentuales - es una comparación 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 producción de un ácido dicarboxílico 
cuando una FRD variante se sobre-expresa en una célula huésped en comparación con el nivel de producción de 15 
una célula huésped equivalente que sobre-expresa el polipéptido de referencia. Una FRD variante puede ser capaz 
de incrementar los niveles de producción en al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 50%, al menos 
100% o más. El nivel de producción puede expresarse en términos de g/L, por lo que un aumento en el nivel de 
producción de un ácido dicarboxílico será evidente por un mayor nivel de producción en términos de g/L. 

La palabra "polipéptido" se utiliza en esta memoria para cadenas que contienen más de aproximadamente siete 20 
residuos aminoácidos. Todas las secuencias de polipéptidos en esta memoria se escriben de izquierda a derecha y 
en la dirección del extremo amino al extremo carboxi. El código de una letra de los aminoácidos utilizados en esta 
memoria se conoce comúnmente en la técnica y se puede encontrar en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2ª, ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY, 1989). 25 

Un polipéptido de variante de FRD de la invención puede estar en forma aislada, tal como en forma sustancialmente 
aislada. Por polipéptido o proteína "aislado" se entiende un polipéptido o proteína eliminado de su entorno nativo. 
Por ejemplo, los polipéptidos y proteínas producidos de forma recombinante expresados en células huésped se 
consideran aislados para el propósito de la invención, al igual que los polipéptidos recombinantes que se han 
purificado sustancialmente por cualquier técnica adecuada. Un polipéptido variante de FRD de acuerdo con la 30 
invención 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 invención incluyen productos de procedimientos químicos 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 mamíferos. Dependiendo del huésped 35 
empleado en un procedimiento de producción recombinante, los polipéptidos de la presente invención pueden estar 
glicosilados o pueden no estar glicosilados. Además, los polipéptidos de la invención también pueden incluir un 
residuo metionina modificado inicial, en algunos casos como resultado de procesos mediados por el huésped. 
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La invención también presenta fragmentos biológicamente activos de variantes del polipéptido de FRD de acuerdo 
con la invención. Se considera que estos fragmentos están incluidos dentro de la expresión "una variante de FRD de 
la invención". 

Los fragmentos biológicamente activos de una variante de polipéptido de FRD de la invención incluyen polipéptidos 
que comprenden secuencias de aminoácidos suficientemente idénticas a o derivadas de la secuencia de 5 
aminoácidos de una proteína variante de la invención, que incluyen menos aminoácidos que la proteína de longitud 
completa, pero que exhiben al menos una actividad biológica de la proteína de longitud completa correspondiente. 
Típicamente, fragmentos biológicamente activos comprenden un dominio o motivo con al menos una actividad de 
una proteína variante de la invención. Un fragmento biológicamente activo de una variante FRD de la invención 
puede ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, 10, 25, 50, 100 o más aminoácidos de longitud. Además de ello, 10 
otras porciones biológicamente activas, en las que se suprimen otras regiones de la proteína, pueden prepararse 
mediante técnicas recombinantes y evaluarse para una o más de las actividades biológicas de la forma nativa de un 
polipéptido de la invención. 

Típicamente, un fragmento de proteína de una variante de FRD de la invención comprenderá una o más de las 
sustituciones definidas en esta memoria. 15 

La invención también presenta fragmentos de ácidos nucleicos que codifican los fragmentos biológicamente activos 
de arriba (fragmentos biológicamente activos que son por sí mismos variantes de la invención). 

Preferiblemente, una variante de FRD de la invención carece de una señal fijadora de objetivo peroxisomal o 
mitocondrial para la actividad citosólica de la enzima tras la expresión de la secuencia de nucleótidos codificante en 
una célula huésped adecuada. 20 

La presente invención proporciona polinucleótidos que comprenden la secuencia que codifica un polipéptido variante 
de FRD de la invención (y fragmentos biológicamente activos de los mismos). La invención también se refiere a un 
polinucleótido aislado que codifica al menos un dominio funcional de una variante de polipéptido de FRD de la 
invención. Típicamente, un dominio de este tipo comprenderá una o más de las sustituciones descritas en esta 
memoria. 25 

Una molécula de ácido nucleico de la presente invención se pueden generar utilizando técnicas estándares de 
biología molecular bien conocidas por los expertos en la técnica, tomadas en combinación con la información de la 
secuencia proporcionada en esta memoria. Por ejemplo, utilizando técnicas sintéticas estándares, la molécula de 
ácido nucleico requerida puede generarse por PCR o sintetizarse de novo. Un procedimiento sintético de este tipo 
será típicamente un procedimiento automatizado. 30 

Un ácido nucleico de la invención puede comprender una o más deleciones, es decir, huecos, en comparación con 
un ácido nucleico que codifica una FRD de referencia. Deleciones/huecos de este tipo también pueden generarse 
utilizando la mutagénesis dirigida al sitio utilizando oligonucleótidos apropiados. Técnicas para generar este tipo de 
deleciones son bien conocidas por los expertos en la técnica. 

Además, los oligonucleótidos que corresponden a o que se hibridan con secuencias de nucleótidos de acuerdo con 35 
la invención se pueden preparar mediante técnicas sintéticas estándares, p. ej., utilizando un sintetizador de ADN 
automatizado. 

También, ácidos nucleicos complementarios y ácidos nucleicos antisentido se incluyen en la presente invención. 
Una molécula de ácido nucleico que es complementaria a otra secuencia de nucleótidos es una que es 
suficientemente complementaria a la otra secuencia de nucleótidos, de modo que pueda hibridarse con la otra 40 
secuencia de nucleótidos formando así un dúplex estable. 

Un aspecto de la invención pertenece a moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican un polipéptido variante 
de la invención, o un fragmento biológicamente activo o dominio del mismo, así como moléculas de ácido nucleico 
suficientes para uso como sondas de hibridación para identificar moléculas de ácido nucleico que codifican un 
polipéptido de la invención y fragmentos de este tipo de moléculas de ácido nucleico adecuadas para uso como 45 
cebadores de PCR para la amplificación o mutación de moléculas de ácido nucleico, tal como para la preparación de 
moléculas de ácido nucleico de la invención. 

Un "ácido nucleico aislado" o "polinucleótido aislado" es un ADN o ARN que no está inmediatamente contiguo a 
ambas de las secuencias codificantes con las que está 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 50 
realización, un ácido nucleico aislado incluye algunas o todas las secuencias 5' no codificantes (p. ej., 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 plásmido o virus que se replica de forma autónoma, o en el ADN 
genómico de un procariota o eucariota, o que existe como una molécula separada (p. ej., un ADNc o un fragmento 
de ADN genómico producido por PCR o tratamiento de endonucleasa de restricción) independiente de otras 
secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte de un gen híbrido que codifica un polipéptido 5 
adicional que está sustancialmente libre de material celular, material viral o medio de cultivo (cuando se produce 
mediante técnicas de ADN recombinante), o precursores químicos u otros productos químicos (cuando se sintetizan 
químicamente). Además de ello, un "fragmento de ácido nucleico aislado" es un fragmento de ácido nucleico que no 
se produce de forma natural como un fragmento y no se encontraría en el estado natural. 

Tal como se utiliza en esta memoria, las expresiones "ácido nucleico", "polinucleótido" o "molécula de ácido 10 
nucleico" pretenden incluir moléculas de ADN (p. ej., ADNc o ADN genómico) y moléculas de ARN (p. ej., ARNm) y 
análogos del ADN o ARN generado utilizando análogos de nucleótidos. La molécula de ácido nucleico puede ser de 
cadena sencilla o de doble cadena, pero preferiblemente es ADN de doble cadena. El ácido nucleico puede 
sintetizarse utilizando análogos o derivados de oligonucleótidos (p. ej., nucleótidos de inosina o fosforotioato). 
Oligonucleótidos de este tipo se pueden utilizar, por ejemplo, para preparar ácidos nucleicos que tienen capacidades 15 
de apareamiento de bases alteradas o resistencia incrementada a las nucleasas. 

La invención también se refiere a una construcción de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido 
nucleico que codifica un polipéptido variante de la invención y, enlazadas operativamente a la misma, secuencias de 
control que permiten la expresión de la secuencia de ácido nucleico en una célula huésped. La construcción de 
ácido nucleico puede incorporarse en un vector, tal como un vector de expresión y/o en una célula huésped con el 20 
fin de efectuar la expresión del polipéptido variante. 

A la expresión "construcción de ácido nucleico" se la alude en esta memoria como una molécula de ácido nucleico, 
ya sea de cadena sencilla o de doble cadena, que se aísla de un gen que se produce de forma natural o, más 
típicamente, que ha sido modificada para contener segmentos de ácido nucleico que se combinan y yuxtaponen de 
una manera que de otro modo no existiría en la naturaleza. La expresión construcción de ácido nucleico es sinónima 25 
a la expresión "casete de expresión" cuando la construcción de ácido nucleico contiene todas las secuencias de 
control requeridas para la expresión de una secuencia codificante, en donde dichas secuencias de control están 
operativamente enlazadas a dicha secuencia codificante. 

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "enlazada operativamente" se refiere a un enlace de elementos de 
polinucleótidos (o secuencias codificantes o secuencia de ácido nucleico) en una relación funcional. Una secuencia 30 
de ácido nucleico está "operativamente enlazada" cuando se dispone en una relación funcional con otra secuencia 
de ácido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador está operativamente enlazado a una secuencia 
codificante si afecta a la transcripción de la secuencia codificante. 

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "promotor" se refiere a un fragmento de ácido nucleico que funciona 
para controlar la transcripción de uno o más genes, ubicado aguas arriba con respecto a la dirección de la 35 
transcripción del sitio de inicio de la transcripción del gen, y es identificado estructuralmente por la presencia de un 
sitio de unión para ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de inicio de la transcripción y cualesquiera otras 
secuencias de ADN conocidas por un experto en la técnica. Un promotor "constitutivo" es un promotor que es activo 
bajo la mayoría de las condiciones medioambientales y de desarrollo. Un promotor "inducible" es un promotor que es 
activo bajo regulación medioambiental o de desarrollo. 40 

Un promotor que se podría utilizar para lograr la expresión de una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima 
tal como fumarato reductasa dependiente de NAD(H) o cualquier otra enzima introducida en la célula eucariota de la 
invención, puede ser no nativo a una secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que se ha de expresar, es 
decir, un promotor que es heterólogo a la secuencia de nucleótidos (secuencia codificante) a la que está 
operativamente enlazada. Preferiblemente, el promotor es homólogo, es decir, endógeno a la célula huésped. 45 

Promotores adecuados en este contexto incluyen promotores naturales, tanto constitutivos como inducibles, así 
como promotores de ingeniería, 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, PH05, 
GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO, TPI y AOX1. Otros promotores adecuados incluyen PDC, GPD1, PGK1, 
TEF1 y TDH. 50 

Habitualmente, una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima comprende un terminador. En la presente 
invención 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 descomposición de ARNm 
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mediada sin sentido en la célula huésped de la invención (véase, por ejemplo: Shirley et al., 2002, Genetics 161: 
1465-1482). 

