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DESCRIPCION
Transformante, procedimiento de produccion del mismo y procedimiento de produccion de acido dicarboxilico C4
Campo técnico

[0001] La presente solicitud describe un transformante, un procedimiento para fabricar el mismo y un
procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono (acido dicarboxilico C4). Mas
especificamente, la presente solicitud describe un transformante, que se obtiene mediante la incorporaciéon de uno o
mas genes extrafios de uno o mas tipos seleccionados del grupo que consiste en un gen de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (denominada en lo sucesivo PCK), un gen de la piruvato carboxilasa (denominada en lo sucesivo
también PYC) y un gen de la malato deshidrogenasa (denominada en lo sucesivo también MDH) en
Schizosaccharomyces pombe (denominada en lo sucesivo también S. pombe) y en el que algunos de los genes en un
grupo de genes codificantes de la piruvato descarboxilasa (denominada en lo sucesivo, también PDC) y genes de la
enzima malica (denominada en lo sucesivo, también MAE) se han sometido a eliminacion o desactivacion, un
procedimiento para fabricar el transformante y un procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico C4 en el que el
transformante se cultiva en una solucion de cultivo y se obtiene un acido dicarboxilico C4 de la solucion de cultivo.

Antecedentes de la técnica

[0002] El acido malico (HOOCCH(OH)CH2.COOH) es un acido dicarboxilico que consiste en 4 atomos de
carbono (acido dicarboxilico C4). En general, el acido malico se fabrica comercialmente mediante sintesis quimica a
partir de materias primas derivadas del petréleo o mediante fermentacién microbiana a partir de materias primas
renovables.

[0003] Se sabe que muchos microorganismos naturales o genéticos recombinantes son capaces de producir
acido malico como los principales organismos fermentativos. Por ejemplo, como un procedimiento para utilizar
microorganismos de tipo salvaje, se ha descrito un procedimiento para producir acido malico mediante el cultivo de
Aspergillus flavus (documento no relacionado con patentes 1) y Penicillium sclerotiorum (documento no relacionado
con patentes 2).

[0004] Con respecto a un microorganismo cuya capacidad de produccién de acido malico mejora mediante
recombinacion génica, el documento de patente 1 describe que una capacidad de produccion de acido dicarboxilico
C4 mejora mediante la introduccion de un transportador de acido dicarboxilico C4 en bacterias filamentosas tales como
Aspergillus oryzae.

[0005] En el documento de patente 2, el acido malico se produce mediante el uso de un transformante que se
obtiene mediante la eliminacién de un gen PDC de Saccharomyces cerevisiae y la introduccion de un gen PYC o un
gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (denominada en lo sucesivo también PCK), un gen MDH y un gen de la
proteina transportadora de acido malico en la Saccharomyces cerevisiae.

[0006] En el documento no relacionado con patentes 3, el acido malico se produce usando un transformante
que se obtiene eliminando un gen PDC de Saccharomyces cerevisiae e introduciendo un gen PYC, un gen MDH y un
gen de la proteina transportadora de acido malico en la Saccharomyces cerevisiae. En el documento de patente 3, el
acido malico se produce utilizando un transformante que se obtiene eliminando un gen enzimatico PDC, un gen de la
piruvato quinasa (PYK) y un gen de la hexoquinasa (HXK) de Saccharomyces cerevisiae e introduciendo un gen PYC,
un gen MDH, un gen de la proteina transportadora de acido malico y un gen PCK en la Saccharomyces cerevisiae.

[0007] En el documento no relacionado con patentes 4, se fabrica un transformante cuya capacidad de
produccion de acido malico mejora mediante la desactivacion de una pluralidad de enzimas en E. coli que estan
implicadas en vias distintas a una via a través de la cual se produce acido malico a partir de acido pirtvico. El
documento no relacionado con patentes 4 describe que entre una cepa de eliminacién de un gen de la enzima malica
maeB y una cepa de no eliminacion de este, la cepa de no eliminacion del gen maeB tiene una mayor tasa de
produccién de acido malico. El gen maeB de E. coli corresponde a un gen de la enzima malica mae2 de S. pombe.

Lista de referencias
Bibliografia de patentes
[0008]
[Documento de patente 1] Traduccion al japonés publicada n.° 2013-503631 de la publicacion internacional PCT

[Documento de patente 2] Traduccion al japonés publicada n.° 2009-516526 de la publicacion internacional PCT
[Documento de patente 3] Publicacion Internacional PCT n.° WO2009/011974
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Bibliografia no relacionada con patentes

[Documento no relacionado con patentes 1] Battat y col., Biotechnology and Bioengineering, 1991, vol. 37, pags.
1108-1116.

[Documento no relacionado con patentes 2] Wang y col., Bioresource Technology, 2013, vol. 143, pags. 674-677.
[Documento no relacionado con patentes 3] Zelle y col., Applied and Environmental Microbiology, 2008, vol. 74,
pags. 2766-2777.

[Documento no relacionado con patentes 4] Zhang y col., Applied and Environmental Microbiology, 2011, vol. 77,
pags. 427-434.

Resumen de la invencién
Problema técnico

[0010] Todos los transformantes descritos en los documentos de patente 1 a 3 y en los documentos no
relacionados con patentes 3 y 4 tienen una tasa de produccion de acido malico inferior a 1,0 g/(I'h). Por lo tanto, se
desea el desarrollo de un microorganismo que tenga una mayor capacidad de produccion de acido malico.

[0011] Un objeto de la presente invencion es proporcionar un transformante de Schizosaccharomyces pombe,
que puede producir de manera excelente un acido dicarboxilico C4 a través de fermentacion microbiana a partir de
materias primas renovables. También se describe un procedimiento para fabricar el transformante.

[0012] Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para fabricar un acido
dicarboxilico C4 que incluye acido malico mediante el uso del transformante.