La invención se refiere, además, a un vector, preferiblemente un vector de expresión, que comprende un ácido 
nucleico o una construcción de ácido nucleico de la invención de la invención (es decir, que comprende la secuencia 
que codifica un polipéptido variante de FRD de la invención). 5 

Con el fin de facilitar la expresión y/o la traducción de la ISP, la secuencia de ácido nucleico que codifica la ISP 
puede estar comprendida en un vector de expresión tal que el gen que codifica la ISP está enlazado operativamente 
a las secuencias de control apropiadas para la expresión y/o traducción in vitro, o en una célula huésped de la 
invención. Es decir, la invención proporciona un vector de expresión que comprende un ácido nucleico o una 
construcción de ácido nucleico de la invención. 10 

El vector de expresión puede ser cualquier vector (p. ej., un plásmido o virus), que puede ser convenientemente 
sometido a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresión del polinucleótido que codifica el 
polipéptido variante de FRD. La elección del vector dependerá típicamente de la compatibilidad del vector con la 
célula en la que se ha de introducir el vector. Los vectores pueden ser plásmidos lineales o circulares cerrados. El 
vector puede ser un vector de replicación autónoma, es decir, un vector que existe como una entidad 15 
extracromosómica, cuya replicación es independiente de la replicación cromosómica, p. ej., un plásmido, un 
elemento extracromosómico, un mini-cromosoma o un cromosoma artificial. Si está destinado a utilizarse en una 
célula huésped de origen fúngico, una construcción de ácido nucleico episomal adecuada puede basarse, p. ej., en 
los plásmidos de levadura 2µ o pKD1 (Gleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-975), o los plásmidos AMA (Fierro et 
al., 1995, Curr Genet. 29:482-489). 20 

Alternativamente, el vector de expresión 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 clonación 
integrativo puede integrarse al azar o en un locus diana predeterminado en los cromosomas de la célula huésped. 
En una realización preferida de la invención, el vector de clonación integrativo comprende un fragmento de ADN, 
que es homólogo a una secuencia de ADN en un locus diana predeterminado en el genoma de la célula huésped 25 
para fijar como objetivo la integración del vector de clonación a este locus predeterminado. Con el fin de fomentar la 
integración fijada como objetivo, el vector de clonación se lineariza preferiblemente antes de la transformación de la 
célula. La linearización se realiza preferiblemente de modo que al menos uno, pero preferiblemente cualquier 
extremo del vector de clonación esté flanqueado por secuencias homólogas al locus diana. La longitud de las 
secuencias homólogas que flanquean el locus diana es preferiblemente de al menos 20 pb, al menos 30 pb, al 30 
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 o más larga. La 
eficacia de la integración fijada como objetivo en el genoma de la célula huésped, es decir, la integración en un locus 
diana predeterminado, se incrementa por las capacidades aumentadas de recombinación homóloga de la célula 
huésped. 

Las secuencias de ADN flanqueantes homólogas en el vector de clonación, que son homólogas al locus diana, se 35 
derivan de un locus altamente expresado, lo que significa que se derivan de un gen que es capaz de un alto nivel de 
expresión en la célula huésped. Un gen capaz de un alto nivel de expresión, es decir, un gen altamente expresado, 
se define aquí como un gen, cuyo ARNm puede constituir al menos 0,5% (p/p) del ARNm celular total, p. ej., bajo 
condiciones inducidas o, alternativamente, un gen cuyo producto génico puede constituir al menos el 1% (p/p) de la 
proteína celular total o, en el caso de un producto génico secretado, puede secretarse a un nivel de al menos 0,1 g/l. 40 

Una construcción de ácido nucleico o vector de expresión pueden ensamblarse in vivo en una célula huésped de la 
invención y, opcionalmente, integrarse en el genoma de la célula en un solo paso (véase, por ejemplo, el documento 
WO2013/076280). 

Más de una copia de una construcción de ácido nucleico o vector de expresión de la invención puede insertarse en 
una célula huésped de hongo filamentoso para aumentar la producción del polipéptido variante de FRD (sobre-45 
expresión) codificado por la secuencia de ácido nucleico comprendida dentro de la construcción de ácido nucleico. 
Esto se puede hacer, preferiblemente, integrando en su genoma dos o más copias del ácido nucleico, más 
preferiblemente fijando como objetivo la integración del ácido nucleico en un locus altamente expresado definido 
como se definió arriba. 

Los expertos en la técnica apreciarán que el diseño del vector de expresión puede depender de factores tales como 50 
la elección de la célula huésped a transformar, el nivel de expresión de la proteína deseada, etc. Los vectores de 
expresión de la invención puede introducirse en células huésped para producir con ello proteínas o péptidos 
codificados por ácidos nucleicos tal como se describe en esta memoria (p. ej., una variante de FRD de SEQ ID NO: 
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33, por ejemplo, un equivalente o fragmento funcional, o una proteína de fusión que comprende uno o más de 
variantes de este tipo). 

Las construcciones de ácidos nucleicos y los vectores de la invención pueden diseñarse para la expresión de 
polipéptidos variantes de FRD de la invención en una célula huésped procariota o célula huésped eucariota. 

Una construcción de ácido nucleico y/o un vector de expresión de la invención pueden introducirse en células 5 
procariotas o eucariotas mediante técnicas de transformación o transfección convencionales. Tal como se utiliza en 
esta memoria, los términos "transformación" y "transfección" pretenden referirse a una diversidad de técnicas 
reconocidas en la técnica para introducir ácido nucleico extraño (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, 2ª, ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 10 
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 invención son fragmentos de ácido nucleico aislados que codifican un 
polipéptido que exhibe una función particular de una variante de FRD tal como se define en esta memoria. Los 15 
equivalentes funcionales, por lo tanto, también abarcan fragmentos biológicamente activos y quedan abarcados 
dentro de la expresión "una variante de FRD" de la invención. 

Preferiblemente, un equivalente funcional de la invención comprende una o más de las sustituciones descritas en 
esta memoria. Sin embargo, un equivalente funcional puede comprender una o más modificaciones, además de las 
sustituciones arriba descritas. 20 

Equivalentes de ácido nucleico funcionales pueden contener típicamente mutaciones silenciosas o mutaciones que 
no alteran la función biológica del polipéptido variante de FRD codificado. Por consiguiente, la invención proporciona 
moléculas de ácido nucleico que codifican una proteína variante de FRD que contiene cambios en los residuos 
aminoácidos que no son esenciales para una actividad biológica particular, es decir, actividad de FRD. 

Equivalentes funcionales de este tipo de las proteínas variantes de FRD difieren en la secuencia de aminoácidos de 25 
la secuencia variante de FRD original de la que se derivan pero conservan al menos una actividad biológica de la 
misma, preferiblemente retienen al menos actividad de FRD. La persona experta reconocerá que pueden 
introducirse cambios por mutación en las secuencias de nucleótidos de acuerdo con la invención, lo que conduce a 
cambios en la secuencia de aminoácidos de la proteína resultante sin alterar sustancialmente la función de dicha 
proteína. 30 

En una realización, la molécula de ácido nucleico aislada comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína, en donde la proteína comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 
96%, 97%, 98%, 99% de identidad con la secuencia de aminoácidos de referencia (es decir, SEQ ID NO: 33). 

Por consiguiente, un equivalente funcional de una variante de FRD de la invención es preferiblemente una proteína 
que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % o 35 
más de identidad con la secuencia de polipéptidos de referencia de SEQ ID NO: 33, y típicamente también retiene al 
menos una actividad funcional del polipéptido de referencia. 

Polipéptidos de FRD variantes de la invención pueden identificarse, p. ej., mediante el rastreo de colecciones de 
mutantes, p. ej., mutantes de sustitución, de un polipéptido de referencia adecuado. Los mutantes candidatos 
pueden rastrearse en función de su capacidad para aumentar la producción de ácido dicarboxílico, tal como la 40 
producción de ácido succínico, cuando se expresan en una célula huésped (en comparación con una célula huésped 
correspondiente que expresa el polipéptido de referencia). 

Fragmentos de un ácido nucleico de acuerdo con la invención pueden comprender o consistir en secuencias que no 
codifican polipéptidos funcionales. Dichos ácidos nucleicos pueden funcionar como sondas o cebadores para una 
reacción PCR. 45 

Los ácidos nucleicos de acuerdo con la invención, independientemente de que codifiquen polipéptidos funcionales o 
no funcionales se pueden utilizar como sondas de hibridación o cebadores de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). Los usos de las moléculas de ácido nucleico de la presente invención que no codifican un 
polipéptido que tiene actividad FRD incluyen, entre otros, (1) hibridación in situ (p. ej., FISH) a extensiones 
cromosómicas de metafase para proporcionar la ubicación cromosómica precisa de un gen que codifica FRD tal 50 
como se describe en Verma et al., Human Chromosomes: a Manual of Basic Techniques, Pergamon Press, Nueva 
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York (1988); (2) análisis de transferencia Northern para detectar la expresión de ARNm de FRD en tejidos y/o 
células específicos; y (3) sondas y cebadores que pueden utilizarse como una herramienta de diagnóstico para 
analizar la presencia de un ácido nucleico hibridable con una sonda o cebador de este tipo en una muestra biológica 
(p. ej., tejido) dada. 

Variantes de una enzima FRD de referencia dada se pueden obtener mediante el siguiente procedimiento estándar:  5 

- Mutagénesis (propensa a errores, oligo dopada, oligo reforzada) o síntesis de variantes 
- Transformación en, por ejemplo, S. cerevisiae 
- Cultivo de transformantes, selección de transformantes 
- Expresión en, por ejemplo, S. cerevisiae 
- Rastreo primario, por ejemplo sobre la base de la producción de ácido dicarboxílico 10 
- Identificación de una variante mejorada (por ejemplo, en relación con la especificidad para el co-factor 

alterada) 

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

a) seleccionar un polipéptido de FRD de referencia que tenga la secuencia establecida en SEQ ID NO: 33; 15 
b) sustituir al menos un residuo aminoácido 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 más aminoácidos 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; 20 
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 comparación con el polipéptido de FRD de 
referencia. 

En otra realización, la invención presenta células huésped, p. ej., células huésped transformadas o células huésped 25 
recombinantes, que contienen un ácido nucleico, una construcción de ácido nucleico o un vector de la invención. 
Una "célula huésped" o "célula recombinante" de acuerdo con la invención es típicamente una célula en la que (o en 
la que un antepasado de la misma) se ha introducido, mediante técnicas de ADN recombinante, un ácido nucleico de 
acuerdo con la invención, es decir, un ácido nucleico que codifica una FRD de la invención. En el contexto de la 
presente invención, una "célula huésped" de acuerdo con la invención o un parental de dicha célula huésped puede 30 
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 líneas celulares de 35 
mamíferos, tales como CHO, VERO, BHK, HeLa, COS, MDCK, 293, 3T3, WI38 y líneas celulares del plexo coroideo. 

La invención 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 producción de la FRD y, 
opcionalmente, recuperar la FRD. Típicamente, la célula huésped es capaz de producir un ácido dicarboxílico, tal 
como ácido succínico. 40 

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. 45 

Una célula huésped de acuerdo con la invención puede ser una célula huésped eucariota. Preferiblemente, la célula 
eucariota es una célula de mamífero, insecto, planta, hongo o alga. Más preferiblemente, la célula eucariota es una 
célula fúngica. Una célula fúngica 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 50 
fúngica 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 realización, una célula fúngica en el procedimiento de la presente invención es 
una levadura, por ejemplo perteneciente a una Saccharomyces sp., tal como un Saccharomyces cerevisiae. 

Ejemplos de células de levadura huésped específica incluyen C. sonorensis, K. marxianus, K. thermotolerans, C. 
methanesorbosa, Saccharomyces bulderi (S. bulderi), I. orientalis, C. lambica, C. sorboxylosa, C. zemplinina, C. 5 
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 (designación 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 10 
02/42471 A2, WO 03/049525 A2, WO 03/102152 A2 y WO 03/102201A2. Cepas adecuadas de I. orientalis son la 
cepa ATCC 32196 y la cepa ATCC PTA-6648. En la invención, la célula huésped puede ser un Crabtree negativo 
como una cepa de tipo salvaje. El efecto Crabtree se define como la aparición de metabolismo fermentativo en 
condiciones aerobias debido a la inhibición del consumo de oxígeno por parte de un microorganismo cuando se 
cultiva a altas tasas de crecimiento específicas (efecto a largo plazo) o en presencia de altas concentraciones de 15 
glucosa (efecto a corto plazo). Los fenotipos Crabtree negativos no exhiben este efecto y, por lo tanto, pueden 
consumir oxígeno incluso en presencia de altas concentraciones de glucosa o con altas tasas de crecimiento. 

Además de un ácido nucleico que codifica un polipéptido variante de FRD de la invención, una célula huésped de la 
invención puede sobre-expresar una secuencia de nucleótidos que comprende una secuencia que codifica una o 
más de una piruvato carboxilasa, una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, una malato deshidrogenasa, una fumarasa, 20 
una isocitrato liasa, una malato sintasa y un transportador de ácido dicarboxílico. Preferiblemente, cuando una o más 
de estas enzimas se sobre-expresan, son activas en el citosol. 

Por lo tanto, una célula huésped de la invención puede sobre-expresar una secuencia de nucleótidos homóloga o 
heteróloga adecuada que codifica una enzima endógena y/o heteróloga que cataliza una reacción en la célula que 
da como resultado un flujo incrementado hacia un ácido dicarboxílico tal como ácido málico, ácido fumárico y/o ácido 25 
succínico. 

Una célula huésped de la invención puede sobre-expresar una secuencia de ácido nucleico endógena o heteróloga 
tal como se describe más adelante en esta memoria. 

Una célula huésped puede sobre-expresar una piruvato carboxilasa (PYC) que cataliza la reacción de piruvato a 
oxaloacetato (EC 6.4.1.1). La piruvato carboxilasa puede, por ejemplo, ser activa en el citosol tras la expresión del 30 
gen. La célula huésped puede sobre-expresar una piruvato carboxilasa endógena o heteróloga que se sobre-
expresa. 

Preferiblemente, una célula huésped de la invención expresa una secuencia de nucleótidos que codifica una 
fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinasa en el citosol. Preferiblemente, se sobre-expresa una secuencia de 
nucleótidos que codifica una fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinasa. La PEP carboxiquinasa (EC 4.1.1.49) es 35 
preferiblemente una enzima heteróloga, preferiblemente derivada de bacterias, más preferiblemente la enzima que 
tiene actividad de PEP carboxiquinasa se deriva de Escherichia coli, Mannheimia sp., Actinobacillus sp., o 
Anaerobiospirillum sp., más 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 fúngica. 
Preferiblemente, una célula de levadura de acuerdo con la presente invención se modifica genéticamente con una 40 
PEP carboxiquinasa que tiene al menos 80, 85, 90, 95, 99 o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos codificada por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1). 

En otra realización, la célula huésped de la invención sobre-expresa una piruvato carboxilasa (PYC), que cataliza la 
reacción de piruvato a oxaloacetato (EC 6.4.1.1). Preferiblemente, la piruvato carboxilasa es activa en el citosol tras 
la expresión del gen. Preferiblemente, se sobre-expresa una piruvato carboxilasa endógena u homóloga. 45 
Preferiblemente, una célula huésped de acuerdo con la presente invención 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 
aminoácidos codificada por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2). 

En una realización, una célula huésped se modifica con un ácido nucleico que comprende una secuencia que 
codifica una malato deshidrogenasa (MDH) activa en el citosol tras la expresión del ácido nucleico. La expresión 50 
citosólica se puede obtener por deleción de una señal de fijación de objetivo peroxisomal. La malato deshidrogenasa 
puede ser sobre-expresada. Una MDH citosólica puede ser cualquier malato deshidrogenasa homóloga o heteróloga 
adecuada, catalizando la reacción 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, más preferiblemente una que tiene una deleción SKL C-terminal 
de manera que es activa en el citosol. Preferiblemente, una célula huésped de acuerdo con la presente invención 
comprende una secuencia de nucleótidos 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 aminoácidos codificada por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 4. 5 

En otra realización, una célula huésped de la presente divulgación se modifica con un gen que codifica una 
fumarasa, que cataliza la reacción de ácido málico para dar ácido fumárico (EC 4.2.1.2). Un ácido 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 invención 10 
puede sobre-expresar una secuencia de nucleótidos que codifica una fumarasa. La fumarasa puede ser activa en el 
citosol tras la expresión de la secuencia de nucleótidos, por ejemplo eliminando una señal de fijación de objetivo 
peroxisomal. 

Preferiblemente, una célula huésped de la presente invención sobre-expresa una secuencia de nucleótidos que 
codifica una fumarasa que tiene al menos 70%, preferiblemente al menos 75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98 o 15 
99% o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 6. 

Una célula huésped de acuerdo con la invención puede expresar una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína transportadora de ácido dicarboxílico, preferiblemente una proteína transportadora de ácido málico (MAE) 
en el citosol. Preferiblemente, la proteína transportadora de ácido dicarboxílico se sobre-expresa. Una proteína 20 
transportadora de ácido dicarboxílico puede ser cualquier proteína homóloga o heteróloga adecuada. 
Preferiblemente, la proteína transportadora de ácido dicarboxílico es una proteína heteróloga. Una proteína 
transportadora de ácido dicarboxílico puede derivarse de cualquier organismo adecuado, preferiblemente de 
levadura u hongos, tales como Schizosaccharomyces pombe o Aspergillus niger. Preferiblemente, una proteína 
transportadora de ácido dicarboxílico es una proteína transportadora de ácido málico (MAE) que tiene al menos 80, 25 
85, 90, 95 o 99% o 100% de identidad de secuencia con el aminoácido codificado por la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 5). 

Una célula huésped de la invención puede sobre-expresar un ácido nucleico que comprende una secuencia que 
codifica una isocitrato liasa (EC 4.1.3.1), que puede ser cualquier enzima heteróloga u homóloga adecuada. La 
isocitrato liasa puede obtenerse, por ejemplo, de Kluyveromyces lactis o Escherichia coli. 30 

Una célula fúngica modificada genéticamente puede sobre-expresar adicionalmente un ácido 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 deleción de una señal de fijación 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 deleción de la secuencia de SKL carboxi-terminal. 35 

En otra realización, una célula huésped de la invención puede comprender una disrupción de un gen que codifica 
una enzima de la vía de fermentación de etanol. Un gen que codifica una enzima de una vía de fermentación de 
etanol puede ser piruvato descarboxilasa (EC 4.1.1.1), que cataliza la reacción de piruvato para dar acetaldehído, o 
alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1), que cataliza la reacción de acetaldehído para dar etanol. Preferiblemente, una 
célula huésped de la invención comprende una disrupción de uno, dos o más genes que codifican una alcohol 40 
deshidrogenasa. En el caso de que la célula fúngica sea una levadura, p. ej., S. cerevisiae, la levadura comprende 
preferiblemente una disrupción de uno o más genes de alcohol deshidrogenasa (adh1, adh2, adh3, adh4, adh5). 

Alternativamente o además, la célula huésped de la invención 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-3-45 
fosfato deshidrogenasa, por ejemplo por mutación, disrupción o deleción del gen que codifica glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa, lo que resulta en una formación disminuida de glicerol en comparación con una célula de tipo 
salvaje. 

La expresión citosólica de las enzimas arriba descritas puede obtenerse mediante la deleción de una señal de 
fijación de objetivo peroxisomal o mitocondrial. La presencia de una señal de fijación de objetivo peroxisomal o 50 
mitocondrial puede determinarse, por ejemplo, mediante el método descrito por Schlüter 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 invención 
se define como una célula que contiene, o se transforma o modifica genéticamente con o una secuencia de 
nucleótidos 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 ácido nucleico endógeno, o contiene una deleción o disrupción 
de una secuencia de nucleótidos endógena u homóloga. Una célula eucariota de tipo salvaje se define en esta 5 
memoria como la célula parental de la célula recombinante. 

Tal como se utilizan en esta memoria, el término "gen" y la expresión "gen recombinante" se refieren a moléculas de 
ácido 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 10 
ácido nucleico aislada tal como se define en esta memoria. Por consiguiente, el término "gen", en el contexto de la 
presente solicitud, no se refiere únicamente a secuencias que se producen de forma natural. 

El término "endógeno", cuando se utiliza para indicar la relación entre una molécula de ácido nucleico 
(recombinante) o polipéptido dado y un organismo huésped o célula huésped dado, significa que en la naturaleza la 
molécula de ácido nucleico o polipéptido es producida por una célula huésped u organismo de la misma especie, 15 
preferiblemente de la misma variedad o cepa. 

El término "heterólogo" cuando se utiliza con respecto a un ácido nucleico (ADN o ARN) o una proteína se refiere a 
un ácido nucleico o una proteína que no se produce de forma natural como parte del organismo, célula, genoma o 
secuencia de ADN o ARN en el cual está presente, o que se encuentra en una célula o ubicación 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 ácidos 20 
nucleicos o las proteínas heterólogos no son endógenos 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 invención se refiere a un procedimiento para la producción de un ácido dicarboxílico. La expresión "ácido 
dicarboxílico" y el término "dicarboxilato", al igual que "ácido succínico" y "succinato", tienen el mismo significado en 
esta memoria y se utilizan indistintamente, siendo el primero la forma hidrogenada de este último. 25 

De acuerdo con la invención, se proporciona, por lo tanto, un método para la producción de un ácido dicarboxílico, 
tal como ácido succínico, método que comprende fermentar una célula huésped según se describe en esta memoria 
bajo condiciones adecuadas para la producción de un ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico y, 
opcionalmente, recuperar el ácido dicarboxílico, tal como el ácido succínico. 

En el procedimiento, una célula huésped se fermenta en un recipiente que comprende un medio de fermentación 30 
adecuado. El término fermentar, fermentación o fermentado, y similares, tal como se utiliza en esta memoria, se 
refiere a la producción microbiana de compuestos, aquí ácidos dicarboxílicos a partir de hidratos de carbono. 

Preferiblemente, el producto de fermentación es un ácido dicarboxílico, preferiblemente ácido málico, ácido fumárico 
o ácido succínico o ácido adípico, preferiblemente ácido succínico. 

Una fermentación por lotes se define en esta memoria como una fermentación en la que todos los nutrientes se 35 
añaden al comienzo de una fermentación. 

Una fermentación semicontinua es una fermentación por lotes en la que se añaden los nutrientes durante la 
fermentación. Los productos en una fermentación por lotes y semicontinua pueden cosecharse en un momento 
adecuado, por ejemplo, cuando uno o más nutrientes se agotan. 

Una fermentación continua es una fermentación en la que los nutrientes se añaden continuamente a la fermentación 40 
y en la que los productos se separan continuamente de la fermentación. 

En una realización, la fermentación de la célula huésped en el procedimiento de la invención 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 concentración de hidratos de carbono por debajo de 10 g/l, por 
ejemplo, aproximadamente 5 g/l. 45 

El procedimiento para la producción de ácido dicarboxílico de acuerdo con la presente invención 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 cúbico, 
preferiblemente al menos 10 o 100 metros cúbicos, preferiblemente al menos 1000 metros cúbicos, habitualmente 
por debajo de 10.000 metros cúbicos. 50 
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La fermentación de la célula huésped en el procedimiento de la invención se puede llevar a cabo en cualquier medio 
de fermentación adecuado que comprenda una fuente de nitrógeno adecuada, hidratos de carbono y otros nutrientes 
requeridos para el crecimiento y la producción de un ácido dicarboxílico en el procedimiento de la invención. Un 
hidrato de carbono adecuado en el procedimiento de fermentación de acuerdo con la invención puede ser glucosa, 
galactosa, xilosa, arabinosa, sacarosa o maltosa. 5 

En una realización, el procedimiento de fermentación se lleva a cabo bajo una presión parcial de CO2 de entre 5% y 
60%, preferiblemente de aproximadamente 50%. 