Solucién al problema

[0013] Un transformante segun la presente invencion es un transformante que utiliza Schizosaccharomyces
pombe como hospedador y, en el que se incorporan uno o mas genes extrafios de uno o mas tipos seleccionados del
grupo que consiste en un gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y un gen de la piruvato carboxilasa, y en el que
algunos de los genes en un grupo de genes codificantes de la piruvato descarboxilasa del hospedador de
Schizosaccharomyces pombe se han sometido a eliminacion o desactivacion. El gen de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las
SEQ ID NO:94 a 113, un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos obtenida mediante la sustitucion,
adicion o eliminacién de uno o una pluralidad de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos representada por
cualquiera de las SEQ ID NO:94 a 113 y tiene una actividad de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, o un polipéptido que
incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una identidad de secuencia igual o superior al 80 % con una
secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO:94 a 113 y tiene actividad de
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, el gen de la piruvato carboxilasa codifica un polipéptido que incluye una secuencia
de aminoacidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO:1 a 16, un polipéptido que incluye una secuencia de
aminoacidos obtenida mediante la sustitucién, adicion o eliminacién de uno o una pluralidad de aminoacidos en una
secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO:1 a 16 y tiene actividad de piruvato
carboxilasa, o un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una identidad de secuencia de
igual o superior al 80 % con una secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO:1a 16y
tiene actividad de piruvato carboxilasa, y los genes codificantes de la piruvato descarboxilasa que se han sometido a
eliminacion o desactivacion son genes pdc2.

[0014] Es preferible que uno o mas genes extrafios de la malato deshidrogenasa se incorporen adicionalmente
al transformante segun la presente invencion.
[0015] Es preferible que en el transformante, los genes de la malato deshidrogenasa sean genes que codifican

un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO:17 a 21, un
polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos obtenida mediante la sustitucion, adicion o eliminaciéon de uno
o una pluralidad de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO:17
a 21 y tiene actividad de malato deshidrogenasa, o un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que
comparte identidad de secuencia igual o superior al 80 % con una secuencia de aminoacidos representada por
cualquiera de las SEQ ID NO:17 a 21 y tiene actividad de malato deshidrogenasa.

[0016] Es preferible que, en el transformante, los genes de la enzima malica también se hayan sometido a
eliminacion o desactivacion.

[0017] Es preferible que en el transformante se incorporen uno o mas genes extrafos de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa o uno o mas genes extrafios de la piruvato carboxilasa y uno o mas genes extrafios de la malato
deshidrogenasa, y todos los genes pdc2 y el gen de la enzima malica se hayan sometido a eliminacién o desactivacion.
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[0018] En el transformante segun la presente invencion, los genes extrafios se incorporan en un cromosoma
del hospedador.

[0019] Un procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono segun la presente
5 invencion incluye cultivar el transformante en una solucion de cultivo y obtener un acido dicarboxilico que tiene 4
atomos de carbono del transformante cultivado o un sobrenadante de cultivo.

[0020] Es preferible que en el procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono
segun la presente invencioén, el acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono sea acido malico o acido
10 oxaloacético.

[0021] Es preferible que en el procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono
segun la presente invencion, el cultivo continde incluso después de que el pH de la solucion de cultivo sea igual o
inferior a 3,5. La invencion esta definida por las reivindicaciones.

15
Efectos ventajosos de la invencion

[0022] El transformante de Schizosaccharomyces pombe segun la presente invencién puede producir un acido
dicarboxilico C4 que incluye acido malico a una tasa de produccion alta que no se logro en la técnica relacionada.

20
[0023] El transformante se puede obtener de una manera mas simple mediante el procedimiento para fabricar
un transformante.

[0024] El procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico C4 segun la presente invencion hace posible
25 fabricar un acido dicarboxilico C4 con mayor capacidad de produccion mediante fermentacion microbiana.

Breve descripcion de los dibujos

[0025]

30
La figura 1 es una vista que muestra una constitucion de un vector recombinante integrador monodentado pSMh.
La figura 2 es una vista que muestra valores relativos de una cantidad de expresion de PYC de 16 tipos de
transformante en los que se introduce un gen PYC.

La figura 3 es una vista que muestra la actividad de PYC relativa por liquido enzimatico (mU/ml) de 8 tipos de

35 transformante en los que se introduce un gen PYC.

La figura 4 es una vista que muestra valores relativos de una cantidad de expresion de MDH de 5 tipos de
transformante en los que se introduce un gen MDH.

La figura 5 es una vista que muestra la actividad de MDH por liquido enzimatico (mU/ml) de 3 tipos de transformante
en los que se introduce un gen MDH.

40 La figura 6 es una vista que muestra como una concentracion de glucosa (g/l), una concentracion de etanol (g/l) y
una concentracion de acido malico (g/l) de una cepa de tipo salvaje (cepa ARC010) cambian con el tiempo.

La figura 7 es una vista que muestra como una concentracion de glucosa (g/l), una concentracion de etanol (g/l) y
una concentracion de acido malico (g/l) de una cepa ASP4590 (Apdc2) cambian con el tiempo.
La figura 8 es una vista que muestra como una concentracion de glucosa (g/l), una concentracion de etanol (g/l) y

45 una concentracion de acido malico (g/l) de una cepa ASP4491 (Apdc2, +ScePYC, +DacMDH) cambian con el
tiempo.

La figura 9 es una vista que muestra como una concentracion de glucosa (g/l), una concentracion de etanol (g/l) y
una concentracion de acido malico (g/l) de una cepa ASP4964 (Apdc2, Amae2, +ScePYC, +DacMDH) cambian
con el tiempo.

50 La figura 10 es una vista que muestra como una concentracion de glucosa (g/l), una concentracion de etanol (g/l)
y una concentracion de acido malico (g/l) de una cepa ASP4933 (Apdc2, Afum1, +ScePYC, +DacMDH) cambian
con el tiempo.

La figura 11 es una vista de cémo una concentracion de glucosa (g/l) y una concentracion de acido malico (g/l) de
una solucion de cultivo de cada una de una cepa ASP4491 y una cepa ASP4892 cambian con el tiempo.

55 La figura 12 es una vista que muestra valores relativos de una cantidad de expresion de PCK de 20 tipos de
transformante en los que se introduce un gen PCK.

Descripcion de las realizaciones

60 [Gen recombinante]
[0026] El transformante segun lo descrito en esta invencion es un transformante que utiliza
Schizosaccharomyces pombe como hospedador, en el que se incorporan uno o0 mas genes extrafios seleccionados

del grupo que consiste en un gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCK) y un gen de la piruvato carboxilasa
65 (PYC), y en el que algunos de los genes en genes codificantes de la piruvato descarboxilasa del grupo génico del

4
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hospedador de Schizosaccharomyces pombe se han sometido a eliminacion o desactivacion.

[0027] En la presente invencion y la memoria descriptiva de la presente solicitud, un gen extrafio significa un
gen estructural que no es un gen estructural inherente a un hospedador (un gen estructural contenido en un
cromosoma de un hospedador de tipo natural que no ha experimentado transformacion) sino un gen estructural
introducido en un hospedador a través de una operacion de transformacion o similar. Un gen inherente a un
hospedador también se incluye en un gen extrafio de la presente invencion siempre y cuando el gen se introduzca en
el hospedador a través de una operacion de transformacion o similar.

[0028] El acido oxaloaceético es una especie de acido dicarboxilico C4. En S. pombe, el acido oxaloacético es
importante como materia prima para la sintesis de otros acidos dicarboxilicos C4 tales como acido malico. En S. pombe
de tipo salvaje, el acido oxaloacético se sintetiza principalmente a través de una via en la que el acido oxaloacético se
sintetiza directamente a partir del acido fosfoenolpirivico mediante PCK y se sintetiza mediante PYC a través del acido
piravico. Por lo tanto, si se mejoran la actividad de PCK y la actividad de PYC, se podria aumentar una cantidad de
acido oxaloacético producido a partir de S. pombe.

[0029] El acido piravico es importante en la fermentaciéon de etanol. El acido pirdvico se convierte en
acetaldehido por la piruvato descarboxilasa, y a continuacion el acetaldehido se convierte en etanol por la alcohol
deshidrogenasa. Es decir, debido a que el acido pirtvico se utiliza como materia prima de la fermentacion de etanol,
con el fin de aumentar una cantidad de acido oxaloacético producido, no solo es necesario mejorar la actividad de
PCKy PYC, sino también la inhibicién de la fermentacién de etanol.

[0030] En el transformante segun la presente invencion, se incorpora al menos uno de los genes extrafios que
incluyen el gen PCK y el gen PYC. Ademas, en el transformante segun la presente invencion, al menos una de la
actividad de PCK y la actividad de PYC se mejora, algunos o los genes en un grupo de genes codificantes de la
piruvato descarboxilasa se han sometido a eliminacion o desactivacion y se reduce la eficiencia de fermentacion de
etanol.

[0031] Es decir, en el transformante segun la presente invencion, se inhibe la fermentacion de etanol y se
aumenta una cantidad de acido pirGvico utilizable como matriz de PYC. Por lo tanto, el transformante tiene una
excelente capacidad de produccion de acido oxaloacético y una excelente capacidad de produccion de otros acidos
dicarboxilicos C4 sintetizados a partir de acido oxaloacético.

[0032] En S. pombe de tipo salvaje, a través de una via en la que el acido piravico aerdbico se convierte en
acetil CoA, acido citrico, acido succinico y similares, el acido malico se produce a través de la hidratacion del acido
fumarico mediante la fumarato deshidratasa. El acido oxaloacético es producido por la PYC anaerdbica, y el acido
malico se produce a partir del acido oxaloacético por la malato deshidrogenasa (MDH). En el transformante segun la
presente invencion, se aumenta una cantidad de acido oxaloacético producido. Por lo tanto, el transformante también
tiene una excelente capacidad de produccién de acido malico.

[0033] En el transformante segun la presente invencion, al menos un gen PCK o al menos un gen PYC debe
introducirse como un gen extrafio. El nimero de genes PYC a introducir no se limita a 1 y puede ser igual o superior
a 2. Cuantos mas genes extrafos se introduzcan, mayor sera la actividad de PYC del transformante obtenido.

[0034] En un caso en el que se introducen 2 o mas genes PYC, se pueden introducir genes PYC del mismo
tipo o se pueden introducir dos o mas tipos de genes PYC. De manera similar, en el transformante segun la presente
invencion, se puede introducir 1 gen PCK o se pueden introducir 2 o mas genes PCK del mismo tipo o tipos diferentes.

[0035] Para provocar que el transformante segun la presente invencion tenga una capacidad de produccion de
acido malico particularmente alta, es preferible inhibir la descomposicion de acido malico mediante la mejora de la
actividad de MDH.

[0036] Especificamente, es preferible un transformante que se obtiene mediante la incorporacién de al menos
uno de los genes extrafios que incluyen un gen PCK y un gen PYC y uno o mas genes MDH extrafios en S. pombe
como hospedador, y en el que algunos de los genes en un grupo de genes codificantes de la piruvato descarboxilasa
y genes de la enzima malica se han sometido a eliminacion o desactivacion. El transformante mencionado
anteriormente es un transformante en el que se incorporan genes extrafios tales como al menos el gen PCK o el gen
PYC y los genes MDH, y en el que al menos la actividad de PCK o la actividad de PYC y la actividad de MDH se
mejoran, algunos de los genes en un grupo de genes codificantes de la piruvato descarboxilasa se han sometido a
eliminacion o desactivacion, y se reduce la eficiencia de fermentacién de etanol. Es decir, en el transformante, la
fermentacion de acido malico se acelera mientras que la fermentacion de etanol se inhibe. Por lo tanto, el transformante
tiene una excelente capacidad de produccién de acido malico.