El pH durante el procedimiento para la producción de ácido dicarboxílico disminuye habitualmente durante la 
producción del ácido dicarboxílico. Preferiblemente, el pH en el procedimiento para la producción de ácido 
dicarboxílico varía entre 1 y 5, preferiblemente entre 1,5 y 4,5, más preferiblemente entre 2 y 4. 10 

En otra realización preferida, el procedimiento de acuerdo con la presente invención comprende una etapa de 
precultivar la célula huésped bajo condiciones aerobias en presencia de un hidrato de carbono. Preferiblemente, la 
fermentación 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 15 
produzca la represión de la glucosa, lo cual puede influir negativamente en la cantidad de biomasa producida. 
Además, se ha encontrado que una etapa de precultivar células huésped en condiciones aerobias da como 
resultado un mayor rendimiento de biomasa y un crecimiento más rápido. Preferiblemente, el precultivo se lleva a 
cabo en modo por lotes. 

Típicamente se lleva a cabo una etapa de propagación para producir biomasa incrementada, preferiblemente bajo 20 
condiciones limitantes de hidratos de carbono. 

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

El procedimiento para la producción de un ácido dicarboxílico puede comprender, además, recuperar el ácido 25 
dicarboxílico. La recuperación del ácido dicarboxílico puede llevarse a cabo por cualquier método adecuado. 

En una realización, un ácido dicarboxílico que se produce en un procedimiento tal como se describe en esta 
memoria se recupera del medio de fermentación. La recuperación de un ácido dicarboxílico puede llevarse a cabo 
mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica, por ejemplo mediante cristalización, precipitación con 
amonio, tecnología de intercambio iónico, centrifugación o filtración o cualquier combinación adecuada de estos 30 
métodos. 

En una realización preferida, la recuperación de ácido dicarboxílico comprende cristalizar el ácido dicarboxílico y 
formar cristales de ácido dicarboxílico. Preferiblemente, la cristalización del ácido dicarboxílico comprende separar 
parte del medio de fermentación, preferiblemente por evaporación, para obtener un medio concentrado. 

De acuerdo con la presente invención, un ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, se puede recuperar 35 
mediante cristalización del ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, a partir de una solución acuosa que tiene un 
pH de entre 1 y 5 y que comprende ácido succínico, que comprende evaporar parte de la solución acuosa para 
obtener una solución concentrada, reducir la temperatura de la solución concentrada a un valor de entre 5 y 35 
grados centígrados, en donde se forman cristales de ácido succínico. Preferiblemente, la cristalización comprende 
llevar la temperatura del medio concentrado a una temperatura de entre 10 y 30 grados centígrados, preferiblemente 40 
entre 15 y 25 grados centígrados. Preferiblemente, el medio de fermentación tiene un pH de entre 1,5 y 4,5, 
preferiblemente entre 2 y 4. 

Se ha encontrado que la cristalización de un ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, a temperaturas más altas, 
tales como entre 10 y 30 grados centígrados da como resultado cristales de un ácido dicarboxílico, tal como el ácido 
succínico, con una menor cantidad de impurezas tales como ácido orgánico, proteína, color y/u olor, que cristales de 45 
un ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, que se cristalizaron a una temperatura baja por debajo de 10 
grados. 

Otra ventaja de cristalizar ácido succínico a una temperatura más alta es que requiere una menor cantidad de 
energía para enfriar la solución acuosa en comparación con un procedimiento en el que la cristalización del ácido 
dicarboxílico se lleva a cabo por debajo de 10 o 5 grados centígrados, dando como resultado un procedimiento más 50 
económico y sostenible. 
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Preferiblemente, la cristalización del ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, comprende una etapa de lavar los 
cristales de ácido dicarboxílico. El ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, puede cristalizarse directamente a 
partir del medio de fermentación 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%, o 99 a 100% p/p. 

Preferiblemente, la recuperación del ácido dicarboxílico, preferiblemente ácido succínico, comprende separar la 5 
biomasa del medio de fermentación y cristalizar el ácido dicarboxílico, preferiblemente cristalizar como se describe 
arriba en esta memoria. Preferiblemente, la separación de biomasa se lleva a cabo por filtración. 

En una realización preferida, el procedimiento para la producción de un ácido dicarboxílico comprende, además, 
utilizar el ácido dicarboxílico en un proceso industrial. Un proceso industrial para un ácido dicarboxílico puede ser la 
aplicación como un aditivo cosmético, agente de deshielo, aditivo alimentario o como un bloque de construcción para 10 
(bio)polímeros. 

En una realización preferida, el medio de fermentación comprende una cantidad de ácido succínico de entre 1 y 150 
g/l, preferiblemente entre 5 y 100 g/l, más preferiblemente entre 10 y 80 g/l o entre 15 y 60 g/l de ácido succínico. En 
cualquier caso, una célula huésped de la invención será capaz típicamente de acumular más ácido succínico en el 
medio de fermentación en comparación con una célula huésped equivalente que exprese el polipéptido de 15 
referencia. 

En otro aspecto, la presente invención se refiere a un procedimiento para cristalizar ácido succínico a partir de una 
solución acuosa que tiene un pH entre 1 y 5 y que comprende ácido succínico, que comprende separar parte de la 
solución acuosa por evaporación para obtener una solución concentrada, y llevar la temperatura de la solución 
concentrada a un valor de entre 10 y 30 grados centígrados, en donde se forman cristales de ácido succínico. 20 
Preferiblemente, la cristalización comprende llevar la temperatura de la solución concentrada entre 15 y 25 grados 
centígrados, preferiblemente entre 18 y 22 grados centígrados. Preferiblemente, la solución acuosa tiene un pH de 
entre 1,5 y 4,5, preferiblemente entre 2 y 4. La solución acuosa puede ser cualquier solución adecuada que 
comprenda ácido succínico. La solución acuosa puede comprender constituyentes solubles y constituyentes 
insolubles, tales como (fragmentos de) células microbianas, proteínas, biomasa vegetal, lignocelulosa, celulosa y 25 
similares. Preferiblemente, la solución acuosa es un medio de fermentación, preferiblemente un medio de 
fermentación obtenible por un procedimiento para la producción de un ácido dicarboxílico tal como se describe en 
esta memoria. 

Preferiblemente, el ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, que se prepara en el procedimiento de acuerdo con 
la presente invención se convierte adicionalmente en un producto deseable. Un producto deseable puede ser, por 30 
ejemplo, un polímero, tal como ácido polibutileno succínico (PBS), un agente de deshielo o un tensioactivo. Es decir, 
la invención proporciona un método para la producción de un producto, por ejemplo un polímero, tal como ácido 
polibutileno succínico (PBS), un agente de deshielo o un tensioactivo, método que comprende: producir un ácido 
carboxílico tal como se describe en esta memoria; y utilizar dicho ácido dicarboxílico en la producción de dicho 
producto. 35 

Para el propósito de esta invención, se define aquí que, con el fin de determinar el porcentaje de identidad de 
secuencia de dos secuencias de aminoácidos o de dos secuencias de ácidos nucleicos, las secuencias se alinean 
para propósitos de comparación óptima. 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 40 
puede llevarse a cabo a lo largo de una longitud más corta, por ejemplo, más de aproximadamente 20, 
aproximadamente 50, aproximadamente 100 o más ácidos nucleicos/bases o aminoácidos. La identidad de 
secuencia es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias a lo largo de la región alineada 
reseñada. 

Técnicas genéticas estándares, tales como la sobre-expresión de enzimas en las células huésped, la modificación 45 
genética de células huésped o técnicas de hibridación, son métodos conocidos en la técnica tales como los descritos 
en Sambrook y Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª edición), 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 transformación, la modificación genética, etc. 
de células huésped fúngicas se conocen, p. ej., de los documentos EP-A-0 635 574, WO 98/46772, WO 99/60102 y 50 
WO 00/37671, WO 90/14423 , EP-A-0481008, EP-A- 0 635 574 y US 6.265.186. 

Una comparación de secuencias y la determinación del porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias 
se puede lograr utilizando un algoritmo matemático. La persona experta será consciente del hecho de que están 
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 visión general de la comparación de secuencias en D. Sankoff y J. B. 
Kruskal, (ed.), Time warps, string edits and macromolecules: the theory and practice of sequence comparison, págs. 
1-44 Addison Wesley). El porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoácidos o entre dos 
secuencias de nucleótidos 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 5 
tanto las secuencias de aminoácidos como las secuencias de nucleótidos. El algoritmo de Needleman-Wunsch se ha 
implementado en el programa informático NEEDLE. Para el propósito de esta invención, se utilizó el programa 
NEEDLE del paquete EMBOSS (versión 2.8.0 o superior, EMBOSS: The European Molecular Biology Open 
Software Suite (2000) Rice, P. Longden, I. y Bleasby, A. Trends in Genetics 16, (6) págs. 276-277, 
http://emboss.bioinformatics.nl/). Para secuencias de proteínas se utiliza EBLOSUM62 para la matriz de sustitución. 10 
Para la secuencia de nucleótidos se utiliza EDNAFULL. Los parámetros opcionales utilizados son una penalización 
de apertura de hueco de 10 y una penalización de extensión de hueco de 0,5. La persona experta apreciará que 
todos estos parámetros diferentes producirán 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 15 
secuencia entre una secuencia de consulta y una secuencia de la invención se calcula de la siguiente manera: 
número de posiciones correspondientes en el alineamiento que muestran un aminoácido idéntico o un nucleótido 
idéntico en ambas secuencias, dividido por la longitud total del alineamiento después de restar el número total de 
huecos en el alineamiento. La identidad definida en esta memoria se puede obtener de NEEDLE utilizando la opción 
NOBRIEF y se marca en la salida del programa como "identidad más larga". 20 

Las secuencias de ácido nucleico y proteínas de la presente invención pueden utilizarse adicionalmente como una 
"secuencia de consulta" para realizar un rastreo frente a bases de datos públicas, por ejemplo, para identificar otros 
miembros de la familia o secuencias relacionadas. Dichos rastreos se pueden realizar utilizando los programas 
NBLAST y XBLAST (versión 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. Los rastreos de nucleótidos 
BLAST se pueden realizar con el programa NBLAST, puntuación = 100, longitud de palabra = 12 para obtener 25 
secuencias de nucleótidos homólogas a las moléculas de ácido nucleico de la invención. Los rastreos de proteínas 
BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntuación = 50, longitud de palabra = 3 para obtener 
secuencias de aminoácidos homólogas a las moléculas de proteína de la invención. Para obtener alineamientos 
separados para fines de comparación, 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 30 
pueden utilizar los parámetros por defecto de los respectivos programas (p. ej., XBLAST y NBLAST). Véase la 
página web del Centro Nacional de Información Biotecnológica 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 admisión de que ese documento o materia era conocido o que la información que 
contiene era parte del conocimiento general común como la fecha de prioridad de cualquiera de las reivindicaciones. 35 

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

La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos: 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1: Construcción de la cepa SUC-1099 40 

Generación 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 integración INT59 5', utilizando ADN genómico de la cepa Saccharomyces 45 
cerevisiae cepa CEN.PK 113-7D (MATa HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2), descrito por Daran-Lapujade et al., 
(FEMS Yeast Res (2003) 4: 285-296) como molde. 