[0037] En un caso en el que al menos 1 gen MDH se introduce como un gen extrafio en el transformante seguin
la presente invencion, 1 gen MDH o 2 o mas genes MDH del mismo tipo o tipos diferentes se pueden introducir en el

5
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transformante segun la presente invencion.

[0038] Es preferible que al menos 1 gen PCK, al menos 1 gen PYC y al menos 1 gen MDH se introduzcan
como genes extrafios en el transformante segun la presente invencion. Mediante la incorporaciéon de genes extrafios

tales como el gen PCK, el gen PYC y el gen MDH, la capacidad de produccién de acido malico mejora ain mas.
<S. pombe>
[0039] S. pombe utiizado como hospedador es la levadura (levadura de fision) del género

Schizosaccharomyces y es un microorganismo que tiene una resistencia acida particularmente excelente en
comparacion con otras levaduras. Debido a que S. pombe tiene inherentemente un gen mae1 (transportador de acido
dicarboxilico C4), incluso en un caso en el que se aumenta una cantidad de acido dicarboxilico C4 producido en las
células microbianas, se inhibe que un exceso de acido dicarboxilico C4 afecte el crecimiento o similares de las células
microbianas. Por lo tanto, en comparacion con otras levaduras que no tienen el gen Mae1, tales como Saccharomyces
cerevisiae, S. pombe es adecuado para producir un acido dicarboxilico C4.

[0040] Toda la secuencia de bases de un cromosoma de S. pombe ha sido publicada al aparecer como
"Schizosaccharomyces pombe Gene DB (http://www.genedb.org/genedb/pombe/)" en la base de datos "Gene DB" del
Instituto Sanger. Los datos de secuencia génica de S. pombe descritos en la presente memoria descriptiva se pueden
obtener mediante la busqueda por el nombre del gen o el nombre de la cepa mencionado anteriormente a partir de la
base de datos descrita anteriormente.

<Gen codificante de la piruvato descarboxilasa>

[0041] El grupo de genes codificantes de la piruvato descarboxilasa (genes de la piruvato descarboxilasa,
denominados en lo sucesivo también "genes PDC") en S. pombe consiste en 4 tipos de genes que incluyen un gen
que codifica la piruvato descarboxilasa 1 (denominado en lo sucesivo "gen PDC1"), un gen que codifica la piruvato
descarboxilasa 2 (denominado en lo sucesivo "gen PDC2"), un gen que codifica la piruvato descarboxilasa 3
(denominado en lo sucesivo "gen PDC3") y un gen que codifica de la piruvato descarboxilasa 4 (denominado en lo
sucesivo "gen PDC4"). Entre ellos, el gen PDC2 y el

gen PDC4 son genes PDC que desempefian un papel funcional clave en S. pombe.
[0042] El nombre de la cepa de cada uno de los genes PDC es el siguiente.
Gen PDC1 (pdc1); SPAC13A11. 06
Gen PDC2 (pdc2); SPAC1F8. 07c

Gen PDC3 (pdc3); SPAC186. 09
Gen PDC4 (pdc4); SPAC3G9. 11c

)
)

[0043] Los datos de la secuencia génica de PDC se pueden obtener a través de la busqueda por el nombre del
gen o el nombre de la cepa de la base de datos de genes de S. pombe mencionada anteriormente.

[0044] El transformante segun la presente invencion tiene un cromosoma en el que algunos de los genes en
un grupo de genes codificantes de la piruvato descarboxilasa se han sometido a eliminacién o desactivacion. Debido
a la eliminacién o desactivacion de algunos de los genes en el grupo de genes PDC del transformante, se reduce la
eficiencia de fermentacion de etanol del transformante y disminuye la cantidad de acido pirdvico que se convertira en
etanol. Por lo tanto, se mejora la productividad de un acido dicarboxilico C4 que incluye acido malico. Aqui, si el grupo
de genes PDC se elimina totalmente o se desactiva, la fermentacion de etanol no se realiza en absoluto, y el
crecimiento del transformante se inhibe. En consecuencia, s6lo algunos de los genes en el grupo de genes PDC deben
ser eliminados o desactivados.

[0045] Los genes PDC que se eliminaran o desactivaran son particularmente preferentemente genes PDC2.
Los genes PDC2 son genes PDC que particularmente desempefian un papel funcional clave. Una secuencia de
aminoacidos de PDC2 (SpoPDC2) codificada por los genes PDC2 de S. pombe esta representada por la SEQ ID
NO:22.

[0046] Como se describié anteriormente, si todos los genes PDC se eliminan o desactivan, el transformante no
realiza la fermentacién de etanol y, por lo tanto, se dificulta el crecimiento del transformante. Por lo tanto, la eliminacion
o desactivacion de los genes PDC debe realizarse manteniendo una capacidad de fermentacion de etanol necesaria
para el crecimiento con el fin de obtener una cantidad suficiente de transformante y simultaneamente disminuyendo la
capacidad de fermentacion de etanol con el fin de mejorar la eficiencia de fermentacion de un acido dicarboxilico C4.

[0047] Para eliminar o desactivar los genes PDC como se describié anteriormente, los inventores de la presente
invencion llevaron a cabo una investigacion. Como resultado, descubrieron que si los genes PDC2 se eliminan o
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desactivan, los genes PDC4 se activan en cierta medida, y la capacidad de fermentacion de etanol suficiente para
obtener una cantidad suficiente de transformante y la produccion de un acido dicarboxilico C4 con alta eficiencia de
fermentacion se puede lograr simultaneamente.

<Gen de la enzima malica>

[0048] Un gen codificante de la enzima malica (gen de la enzima malica, denominado en lo sucesivo también
"gen mae") en S. pombe es un gen que codifica la enzima malica 2 (denominado en lo sucesivo "gen mae2"). El
nombre de la cepa del gen mae2 es el siguiente.

Gen mae2 (mae2); SPCC794. 12¢c

[0049] Los datos de la secuencia génica de mae2 se pueden obtener a través de la busqueda por el nombre
del gen o el nombre de la cepa de la base de datos de genes de S. pombe mencionada anteriormente. Una secuencia
de aminoacidos de mae2 (Spomae?2) codificada por el gen mae2 de S. pombe esta representada por la SEQ ID NO:23.

[0050] En la S. pombe. de tipo salvaje, algunos de los acidos malicos producidos se convierten en acido piravico
por mae2. En el transformante segun la presente invencion en el que el gen mae2 se ha sometido a eliminacion o
desactivacion, el acido malico producido en el transformante no se convierte en acido pirdvico y, por lo tanto, la
cantidad de acido malico producido aumenta significativamente.

<Eliminacion o desactivacion del gen>

[0051] La eliminacion o desactivacion de los genes PDC y los genes mae2 se puede realizar mediante un
procedimiento conocido. Por ejemplo, utilizando un procedimiento de Latour (descrito en la revista Nucleic Acids
Research, 2006, vol. 34, p. e11, la publicacién internacional PCT n.° WO2007/063919 y similares), los genes PDC y
similares se pueden eliminar.

[0052] Ademas, a través de la eliminacion, insercién, sustitucion o adicién inducida en una porcién de una
secuencia de bases de los genes PDC vy similares, los genes PDC y similares se pueden desactivar. Solo se puede
inducir una de las mutaciones que incluyen eliminacion, insercion, sustitucion y adicién, o se pueden inducir dos o0 mas
mutaciones entre las anteriores.

[0053] Como procedimiento para introducir la mutacién en una porcién de los genes PDC y similares, se puede
usar un procedimiento conocido.

[0054] Por ejemplo, se puede usar un procedimiento de separacion por mutacion usando un mutageno
(Experimental Method of Yeast Molecular Genetics, 1996, Gakkai Shuppan Center) y un procedimiento de mutacién
aleatoria usando una reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) (la revista PCR Methods Application, vol. 2, pags.
28-33, 1992).

[0055] Los genes PDC que portan la mutacion introducida en una porciéon de los mismos pueden ser genes
que expresan piruvato descarboxilasa tipo mutante sensible a la temperatura. La piruvato descarboxilasa mutante
sensible a la temperatura es una enzima que muestra actividad equivalente a la actividad de la piruvato descarboxilasa
de tipo salvaje a una temperatura de cultivo determinada, pero experimenta la pérdida o el deterioro de la actividad a
una temperatura igual o superior a una temperatura de cultivo especifica.

[0056] Una cepa mutante que expresa la piruvato descarboxilasa de tipo mutante se puede obtener
seleccionandose de cepas cuya tasa de crecimiento es equivalente a la tasa de crecimiento de la levadura de tipo
salvaje en las condiciones en las que la actividad no esta limitada por la temperatura, pero que se reduce en gran
medida en condiciones de temperatura especificas en las que la actividad esta limitada.

[0057] De manera similar, los genes mae2 que portan la mutacion introducida en una porcion de los mismos
pueden ser genes que expresan mae2 de tipo mutante sensible a la temperatura.

[0058] La eliminacién o desactivacion de genes no significa solo la eliminacién o desactivacién de genes
estructurales. No sélo un caso en el que se eliminan genes estructurales, sino también un caso en el que incluso si
una proteina esta codificada por un gen estructural y el gen estructural se expresa, la proteina no es una enzima que
tiene actividad significa que los genes estan desactivados.

[0059] En un caso en el que incluso si un dominio estructural de un gen codifica una enzima que tiene actividad,
una proteina del dominio estructural del gen no se expresa debido a la eliminacién de genes que codifican un dominio
regulador o la mutacion de la secuencia de los genes, significa que los genes se "eliminan o desactivan”. Por lo tanto,
los genes PDC o los genes mae2 que se eliminaran o desactivaran pueden ser uno o ambos de un dominio estructural
y un dominio regulador de los genes PDC o los genes mae2.
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<Gen PYC>

[0060] Los genes PYC introducidos como genes extrafios en el transformante segun la presente invencion
deben ser genes estructurales que puedan expresar una proteina que realiza actividad de PYC en un caso en el que
los genes estructurales se introducen en S. pombe y pueden derivarse de cualquiera de las bioespecies.

[0061] Los ejemplos de PYC codificada por los genes PYC introducidos como genes extrafios incluyen PYC
derivada de Aspergillus niger (AniPYC) (n.° de ac.: CAC19838. 1.) (SEQ ID NO:1), PYC derivada de Brevibacillus
brevis (BbrPYC) (SEQ ID NO:2), PYC derivada de Debaryomyces hansenii (DhaPYC) (n.° de ac.: CAG86153. 2.) (SEQ
ID NO:3), PYC derivada de Kluyveromyces lactis (KlaPYC) (SEQ ID NO:4), PYC derivada delLachancea
thermotolerans (LthPYC) (SEQ ID NO:5), PYC derivada de Loddderomyces elongisporus (LelPYC) (SEQ ID NO:6),
PYC derivada de Saccharomyces cerevisiae (ScePYC) (SEQ ID NO:7), PYC derivada de Candida orthopsilosis
(CorPYC) (n.° de ac.: CCG23801. 1.) (SEQ ID NO:8), PYC derivada de Candida tropicalis (CtrPYC) (n.° de ac.:
EER35520. 1.) (SEQ ID NO:9), PYC derivada de Naumovozyma castellii (NcaPYC) (n.° de ac.: CCC71457. 1.) (SEQ
ID NO:10), PYC derivada de Naumovozyma dairenensis (NdaPYC) (n.° de ac.: CCD26740. 1.) (SEQ ID NO:11), PYC
derivada de Saccharomyces kudriavzevii (SkuPYC) (n.° de ac. : EJT41260. 1.) (SEQ ID NO:12), PYC derivada de S.
pombe (SpoPYC) (n.° de ac. : BAA11239. 1., CAB52809. 1.) (SEQ ID NO:13), PYC derivada de Tetrapisispora blattae
(TbIPYC) (n.° de ac. : CCH58779. 1.) (SEQ ID NO: 14), PYC derivada de Torulaspora delbrueckii (TdePYC) (n.° de ac.
: CCE93722. 1.) (SEQ ID NO: 15), Y PYC derivada de Zygosaccharomyces rouxii (ZroPYC) (n.° de ac. : CAR26934.
1.) (SEQ ID NO:16).