El fragmento 2 de PCR se generó 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 WO2009/065780. Esta secuencia 50 
sintética, que incluye la secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos los sitios de restricción apropiados, fue 

ES 2 790 573 T3

 



23 

 

sintetizada por DNA 2.0 (Menlo Park, California, EE.UU.). La secuencia del gen fue optimizada en un par de 
codones para la expresión en S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen 
sintético está bajo el control de (o está enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el 
promotor TPI1 controla la expresión del gen PCKa. La terminación adecuada se controla mediante una secuencia de 
terminador de S. cerevisiae, es decir, el terminador GND2. 5 

El fragmento 3 de PCR se generó 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 restricción 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 expresión en 10 
S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen sintético está bajo el control de 
(o está enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el promotor PGK1 controla la expresión 
del gen PYC2. La terminación adecuada se controla mediante una secuencia de terminador de S. cerevisiae, es 
decir , el terminador ADH1. 

El fragmento 4 de PCR se generó utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 15 
16, utilizando SEQ ID NO: 3 como molde. La SEQ ID NO: 3 codifica un marcador de selección KanMX funcional en 
Saccharomyces cerevisiae que se amplificó a partir del plásmido pUG7-EcoRV. pUG7-EcoRV es una variante del 
plásmido 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). 20 

El fragmento 5 de PCR se generó 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 ácido dicarboxílico 
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 restricción 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 expresión en S. 25 
cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen sintético está bajo el control de (o 
está enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir , el promotor ENO1 controla la expresión del 
gen DCT_02. La terminación adecuada se controla mediante una secuencia de terminador de S. cerevisiae, es decir, 
el terminador TEF2. 

El fragmento 6 de PCR se generó utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 30 
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 WO2009/065778. Esta secuencia 
sintética, que incluye la secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos sitios de restricción 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 expresión en S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen 35 
sintético está bajo el control de (o está enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el 
promotor FBA1 controla la expresión del gen MDH3. La terminación adecuada se controla mediante una secuencia 
de terminador de S. cerevisiae, es decir, el terminador GPM1. 

El fragmento 7 de PCR se generó 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 40 
4.2.1.2, número de acceso UniProt P14407). La secuencia del gen fue optimizada en un par de codones para la 
expresión en S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. La secuencia sintética, 
que incluye la secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos sitios de restricción apropiados, fue sintetizada por 
DNA 2.0 (Menlo Park, California, EE.UU.). El gen sintético está bajo el control de (o está enlazado operativamente a) 
un promotor de Kluyveromyces lactis, es decir, el promotor de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa controla la 45 
expresión del gen fumB. La terminación 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 integración INT59 3', utilizando ADN genómico de la cepa CEN.PK 113-7D como 
molde. 50 

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. 

Transformación en CEN.PK113-7D con el fin de construir la cepa SUC-1099 
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La transformación en levadura se realizó por un método conocido por los expertos en la técnica. La cepa de S. 
cerevisiae CEN.PK113-7D se transformó con fragmentos 1 a 8 de PCR purificados. Los fragmentos 2 a 7 de PCR 
contenían 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 permitió la recombinación homóloga de los ocho fragmentos de PCR. El 
extremo 5' del fragmento 1 de PCR y el extremo 3' del fragmento 8 de PCR eran homólogos al locus INT59 y 5 
permitieron la integración de los ocho fragmentos de PCR en el locus INT59 (véase la Figura 1). Esto dio como 
resultado un fragmento lineal que consistía en los fragmentos 1 a 8 de PCR integrados en el locus INT59. Este 
método de integración se describe en la solicitud de patente WO2013076280. El locus INT59 se encuentra en el 
cromosoma XI, 923 pb aguas abajo de YKR092C y 922 pb aguas arriba de YKR093W. 

Mezclas de transformación se colocaron en placas en agar YEPh (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 10 
gramos de PhytonePeptone, 20 gramos de galactosa, 20 gramos de agar) que contenían 100 µg de G418 (Sigma 
Aldrich, Zwijndrecht, Países Bajos) por ml. Después de tres días de crecimiento a 30°C, los transformantes 
individuales se volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenían 20 gramos de galactosa por litro y 100 
µg de G418 por ml. La presencia de todos los genes introducidos se confirmó mediante el uso de PCR utilizando 
secuencias de cebadores que pueden reasociar las secuencias codificantes de los ORF codificados por SEQ ID NO: 15 
2 a SEQ ID NO: 6. La cepa resultante se denominó SUC-1099.  

Ejemplo 2: Transformación de fumarato reductasa en la cepa SUC-1099 y producción de ácido succínico en 
transformantes resultantes 

Generación de fragmentos de PCR 

Se generaron fragmentos de PCR utilizando ADN polimerasa Phusion (New England Biolabs, EE.UU.) de acuerdo 20 
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 consistía en el sitio de integración INT1 5', utilizando ADN genómico de la cepa CEN.PK 113-7D como 
molde. 

El fragmento 10 de PCR se generó utilizando las secuencias de cebador descritas en SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 25 
28, utilizando SEQ ID NO: 7 como plantilla. La SEQ ID NO: 7 codifica un marcador de selección de nourseotricina 
funcional en Saccharomyces cerevisiae que se amplificó a partir de una versión modificada del plásmido pUG7-Nat. 
pUG7-Nat es una variante del plásmido 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 30 
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 generó 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 WO2009/065778. Esta secuencia sintética, que incluye la 35 
secuencia del promotor-gen-terminador, incluidos los sitios de restricción 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 expresión en S. 
cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen sintético está bajo el control de (o 
está enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH3 controla la expresión del 
gen FRDg. La terminación adecuada se controla mediante una secuencia de terminador de S. cerevisiae, es decir, el 40 
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 consistía en el sitio de integración INT1 3', utilizando ADN genómico 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. 45 

Transformación en SUC-1099 

La transformación de la levadura se realizó por un método conocido por personas expertas en la técnica. La cepa de 
S. cerevisiae CEN.PK113-7D se transformó con los fragmentos 9 a 12 de PCR purificados. Los fragmentos 10 y 11 
de PCR contenían solapamientos en sus extremos 5' y 3' y los fragmentos 9 y 12 de PCR contenían solapamientos 
en sus extremos 3' y 5', respectivamente, de modo que esto permitió la recombinación homóloga de los cuatro 50 
fragmentos de PCR. El extremo 5' del fragmento 9 de PCR y el extremo 3' del fragmento 12 de PCR eran homólogos 
al locus INT1 y permitieron la integración 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 consistía en los fragmentos 9 a 12 de PCR integrados en el locus INT1. 
Este método de integración se describe en la solicitud de patente WO2013076280. El locus INT1 se encuentra en el 
cromosoma XV, 659 pb aguas abajo de YOR071c y 998 pb aguas arriba de YOR070c. Este enfoque dio como 
resultado la expresión de la proteína fumarato reductasa de 1139 aminoácidos tal como se indica en SEQ ID NO: 33, 
que carece del SKI de aminoácido C-terminal en comparación con la secuencia nativa de T. brucei. 5 

Mezclas de transformación 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 contenían 100 µg de nourseotricina 
(Jena Bioscience, Alemania) por ml. Después de tres días de crecimiento a 30°C, los transformantes individuales se 
volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenían 20 gramos de galactosa por litro y 100 µg de 
nourseotricina por ml. La presencia de los genes introducidos se confirmó mediante el uso de PCR utilizando 10 
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 PS107nº1_nº02, PS107nº1_nº03 y 
PS107nº1_nº04. 

Producción de ácido succínico 

Para determinar la producción de ácido succínico, la cepa SUC-1099 se cultivó por triplicado y los transformantes 15 
PS107nº1_nº02, PS107nº1_nº03 y PS107nº1_nº04 se cultivaron en placas de microtítulación utilizando galactosa 
como fuente de C. Después de una fase de crecimiento para generar biomasa, se inició un experimento de 
producción resuspendiendo las células en medio de cultivo. Se añadieron 30 g/L de ácido succínico al medio de 
cultivo al comienzo del experimento de producción. 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 20 
tomaron cultivos de 600 microlitros y se centrifugaron durante 1 minuto a 14.000 rpm. El sobrenadante de 50 
microlitros se transfirió a una placa MTP de 96 pocillos. Se añadieron 450 microlitros de patrón interno (20 g/L de 
ácido maleico, 40 g/l de EDTA en D2O) y 500 microlitros de 80:20 H2O/D2O a cada una de las muestras. El ácido 
dicarboxílico, incluidas concentraciones de ácido succínico y otros compuestos tales como glucosa en el 
sobrenadante de fermentación se determinaron con un espectrómetro Bruker BEST avance II de 500 MHz. Los 25 
espectros de RMN se registraron con un programa de pulso de supresión de agua a 27 grados centígrados con un 
retraso de relajación de 30 s. 

En el sobrenadante de SUC-1099, se midió un título medio de 30,9 g/L de ácido succínico. Cuando se introdujo 
FRDg y se sobre-expresó en SUC-1099, se midió un título medio de 53,5 g/L de ácido succínico. 

Ejemplo 3: Transformación de variantes de fumarato reductasa en la cepa SUC-1099 y producción de ácido 30 
succínico en transformantes resultantes 

Generación de fragmentos de PCR. 

Los fragmentos 9, 10 y 12 de PCR se generaron tal como se describe en el Ejemplo 2. Secuencias de nucleótidos 
sintéticas que codifican diferentes variantes de proteínas 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 35 
de nucleótidos sintéticos codifican un aminoácido mutado con relación a la secuencia de FRDg de referencia (SEQ 
ID NO: 33) en las posiciones indicadas en la Tabla 2. Además de codificar los aminoácidos mutados indicados en la 
Tabla 2, las variantes de la secuencia de nucleótidos sintéticos son idénticas a SEQ ID NO: 8. El gen sintético está 
bajo el control de (o está enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH3 
controla la expresión del gen FRD mutado (FCC). La terminación adecuada se controla mediante una secuencia de 40 
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 45 
Research, Irvine, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Transformación en SUC-1099 

La cepa SUC-1099 se transformó con los fragmentos 9, 10 y 12 de PCR purificados en combinación con los 
fragmentos 13 a 22 de PCR individualmente. El fragmento 10 de PCR y los fragmentos 13 a 22 de PCR contenían 
solapamientos en sus extremos 5' y 3' y los fragmentos 9 y 12 de PCR contenían solapamientos en sus extremos 3' 50 
y 5', respectivamente, de modo que esto permitió la recombinación homóloga 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 homólogos al locus INT1 y 
permitieron la integración de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT1 (Figura 2). La transformación y 
selección de transformantes se describe en el Ejemplo 2. 

Producción de ácido succínico 

Para determinar la producción de ácido succínico, se cultivaron cuatro transformantes independientes de SUC-1099 5 
que expresaban secuencias de fumarato reductasa mutadas en placas de microtitulación y se midieron los títulos de 
ácido succínico tal como se describe en el Ejemplo 2. Los títulos medios de ácido succínico se representan en la 
Tabla 2. La producción media de ácido succínico de varios transformantes SUC-1099 que expresan secuencias de 
fumarato reductasa mutadas excedió los 55 g/L de ácido succínico. Esto es significativamente más que el título 
medio de ácido succínico de SUC-1099 transformado con la secuencia de FRDg de referencia. Significativamente 10 
más significa que no se solapan los intervalos de confianza del 95% de los títulos succínicos para cepas de fumarato 
reductasa con secuencias de referencia y mutadas mejoradas. 