[0062] Los genes PYC pueden ser genes que codifican un polipéptido que incluye una secuencia de
aminoacidos obtenida mediante la sustitucidn, adicion o eliminacién de uno o una pluralidad de aminoacidos en
secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO:1 a 16) de las PYC anteriores y tiene actividad de PYC.

[0063] Los genes PYC pueden ser genes que codifican un polipéptido que incluye una secuencia de
aminoacidos que comparte una identidad de secuencia igual o superior al 80 %, preferentemente igual o superior al
85 %, mas preferentemente igual o superior al 90 %, e incluso mas preferentemente igual o superior al 95 % con las
secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO:1 a 16) de las PYC anteriores y tiene actividad de PYC.

[0064] En la memoria descriptiva de la presente solicitud, "n.° de ac." significa un nimero de acceso de una
base de datos GenBank of National Center for Biotechnology Information (NCBI).

[0065] En la presente invencién y la memoria descriptiva de la presente solicitud, "pluralidad de aminoacidos"
significan de 2 a 20 aminoacidos y son preferentemente de 2 a 10 aminoacidos.

[0066] Los genes PYC introducidos en el transformante segun la presente invenciéon son preferentemente
genes que codifican PYC que es la misma que BbrPYC, KlaPYC, LelPYC, ScePYC, SpoPYC o TbIPYC o tiene una
secuencia de aminoacidos similar a la de las PYC anteriores.

[0067] Especificamente, los genes PYC son preferentemente genes que codifican un polipéptido que incluye
secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO:2, 4 a 7 y 12 a 14, un polipéptido que incluye una
secuencia de aminoacidos obtenida mediante la sustitucion, adicién o eliminacién de uno o una pluralidad de
aminoacidos en secuencias de aminodacidos representadas por las SEQ ID NO:2,4 a 7 y 12 a 14 y tiene actividad de
PYC, o un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una identidad de secuencia igual o
superior al 80 % con secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO:2,4 a 7 y 12 a 14 y tiene actividad
de PYC.

[0068] Los genes PYC son mas preferentemente un polipéptido que esta representado por la SEQ ID NO:7, un
polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos obtenida mediante la sustitucion, adicion o eliminaciéon de uno
o una pluralidad de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 7 y tiene actividad
de PYC, o un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una identidad de secuencia igual
o superior al 80 % con una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO:7 y tiene actividad de PYC. Los
genes PYC son incluso mas preferentemente un polipéptido que esta representado por la SEQ ID NO:7 o un
polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos obtenida mediante la sustitucion, adicion o eliminaciéon de uno
o una pluralidad de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO 7 y tiene actividad
de PYC. <Gen MDH>

[0069] Los genes MDH introducidos como genes extrafios en el transformante segun la presente invencion
deben ser genes estructurales que puedan expresar una proteina que realiza actividad de MDH en un caso en el que
los genes estructurales se introducen en S. pombe y pueden derivarse de cualquier bioespecie.

[0070] Los ejemplos de MDH codificada por los genes MDH introducidos como genes extrafos incluyen MDH
derivada de Archaeoglobus fulgidus (AfuMDH) (SEQ ID NO:17), MDH derivada de Congregibacter litoralis (ClIMDH)
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(SEQ ID NO:18), MDH derivada de Delftia acidovorans (DacMDH) (SEQ ID NO:19), MDH derivada de Halomonas
elongata (HelMDH) (SEQ ID NO:20) y MDH derivada de Shewanella putrefaciens (SpuMDH) (SEQ ID NO:21).

[0071] Los genes MDH pueden ser genes que codifican un polipéptido que incluye una secuencia de
aminoacidos obtenida mediante la sustitucién, adicion o eliminacién de uno o una pluralidad de aminoacidos en
secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO:17 a 21) de las MDH anteriores y tiene actividad de MDH. Ademas, los genes
MDH pueden ser genes que codifican un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una
identidad de secuencia igual o superior al 80 %, preferentemente igual o superior al 85 %, mas preferentemente igual
o superior al 90 %, e incluso mas preferentemente igual o superior al 95 % con secuencias de aminoacidos (SEQ ID
NO:17 a 21) de las MDH anteriores y tiene actividad de MDH.

[0072] Los genes MDH introducidos en el transformante segun la presente invencion son preferentemente
genes que codifican MDH que es la misma que CliMDH, DacMDH o HelMDH o tiene una secuencia de aminoacidos
similar a la de las MDH anteriores.

[0073] Especificamente, los genes MDH son preferentemente genes que codifican un polipéptido que incluye
secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO:18 a 20, un polipéptido que incluye una secuencia de
aminoacidos obtenida mediante la sustitucién, adicion o eliminacién de uno o una pluralidad de aminoacidos en
secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO:18 a 20 y tiene actividad de MDH, o un polipéptido que
incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una identidad de secuencia igual o superior al 80 % con
secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO:18 a 20 y tiene actividad de MDH.

[0074] Los genes de MDH son mas preferentemente genes que codifican un polipéptido representado por la
SEQ ID NO:19, un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos obtenida mediante la sustitucion, adicion o
eliminacion de uno o una pluralidad de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO:19 y tiene actividad de MDH, o un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una
identidad de secuencia igual o superior al 80 % con una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO:19
y tiene actividad de MDH. Los genes de MDH son incluso mas preferentemente un polipéptido representado por la
SEQ ID NO:19 o un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos obtenida mediante la sustitucion, adicion
o eliminacién de uno o una pluralidad de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO:19 y tiene actividad de MDH.

<Genes PCK>

[0075] Los genes PCK introducidos como genes extrafios en el transformante segun la presente invencion
deben ser genes estructurales que pueden expresar una proteina que realiza actividad de PCK en un caso en el que
los genes estructurales se introducen en S. pombe y pueden derivar de cualquier bioespecie.

[0076] Los ejemplos de PCK codificada por los genes PCK introducidos como genes extrafios incluyen PCK
derivada de Candida glabrata (CgIPCK) (n.° de ac. : CAG60017. 1) (SEQ ID NO:94), PCK derivada de Citrobacter
koseri (CkoPCK) (n.° de ac. : KGY18702. 1) (SEQ ID NO:95), PCK derivada de Cronobacter sakazakii (CsaPCK) (n.°
de ac. : EGL73852. 1) (SEQ ID NO:96), PCK derivada de Debaryomyces hansenii (DhaPCK) (n.° de ac. : CAG88379.
1) (SEQ ID NO:97), PCK derivada de Escherichia fergusonii (EfePCK) (n.° de ac. : EGC96802. 1) (SEQ ID NO:98),
PCK derivada de Edwardsiella tarda (EtaPCK) (n.° de ac. : GAC66070. 1) (SEQ ID NO:99), PCK derivada de
Kluyveromyces lactis (KlaPCK) (n.° de ac. : AAC27661. 1) (SEQ ID NO:100), PCK derivada de Lodderomyces
elongisporus (LelPCK) (n.° de ac. : EDK41877. 1) (SEQ ID NO:101), PCK derivada de Pectobacterium carotovorum
(PcaPCK) (n.° de ac. : ACT14911. 1) (SEQ ID NO:102), PCK derivada de Photobacterium leiognathi (PlePCK) (n.° de
ac. : GAA03015. 1) (SEQ ID NO:103), PCK derivada de Providencia rettgeri (PrePCK) (n.° de ac. : EFE52670. 1) (SEQ
ID NO:104), PCK derivada de Saccharomyces cerevisiae (ScePCK) (n.° de ac. : CAA31488. 1) (SEQ ID NO:105), PCK
derivada de Serratia odorifera (SodPCK) (n.° de ac. : EFE97343. 1) (SEQ ID NO:106), PCK derivada de Vibrio orientalis
(VorPCK) (n.° de ac. : EGU52194. 1) (SEQ ID NO:107), PCK derivada de Vanderwaltozyma polyspora (VpoPCK) (n.°
de ac. : EDO17884. 1) (SEQ ID NO:108), PCK derivada de Vibrio tubiashii (VtuPCK) (n.° de ac. : EIF04922. 1) (SEQ
ID NO:109), PCK derivada de Yersinia bercovieri (YbePCK) (n.° de ac. : EEQ07887. 1) (SEQ ID NO:110), PCK derivada
de Yarrowia lipolytica (YliPCK) (n.° de ac. : CAG82248. 1) (SEQ ID NO:111), PCK derivada de Yersinia rohdei
(YroPCK) (n.° de ac. : AJJ11585. 1) (SEQ ID NO:112), y PCK derivada de Zygosaccharomyces rouxii (ZroPCK) (n.°
de ac. : CAR26716. 1) (SEQ ID NO:113).

[0077] Los genes de PCK pueden ser genes que codifican un polipéptido que incluye una secuencia de
aminoacidos obtenida mediante la sustitucidn, adicion o eliminacién de uno o una pluralidad de aminoacidos en
secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO:94 a 113) de las PCK anteriores y tiene actividad de PCK. Ademas, los genes
PCK pueden ser genes que codifican un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una
identidad de secuencia igual o superior al 80 %, preferentemente igual o superior al 85 %, mas preferentemente igual
o superior al 90 % e incluso mas preferentemente igual o superior al 95 % con secuencias de aminoacidos (SEQ ID
NO:94 a 113) de las PCK anteriores y tiene actividad de PCK.
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[0078] Dado que PCK, PYC y MDH tienen alta actividad, se conocen la PCK derivada de Escherichia coli
(EcoPCK) (n.° de ac.: AAA58200. 1) (SEQ ID NO:154), la PYC derivada de Gallus gallus (GgIPYC) (n.° de ac.:
AAM92771. 1.) (SEQ ID NO:155), y la MDH derivada de Escherichia coli (EcoMDH) (n.° de ac.: AAA58038. 1) (SEQ
ID NO:156).

[Fabricacion del transformante]

[0079] El transformante segun la presente invencion se obtiene mediante el uso de S. pombe, en el que algunos
de los genes en un grupo de genes PDC se han sometido a eliminacion o desactivacion, como hospedador e
introduciendo al menos uno de los genes extrafios que incluyen un gen PCK y un gen PYC en el hospedador mediante
un procedimiento de ingenieria genética. Ademas, el transformante segun la presente invencion también se puede
obtener mediante la eliminacion o desactivacién de algunos de los genes en un grupo de genes PDC de un
transformante que se obtiene mediante la introduccion de al menos uno de los genes extrafios que incluyen un gen
PCK 'y un gen PYC en S. pombe utilizado como hospedador mediante un procedimiento de ingenieria genética.