Tabla 2: Títulos medios de ácido succínico medidos en el sobrenadante del medio de producción después de 4 días 
de cultivo de la cepa SUC-1099, que expresa fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCKa), piruvato carboxilasa (PYC2), 
malato deshidrogenasa (MDH3), fumarasa (fumB), transportador ácido dicarboxílico (DCT_02) transformado con 15 
fumarato reductasa de referencia (SEQ ID NO: 33) o fumarato reductasa mutada, que contiene mutaciones en 
comparación con la secuencia de referencia en las posiciones de aminoácidos indicadas a continuación. 

  Mutación en posición  
Fragmento  

de PCR 
Clon 1042 1071 1072 1082 1083 Título medio de 

ácido succínico 
(g/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 introducción de un residuo cargado positivamente (lisina o arginina; K o R) en la posición de aminoácido 1082 es 
única, debido a que la secuencia de referencia de fumarato reductasa contiene una pequeña glicina sin carga (G) en 20 
esta posición. Además, ninguna variante natural previamente descrita o mutante de fumarato reductasa disponible 
públicamente contiene un residuo cargado en la posición número 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 títulos 
de ácido succínico incrementados.  

Ejemplo 4: medición de la actividad específica de NADH y NADPH de las variantes de fumarato reductasa 25 
(FRD) 

Transformantes generados en el Ejemplo 3 se cultivaron tal como se describe en el Ejemplo 2. La biomasa se 
recolectó por centrifugación (4000 rpm, 10 min, 4°C) y se lavó dos veces con PBS (solución salina tamponada con 
fosfato, Sigma Aldrich), después de lo cual los sedimentos celulares se congelaron a -20°C. La disrupción celular se 
logró en placas de microtitulación de 96 pocillos profundos (MTP) con perlas de vidrio lavadas con ácido de 0,5 mm 30 
en combinación con el TissueLyser II de Qiagen (3000 rpm durante 2x 10 s). Se añadieron perlas de vidrio de un 
volumen de 600 µl al sedimento celular antes de la adición de 1 ml de medio de ensayo in vivo descrito en van 
Eunen et al. (FEBS Journal 277: 749-760 ) que contenía DTT 0,5 mM (ditiotreitol, Sigma-Aldrich) y PMSF (fluoruro 
de fenilmetanosulfonilo, Amresco) 0,1 mM. Las perlas de vidrio se añadieron invirtiendo las MTP de pocillos 
profundos que contenían los sedimentos congelados sobre una MTP estándar, en que cada uno de los pocillos se 35 
llenó por completo con perlas de vidrio (= un volumen de 300 µl) y luego invirtiendo ambas placas, de modo que las 
perlas de vidrio cayeran sobre los sedimentos celulares. Este proceso se repitió para obtener 600 µl de perlas de 
vidrio en los sedimentos celulares. Después de la disrupción celular, los desechos celulares se sedimentaron por 
centrifugación (4000 rpm, 30 min, 4°C). El sobrenadante (extractos celulares solubles) se recogió y se almacenó en 
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hielo. La concentración de proteínas de los extractos se determinó mediante Bradford, utilizando albúmina de suero 
bovino (BSA) como patrón. 

La actividad de fumarato reductasa (FRD) se ensayó por espectrofotometría siguiendo la disminución de la 
absorbancia a 340 nm provocada por la oxidación de NADH o NADPH a NAD+ o NADP+. Las mezclas de ensayo 
contenían NADH o NADPH 150 µM, ácido fumárico 1 mM, 0,5 mg de proteína mL-1 extractos celulares solubles en 5 
medio de ensayo in vivo en un volumen final de 200 µl. Las reacciones se iniciaron mediante la adición de ácido 
fumárico, se siguieron durante 9 minutos a 30 grados centígrados y la pendiente se utilizó como una medida de la 
actividad de FRD dependiente de NADH o NADPH. La absorbancia se midió utilizando un lector de placas Tecan 
Infinite M1000. La actividad dependiente de NADH de cada una de las variantes se comparó con la actividad de 
NADPH. Se calculó la relación de actividad dependiente de NADPH:NADH para cada una de las variantes de modo 10 
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 producción de succínico 
incrementada descrita en el Ejemplo 3.  

Ejemplo 5: Construcción de la cepa SUC-501 

La cepa SUC-501 se construyó reemplazando los dos transportadores de ácido dicarboxílico SpMAE1 en la cepa 15 
SUC-401, descrita en el documento WO 2013/004670, con transportadores de ácido dicarboxílico DCT_02, 
similares a los descritos para SUC-489 en el documento WO 2013/004670. SUC-401 se transformó con el fragmento 
purificado de 7,7 kb del plásmido pSUC174 restringido con Bsu36I y FseI. El plásmido 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 selección KanMX flanqueado por sitios lox66/lox71 (Lambert JM, Bongers 20 
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 
integración del marcador de resistencia KanMX. A continuación, se realizó una PCR de diagnóstico en la cepa 
intermedia SUC-461 para confirmar el reemplazo del gen sintético SpMAE1 por el gen sintético DCT_02. El 25 
marcador KanMX flanqueado por los sitios lox66 y lox71 se separó de la cepa SUC-461 por transformación de Cre-
recombinasa (Güldener U, Heck S, Fielder T, Beinhauer J, Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1 de julio de 1996; 
24(13):2519-2524) utilizando el plásmido pSH65 que contenía un marcador de resistencia a la fleomicina. 
Posteriormente, el plásmido pSH65 se curó de las células mediante crecimiento en medio no selectivo (YEP 2% de 
galactosa), quedando un lox72 en el ADN genómico.  30 
La cepa resultante se designó SUC-464. 

A continuación, se reemplazó una segunda copia del gen SpMAE1 presente en el ADN genómico de SUC-401. 
SUC-464 se transformó con el fragmento purificado de 7,7 kb del plásmido pSUC174 restringido con Bsu36I y FseI. 
Los transformantes correctos se seleccionaron inicialmente en cuanto a su resistencia contra G418, debido a la 
integración del marcador de resistencia KanMX. El fragmento de pSUC174 puede reemplazar el gen SpMAE1 35 
restante o el gen DCT_02 introducido. Se realizó una PCR de diagnóstico en los transformantes para confirmar el 
reemplazo de ambos genes sintéticos SpMAE1 por el gen sintético DCT_02. Un transformante que contenía dos 
copias del gen DCT_02 se denominó SUC-467. El marcador KanMX flanqueado por los sitios lox66 y lox71 se 
separó de la cepa SUC-467 por transformación de Cre-recombinasa (Güldener U, Heck S, Fielder T, Beinhauer J, 
Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1 de julio de 1996; 24(13):2519-2524) utilizando el plásmido pSH65 que contenía 40 
un marcador de resistencia a la fleomicina. Posteriormente, el plásmido pSH65 se curó de las células mediante 
crecimiento en medio no selectivo (YEP 2% de galactosa), quedando un lox72 en el ADN genómico. 

La cepa resultante se designó 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-PMA1t;lox72 adh1::PGK1p-PYC2-
PGK1t;URA3p-URA3-URA3t MAL2-8 SUC2). 45 

Ejemplo 6: Selección de la cepa SUC-723 a partir de la evolución adaptativa de SUC-501 

Se cultivó SUC-501 en un cultivo de auxóstato de 1,5 litros en un fermentador de 2 litros que contenía medio con 
una concentración de ácido succínico de 50 g/L a pH 3 a 30ºC. La velocidad del agitador se ajustó a 150 rpm y el 
flujo de aire se ajustó a 2 Nl/h. El tamaño del inóculo fue de 150 g de biomasa (cultivada en un matraz de agitación 
en medio Verduyn (Verduyn C, Postma E, Scheffers WA, Van Dijken JP. Yeast, julio de 1992; 8(7):501-517)) con 50 
galactosa como fuente de carbono). La tasa de alimentación del medio al cultivo de auxóstatos se incrementó 
gradualmente a lo largo de un período de 60 días. La tasa de alimentación inicial se ajustó a una tasa de dilución de 
0,05 h-1, la tasa de alimentación final se ajustó a una tasa de dilución de 0,16 -1. La tasa de alimentación se 
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maximizó para mantener el cultivo a la tasa de crecimiento máxima posible mientras se evita la formación de etanol 
y la separación por lavado del cultivo. 

El medio de alimentación 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 nitrógeno, tal como se describe a 
continuación (véase la Tabla 3). El pH fue ajustado a 3 (utilizando KOH 1M/H2SO4 1M). 5 

La producción de ácido succínico se midió en varios momentos durante los 60 días de crecimiento del cultivo de 
auxóstatos, utilizando el método descrito en el Ejemplo 2 en el documento WO 2013/004670. Después de 30 días, 
los títulos de ácido succínico producidos por el cultivo de auxóstatos fueron similares a los de SUC-501 no 
evolucionada. Después de 60 días de evolución adaptativa, el cultivo de auxóstatos mostró una disminución en el 
título de ácido succínico de más del 50% en comparación con la SUC-501. 10 

Un aislado de colonia único obtenido del cultivo de SUC-501 después de 60 días de crecimiento en el cultivo de 
auxóstatos se denominó SUC-723. El análisis por PCR, utilizando cebadores específicos para los marcos de lectura 
abiertos integrados utilizando un método conocido por una persona experta en la técnica, de los genes de ácido 
succínico que estaban presentes en la cepa SUC-501 (FUMR, MDH3, PCKa, FRDg, PYC2, DCT02 ) reveló que el 
gen FRDg no está presente en el SUC-723. La presencia de todos los otros genes de ácido succínico que están 15 
presentes en la SUC-501 podría demostrarse en la cepa SUC-723. 

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

Materia prima  Concentración  
(g/kg) 

Dextrosa C6H12O6. H2O 27,5 
Sulfato de amonio (NH4)2SO4 5,0 
Dihidrógeno fosfato de potasio KH2PO4 3,0 
Sulfato de magnesio MgSO4 7H2O 0,5 
Solución de elementos traza  1 
Solución de vitaminas  1 
Ácido succínico C4H6O4 50 
  20 
Ejemplo 7: Transformación de fumarato reductasa en cepa SUC-723 y producción de ácido succínico en 
transformantes resultantes 

Para testar si la producción reducida de ácido succínico de SUC-723 se debe únicamente 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 producción de ácido succínico) una construcción de expresión de FRDg se integró en la cepa SUC-723. 25 

Generación 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 consistía en el sitio de integración INT12 5', utilizando ADN genómico de la cepa CEN.PK113-7D como 30 
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 consistía en el sitio de integración INT12 3', utilizando ADN genómico de la cepa CEN.PK 113-7D como 
molde. 35 

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. 

Transformación en SUC-723 
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La transformación de levadura se realizó por un método conocido por los expertos en la técnica. La cepa SUC-723 
de S. cerevisiae se transformó con fragmentos 10, 11, 23 y 24 de PCR purificados. Los fragmentos 10 y 11 de PCR 
contenían solapamientos en sus extremos 5' y 3' y los fragmentos 23 y 24 de PCR contenían solapamientos en sus 
extremos 3' y 5', respectivamente, de modo que esto permitió la recombinación homóloga 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 5 
homólogos al locus INT12 y permitieron la integración de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT12 (véase la 
Figura 4). Esto dio como resultado un fragmento lineal que consistía en los fragmentos 10, 11, 23 y 24 de PCR 
integrados en el locus INT12. Este método de integración se describe en la solicitud de patente WO2013076280. El 
locus INT12 se encuentra en el cromosoma II, 743 pb aguas arriba del ATG del ORF YOR071c y 618 pb aguas 
abajo del ATG de YBL029C-A. Este enfoque resultó en la expresión de la proteína fumarato reductasa de 1139 10 
aminoácidos tal como se indica en SEQ ID NO: 33, que carece del SKI de aminoácido C-terminal en comparación 
con la secuencia nativa de T. brucei, en la cepa SUC-723. 

Mezclas de transformación 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 contenían 100 µg de nourseotricina 
(Jena Bioscience, Alemania) por ml. Después de tres a cuatro días de crecimiento a 30°C, los transformantes 15 
individuales se volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenían 20 gramos de galactosa por litro y 100 
µg de nourseotricina por ml. La presencia de los genes introducidos se confirmó 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 denominó 
SUC-723-FRDg. 20 

Producción de ácido succínico de SUC-723 y SUC-723-FRDq 

Para determinar la producción de ácido succínico, las cepas SUC-723 y SUC-723-FRDg se cultivaron por triplicado 
en placas de microtitulación utilizando galactosa como fuente de C. Después de una fase de crecimiento para 
generar biomasa, se inició un experimento de producción resuspendiendo las células en medio de cultivo. Se 
añadieron 30 g/L de ácido succínico al medio de cultivo al comienzo del experimento de producción. Se tomaron 25 
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 transfirió a una placa MTP de 96 pocillos profundos. Se añadieron 450 microlitros de patrón interno (20 
g/L de ácido maleico, 40 g/l de EDTA en D2O) y 500 microlitros de 80:20 H2O/D2O a cada una de las muestras. El 30 
ácido dicarboxílico, incluidas las concentraciones de ácido succínico y otros compuestos tales como glucosa en el 
sobrenadante de fermentación se determinaron con un espectrómetro Bruker BEST avance II de 500 MHz. Los 
espectros de RMN se registraron con un programa de pulso de supresión de agua a 27 grados centígrados con un 
retraso de relajación de 30 s. 

En el sobrenadante de SUC-723, se midió un título medio de 37,4 g/L de ácido succínico. Cuando se introdujo FRDg 35 
y se sobre-expresó en SUC-723, como en SUC-723-FRDg, se midió un título medio de 49,5 g/L de ácido succínico.  

Ejemplo 8: Transformación de variantes de fumarato reductasa en la cepa SUC-723 y producción de ácido 
succínico en transformantes resultantes 

Generación de fragmentos de PCR 

El fragmento 10 de PCR se generó tal como se describe en el Ejemplo 2. 40 
Los fragmentos 23 y 24 de PCR se generaron tal como se describe en el Ejemplo 7. 

Las secuencias de nucleótidos sintéticas que codifican diferentes variantes de proteínas 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 nucleótidos sintéticos codifican un aminoácido mutado en relación con la secuencia de 
FRDg de referencia (SEQ ID NO: 33) en las posiciones indicadas en la Tabla 4. Aparte de codificar los aminoácidos 45 
mutados indicados en la Tabla 4, las variantes de la secuencia de nucleótidos sintéticos son idénticas a SEQ ID NO: 
8. El gen sintético está bajo control de (o está enlazado operativamente a) un promotor de S. cerevisiae, es decir , el 
promotor TDH3 controla la expresión del gen FRDg mutado (FCC). La terminación 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 50 
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. 

Transformación en SUC-723 

La cepa SUC-723 se transformó con fragmentos 23, 10 y 24 de PCR purificados en combinación 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 contenían 5 
solapamientos en sus extremos 5' y 3' y los fragmentos 23 y 24 de PCR contenían solapamientos en sus extremos 3' 
y 5', respectivamente, de modo que esto permitió la recombinación homóloga de los cuatro fragmentos de PCR. El 
extremo 5' del fragmento 23 de PCR y el extremo 3' del fragmento 24 de PCR eran homólogos al locus INT12 y 
permitieron la integración de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT12 (Figura 4). La transformación y 
selección de transformantes se describe en el Ejemplo 2. 10 

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 genómico 5' de la región homóloga al fragmento 23 de PCR 
y 3' de la región homóloga al fragmento 24 de PCR. De todas las transformaciones se identificó 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 15 
SUC-723-FCC_78, respectivamente. 

Producción de ácido succínico 

Para determinar la producción de ácido succínico, 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 microtitulación y los 
títulos de ácido succínico se midieron tal como se describe en el Ejemplo 2. Los títulos medios de ácido succínico se 20 
representan en la Tabla 4. La producción media de ácido succínico de varios transformantes SUC-723 que expresan 
secuencias de fumarato reductasa mutadas excedió de 54 g/L de ácido succínico. Esto es significativamente más 
que el título de ácido succínico medio de SUC-723 transformado con la secuencia de FRDg de referencia que 
produjo 49,5 g/L de ácido succínico. Significativamente más significa que no se solapan los intervalos de confianza 
del 95% de los títulos succínicos para cepas con secuencias de fumarato reductasa de referencia y mutadas 25 
mejoradas. 

Tabla 4: Títulos medios de ácido succínico medidos en el sobrenadante del medio de producción después de 4 días 
de cultivo de la cepa SUC-723, que expresa fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCKa), piruvato carboxilasa (PYC2), 
malato deshidrogenasa (MDH3), fumarasa (fumR), transportador de ácido dicarboxílico (DCT_02) transformado con 
fumarato reductasa de referencia (SEQ ID NO: 33) o fumarato reductasa mutada, que contiene mutaciones en 30 
comparación con la secuencia de referencia en las posiciones de aminoácidos indicadas a continuación.  

  Mutación en posición  

Fragmento de PCR Clon 1042 1071 1072 1082 1083 Título medio 
de ácido 

succínico (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 introducción de un residuo cargado positivamente (lisina o arginina; K o R) en la posición de aminoácido 1082 es 
única, porque la secuencia de fumarato reductasa de referencia contiene una pequeña glicina sin carga (G) en esta 
posición. Además, ninguna variante natural previamente descrita o mutante de fumarato reductasa disponible 35 
públicamente contiene un residuo cargado en la posición número 1082. Tal como se representa en la Tabla 4, 
reemplazar la glicina en la posición 1082 en la secuencia de FRDg de referencia por un residuo cargado es 
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ventajoso para lograr títulos de ácido succínico 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. 

Ejemplo 9: Medición de la actividad específica 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 recolectó 5 
biomasa, se rompieron las células y se determinó la concentración de proteína como en el Ejemplo 4. La actividad 
de fumarato reductasa (FRD) se ensayó por espectrofotometría, 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 tomó como 
control una cepa SUC-723 no transformada con FRD. Las seis variantes de FRD testadas fueron aquellas variantes 10 
que contenían mutaciones beneficiosas para una producción de succínico incrementada descrita en el Ejemplo 3 y el 
Ejemplo 8. 

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

Generación de fragmentos de PCR 

El fragmento 25 de PCR se generó mediante amplificación por PCR de SEQ ID NO: 38 utilizando cebadores que 15 
amplifican la secuencia de nucleótidos completa de SEQ ID NO: 38. La SEQ ID NO: 38 describe el flanco de 
integración 5' INT09.01. La SEQ ID NO: 38 incluye una región de 50 pb de homología con el fragmento 26 de PCR 
ubicado en el extremo 3' de SEQ ID NO: 38. El sitio de integración INT09.01 se encuentra 359 pb aguas abajo del 
ORF YIL009W en el cromosoma IX. 

El fragmento 26 de PCR se generó mediante amplificación por PCR de SEQ ID NO: 39 utilizando cebadores que 20 
amplificaban la secuencia de nucleótidos completa de SEQ ID NO: 39. La SEQ ID NO: 39 codifica un marcador de 
selección de nourseotricina funcional en Saccharomyces cerevisiae que se amplificó a partir de una versión 
modificada del plásmido pUG7-Nat. pUG7-Nat es una variante del plásmido pUG6 descrito por Gueldener et al. 
(Nucleic Acids Res. 1 de julio de 1996; 24(13):2519-24), en el que los sitios IoxP 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 25 
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 generó mediante amplificación por PCR de SEQ ID NO: 40 utilizando cebadores que 
amplifican la secuencia de nucleótidos 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 30 
solicitud de patente WO2009/065778 y se describe en SEQ ID NO: 33. Esta secuencia sintética, que incluye la 
secuencia del promotor-gen-terminador, que incluye sitios de restricción 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 expresión en 
S. cerevisiae tal como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632 . El gen sintético está bajo el control 
de (o está enlazado operativamente a) un promotor de Kluyveromyces lactis, es decir, el promotor de la quinasa 3-35 
fosfoglicerato PGK1 (número de acceso uniprot P14828) controla la expresión del gen FRDg. La terminación 
adecuada es controlada por una secuencia de terminador de S . cerevisiae, es decir, el terminador ADH1. 

El fragmento 28 de PCR se generó mediante amplificación por PCR de SEQ ID NO: 41 utilizando cebadores que 
amplifican la secuencia de nucleótidos completa de SEQ ID NO: 41. La SEQ ID NO: 41 describe el flanco de 
integración 3' INT09.01. El extremo 5' del fragmento 28 de PCR consiste en una región de 50 pb homóloga al 40 
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 generación 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 nucleótidos sintéticas 
que codifican diferentes variantes de proteínas de la secuencia de fumarato reductasa de referencia que se describe 
en SEQ ID NO: 33. Las secuencias de nucleótidos sintéticas fueron sintetizadas por DNA 2.0 (Menlo Park, 45 
California, EE. UU.). Las secuencias de nucleótidos sintéticas codifican un aminoácido mutado con relación a la 
secuencia de FRDg de referencia (SEQ ID NO: 33) en las posiciones indicadas en la Tabla 5. 

Aparte de codificar los aminoácidos mutados indicados en la Tabla 5, las variantes de la secuencia de nucleótidos 
sintéticos son idénticas a SEQ ID NO: 40. Las secuencias se amplificaron por PCR utilizando los cebadores 
utilizados para la amplificación del fragmento 27 de PCR para generar fragmentos 29 a 58 de PCR (véase la Tabla 50 
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 comparación con la fumarato reductasa de referencia en el fragmento 27 de PCR (SEQ ID NO: 33). En 
los fragmentos 29 a 60 de PCR están presentes mutaciones en las posiciones de aminoácidos 1042, 1071, 1072, 
1082 y 1083 tal como se indica a continuación.  

Fragmento  
de PCR 

clon 1042 1071 1072 1082 1083 

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 I 
34 FCC_102 R G R R I 
35 FCC_103 Q S R R I 
36 FCC_104 Q G R R I 
37 FCC_105 R S R K I 
38 FCC_106 R G R K I 
39 FCC_107 Q S R K I 
40 FCC_108 Q G R K I 
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 
  5 
Transformación en CEN.PK113-7D para construir la cepa CPK-FRDg 

La transformación de levadura se realizó 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 transformó con fragmentos 25 a 28 de PCR 
purificados. Los fragmentos 26 y 27 de PCR contenían 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 permitió la recombinación homóloga de los 10 
cuatro fragmentos de PCR. El extremo 5' del fragmento 25 de PCR y el extremo 3' del fragmento 28 de PCR eran 
homólogos al locus INT09.01 y permitieron la integración de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT09.01 
(véase la Figura 6). 

Las mezclas de transformación 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 contenían 100 µg de 15 
nourseotricina (Jena Bioscience, Alemania) por ml. Después de tres días de crecimiento a 30°C, los transformantes 
individuales se volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenían 20 gramos de galactosa por litro y 100 
µg de nourseotricina por ml. La presencia de los genes introducidos se confirmó 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.  20 

Transformación 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 transformación de la levadura se realizó por un método conocido por personas expertas en la técnica. La cepa de 
S. cerevisiae CENPK.113-7D (MATa HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) se transformó 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 
contenían 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 permitió la recombinación homóloga de los cuatro fragmentos de PCR tal como 5 
se indica en la Figura 6 El extremo 5' del fragmento 25 de PCR y el extremo 3' del fragmento 28 de PCR eran 
homólogos al locus INT09.01 y permitieron la integración de los cuatro fragmentos de PCR en el locus INT09.01 
(véase la Figura 6). 

Mezclas de transformación 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 contenían 100 µg de nourseotricina 10 
(Jena Bioscience, Alemania) por ml. Después de tres días de crecimiento a 30°C, los transformantes individuales se 
volvieron a sembrar en placas de agar YEPh que contenían 20 gramos de galactosa por litro y 100 µg de 
nourseotricina por ml. La presencia de los genes introducidos se infirió de la medición de la actividad de la enzima 
fumarato reductasa. 

Ejemplo 11: Medición de la actividad específica de NADH y NADPH de las variantes de fumarato reductasa 15 
(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 contenían 150 µg de nourseotricina (Jena Bioscience, Alemania) por ml. Se recolectó 
biomasa, se rompieron las células y se determinó la concentración de proteína como en el Ejemplo 4. La actividad 20 
de fumarato reductasa (FRD) se ensayó por espectrofotometría como en el Ejemplo 4, con las siguientes 
modificaciones menores: se utilizaron NADH o NADPH 400 µM en lugar de 150 µM. Las actividades medidas se 
normalizaron para la proteína total presente, dividiendo por la concentración de proteína total en el ensayo, según lo 
determinado por Bradford utilizando albúmina de suero bovino como patrón. La Tabla 6 enumera la relación de 
especificidad para cada una de las variantes; la relación de actividad dependiente de NADPH:NADH = (pendiente a 25 
340 nm con NADPH) / (pendiente a 340 nm con NADH). Esta relación se calculó de modo que las variantes pudieran 
clasificarse según la especificidad de cofactor alterada (véase: Tabla 6). Un valor aumentado para la relación en 
comparación con el clon de referencia indicó que la especificidad del cofactor había sido alterada. Esto puede indicar 
una menor especificidad de NADH, una actividad incrementada de NADPH o una combinación de ambos. La Figura 
7 muestra las actividades para variantes de FRD dependientes de NADPH y NADH para las variantes de FRD 30 
expresadas en CEN.PK113-7D. Como control negativo se tomó una cepa CEN.PK113-7D no transformada con 
FRD. 

Tabla 6. Relación de especificidad NADPH:NADH para variantes de FRD expresadas en la cepa CEN.PK113-7D. Al 
calcular la relación entre la actividad de FRD específica para NADPH y NADH, las variantes podrían clasificarse y 
compararse fácilmente con la secuencia de referencia. Sorprendentemente, todas las variantes mostraron una 35 
especificidad de cofactor alterada, muchas muy drásticamente, en comparación con la FRD de referencia, como lo 
demuestra una relación de especificidad diferente.  
 

  Mutación en posición  
Fragmento 

de PCR 
Clon 1042 1071 1072 1082 1083 Actividad dependiente 

de la relación 
NADH:NADPH 

- CEN.PK11 3-7D 
control 

     n.d. 

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 5,5 
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 I 0,2 
34 FCC_102 R G R R I 0,1 
35 FCC_103 Q S R R I 2,3 
36 FCC_104 Q G R R I 0,4 
37 FCC_105 R S R K I 4,0 
38 FCC_106 R G R K I 12,7 
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39 FCC_107 Q S R K I 2,2 
40 FCC_108 Q G R K I 1,5 
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 0,5 
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 0,5 
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 5 

< 151> 02-12-2013 

<160> 41 

<170> PatentIn version 3.5 

<210> 1 

< 211> 2626 10 

< 212> ADN 

< 213> Actinobacillus succinogenes 

<400> 1  
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<210> 2 

< 211> 4552 

< 212> ADN 5 

< 213> Saccharomyces cerevisiae 

<400> 2 
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<210> 3 

< 211> 1572 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia artificial  5 

<220> 

< 223> Marcador de selección KanMX  

<400> 3 
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<210> 4 5 
< 211> 2260 
< 212> ADN 
< 213> Aspergillus niger 

<400> 4  

ES 2 790 573 T3

 



43 

 

 

 

ES 2 790 573 T3

 



44 

 

 

 

<210> 5 
< 211> 2032 
< 212> ADN 5 
< 213> Saccharomyces cerevisiae 

<400> 5  
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<210> 6 
< 211> 3056 
< 212> ADN 5 
< 213> Escherichia coli 

<400> 6  
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<210> 7 
< 211> 1335 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial  5 

<220> 
< 223> marcador de selección nourseotricina 

<400> 7  

 

ES 2 790 573 T3

 



48 

 

 

 

<210> 8 
< 211> 4429 
< 212> ADN 5 
< 213> Trypanosoma brucei 

<400> 8  
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<210> 9 
< 211> 20 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 5 

<220> 
< 223> cebador 

<400> 9 
cattatatcg aggaaagccc   20 
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<210> 10 
< 211> 75 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 5 
< 223> cebador 

<400> 10  

 

<210> 11 
< 211> 20 10 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 
< 223> cebadorr 

<400> 11 15 
ttgcccatcg aacgtacaag   20 

<210> 12 
< 211> 23 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial  20 

<220> 
< 223> cebador 

<400> 12 
tgctaagatt tgtgttcgtt tgg   23 

<210> 13 25 
< 211> 20 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 
< 223> cebador 30 

<400> 13 
cggatcgatg tacacaaccg   20 

<210> 14 
< 211> 23 
< 212> ADN 35 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> cebador 

<400> 14 
caacaggagg cggatggata tac   23 40 
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<210> 15 
< 211> 79 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 5 
< 223> cebador 

<400> 15  

 

<210> 16 
< 211> 75 10 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> cebador 

<400> 16  15 

 

<210> 17 
< 211> 22 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 20 

<220> 
< 223> cebador 

<400> 17 
aacgttgtcc aggtttgtat cc   22 

<210> 18 25 
< 211> 20 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> cebador 30 

<400> 18 
aggtacaaca agcacgaccg   20 

<210> 19 
< 211> 23 
< 212> ADN 35 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 
< 223> cebador 
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<400> 19 
aaataaccac aaacatcctt ccc   23 

<210> 20 
< 211> 23 
< 212> ADN 5 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> cebador 

<400> 20 
gtgcactaca tcttgtgggt gtc   23 10 

<210> 21 
< 211> 22 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 15 
< 223> cebador 

<400> 21 
gaaaccttcg aatccagcca gc   22 

<210> 22 
< 211> 20 20 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> cebador 

<400> 22 25 
aatcgcaact cggatttggg   20 

<210> 23 
< 211> 73 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 30 

<220> 
< 223> cebador 

<400> 23  

 

<210> 24 35 
< 211> 20 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 
< 223> cebador 40 
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<400> 24 
20   cgcacaccac gaggtgaagg 

<210> 25 
< 211> 25 
< 212> ADN 5 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> cebador 

<400> 25 
25   cggcattatt gtgtatggct caata 10 

<210> 26 
< 211> 75 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 15 
< 223> cebador 

<400> 26  

 

<210> 27 
< 211> 79 20 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 
< 223> cebador 

<400> 27  25 

 

<210> 28 
< 211> 74 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 30 

<220> 
< 223> cebador 

<400> 28  

 

<210> 29 35 
< 211> 90 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 
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<220> 
< 223> cebador 

<400> 29  

 

<210> 30 5 
< 211> 24 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 
< 223> cebador 10 

<400> 30 
cacaagctta ttcttccaaa aatc   24 

<210> 31 
< 211> 20 
< 212> ADN 15 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 
< 223> cebador 

<400> 31 
aaagccaaag ttcgcgttcc   20 20 

<210> 32 
< 211> 24 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220> 25 
< 223> cebador 

<400> 32 
acttagtatg gtctgttgga aagg   24 

<210> 33 
< 211> 1139 30 
< 212> PRT 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> secuencia de proteína FRDg (menos SKI C-terminal) 
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<400> 33  
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<210> 34 
< 211> 30 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial  5 

<220> 
< 223> Cebador 

<400> 34 
ataaaaattg catatatgtg ggtagaaacc   30 

<210> 35 10 
< 211> 78 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> Cebador 15 

<400> 35  

 

<210> 36 
< 211> 75 
< 212> ADN 20 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> Cebador 

<400> 36  

 25 
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<210> 37 
< 211> 29 
< 212> ADN 
 

<220> 5 
< 223> Cebador 

<400> 37 
acattattgt aaaaacggag tagaaaggg   29 

<210> 38 
< 211> 595 10 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> Fragmento 25 de PCR que consiste en el flanco 5’ de integración para fijar como objetivo el locus INT09.01 
de CEN.PK113-7D 15 

<400> 38  

 

<210> 39 
< 211> 1381 
< 212> ADN 20 
< 213> Secuencia artificial  

<220> 
< 223> Fragmento 26 de PCR que incluye un marcador de selección de nourseotricina funcional en Saccharomyces 
cerevisiae. 

<400> 39  25 
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<210> 40 
< 211> 4838 
< 212> ADN 5 
< 213> Secuencen artificial  

<220> 
< 223> Fragmento 27 de PCR que incluye la secuencia codificante de fumarato reductasa de Trypanosoma brucei 
(FRDg) optimizada en un par de  codones para la expresión en S. cerevisiae. 

<400> 40  10 
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<210> 41 
< 211> 586 
< 212> ADN 
< 213> Secuencia artificial 5 

<220> 
< 223> Fragmento 28 de PCR que consiste en el flanco 3’ de integración para fijar como objetivo el locus INT09.01 
de CEN.PK113-7D 

<400> 41  

 10 

 
 

 

 

 15 
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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 comparación 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 aminoácidos que, cuando se alinea con la fumarato 5 
reductasa que comprende la secuencia establecida en SEQ ID NO: 33, comprende al menos una sustitución de un 
residuo aminoácido correspondiente a cualquiera de los aminoácidos 

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. 10 

2. Un polipéptido variante de acuerdo con la reivindicación 1, que tiene actividad dependiente de NADP(H) 
incrementada en comparación 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 comparación con el 
polipéptido de referencia. 15 

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 reivindicación 1, en donde el polipéptido variante tiene al 
menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID No. 33. 20 

6. Un polipéptido variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes según 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). 25 

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

9. Una construcción de ácido nucleico que comprende la secuencia de ácido nucleico de la reivindicación 8 enlazada 
operativamente a una o más secuencias de control capaces de dirigir la expresión de una fumarato reductasa en un 
huésped de expresión adecuado. 30 

10. Un vector de expresión que comprende un ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 8 o una construcción 
de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 9. 

11. Una célula huésped que comprende un ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 8, una construcción de 
ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 9 o un vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 10. 

12. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicación 11, que es una célula procariota, tal como una célula 35 
bacteriana, o una célula eucariota, tal como una célula de levadura o una célula fúngica filamentosa. 

13. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicación 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 producción de fumarato 40 
reductasa y, opcionalmente, recuperar la fumarato reductasa. 

15. Un método para la producción de un ácido dicarboxílico, tal como ácido succínico, método que comprende 
fermentar una célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 bajo condiciones 
adecuadas para la producción de ácido succínico y, opcionalmente, recuperar el ácido succínico.  
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