[0080] El transformante segun la presente invencion en el que se introducen genes MDH extrafios y en el que
los genes mae2 se han sometido a eliminacion o similares puede obtenerse mediante el uso de S. pombe, en el que
algunos de los genes en un grupo de genes PDC se han sometido a eliminacion o desactivacion, como hospedador,
introduciendo al menos uno de los genes extrafios que incluyen un gen PCK y un gen PYC y al menos un gen MDH
extrafio en el hospedador mediante un procedimiento de ingenieria genética, y eliminando o desactivando un gen
mae2 del hospedador.

[0081] Ademas, S. pombe en el que algunos de los genes en un grupo de genes PDC se han sometido a
eliminacion o desactivacion puede utilizarse como hospedador, un gen mae2 del hospedador puede eliminarse o
desactivarse y a continuacion al menos uno de los genes extrafios que incluyen un gen PCK y un gen PYC y al menos
un gen MDH extrafio puede incorporarse al hospedador mediante un procedimiento de ingenieria genética.

[0082] Ademas, el transformante segun la presente invencion también se puede obtener mediante la
eliminacion o desactivacion de algunos de los genes en un grupo de genes PDC y un gen mae2 de un transformante
que se obtiene mediante la introduccion de al menos uno de los genes extrafios que incluyen un gen PCK y un gen
PYC y al menos un gen MDH extrafio en S. pombe utilizado como hospedador mediante un procedimiento de
ingenieria genética. En un caso en el que se introduce una pluralidad de genes extrafios, todos los genes extrafios
pueden introducirse en el hospedador al mismo tiempo o introducirse secuencialmente en el hospedador (en orden
aleatorio).

[0083] El procedimiento para fabricar el transformante se describira en funcidon, por ejemplo, de un
procedimiento de uso de S. pombe, en el que algunos de los genes en un grupo de genes PDC se han sometido a
eliminacion o desactivacion, como hospedador, introduciendo un gen PYC y un gen MDH en el hospedador, y a
continuacion eliminando o desactivando un gen mae2.

<Hospedador>

[0084] La S. pombe utilizada como hospedador puede ser un tipo salvaje o un tipo mutante en el que genes
especificos se han sometido a eliminacién o desactivacion segun la finalidad. Como un procedimiento para eliminar o
desactivar los genes especificos, se puede usar un procedimiento conocido. Especificamente, mediante el uso del
procedimiento de Latour descrito anteriormente, los genes se pueden eliminar.

[0085] Ademas, mediante un procedimiento de separacion por mutacién que utiliza un mutageno (Experimental
Method of Yeast Molecular Genetics, 1996, Gakkai Shuppan Center), un procedimiento de mutacion aleatoria que
utiliza RCP (la revista PCR Methods Application, vol. 2, pags. 28-33, 1992) y similares, se introduce una mutacién en
algunos de los genes, desactivando asi los genes. El hospedador de levadura del género Schizosaccharomyces en el
que se han eliminado o desactivado genes especificos se describe, por ejemplo, en la publicacion internacional PCT
n.° W0O2002/101038 y la publicacion internacional PCT n.° W0O2007/015470.

[0086] La porcion en la que se realiza la eliminacion o desactivacion de genes especificos puede ser una
porcion de marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) o una porcidon de secuencia reguladora de
expresion. Es particularmente preferible utilizar un procedimiento de eliminacion o desactivaciéon mediante un
procedimiento de recombinacion homologa mediado por RCP (la revista Yeast, vol. 14, pags. 943-951, 1998) en el
que una porcion de ORF de un gen estructural se sustituye con un gen marcador.

[0087] Un mutante en el que los genes PDC se han sometido a eliminacion o desactivacion puede usarse
preferentemente como hospedador para fabricar el transformante segun la presente invenciéon. Ademas, la S. pombe,
en la que los genes PDC y genes especificos distintos de los genes PDC se han sometido a eliminacién o
desactivacion, también puede usarse como hospedador. Mediante la eliminacion o desactivacion de un gen de
proteasa y similares, se puede mejorar la eficiencia de expresion de proteinas heterdlogas, y si el hospedador obtenido
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de esta manera se utiliza como hospedador en la presente invencion, se podria mejorar la eficiencia de produccién de
un acido dicarboxilico C4 tal como acido malico.

[0088] Como S. pombese utiliza como hospedador, es preferible usar aquellos que tienen un marcador para
seleccionar un transformante. Por ejemplo, es preferible usar un hospedador que esencialmente requiere un
componente nutricional especifico para el crecimiento debido a la falta de determinados genes. En un caso en el que
un transformante se prepara mediante transformacion usando un vector que incluye una secuencia génica diana, si el
gen faltante (marcador auxotréfico complementario) se incorpora de antemano en el vector, la auxotrofia del
hospedador desaparece en el transformante. Por la diferencia de auxotrofia entre el hospedador y el transformante,
es posible hacer una diferenciacion entre un hospedador y un transformante y obtener un transformante.

[0089] Por ejemplo, mediante el uso de S. pombe, que se convierte en uracilo auxotréfico debido a la
eliminacion o desactivacion de un gen de orotidina fosfato descarboxilasa (gen ura4), como hospedador, realizando la
transformacion utilizando un vector que tiene un gen ura4 (marcador auxotréfico complementario), y a continuacion
seleccionando un transformante en el que ha desaparecido la auxotrofia de uracilo, se puede obtener un transformante
en el que se incorpora el vector. El gen faltante que hace auxotréfico al hospedador no se limita al gen ura4 siempre
y cuando el gen se pueda usar para seleccionar un transformante, y puede ser un gen de isopropilmalato
deshidrogenasa (gen leu1) o similar.

[0090] Ademas, la S. pombe en la que un grupo de genes PDC no se han sometido a eliminacion o
desactivacion se puede utilizar como hospedador para la fabricacién de un transformante. En este caso, como
hospedador, es posible utilizar un hospedador en el que el gen mencionado anteriormente (un marcador auxotrofico,
un gen de proteasa o similares) distinto de los genes PDC se ha sometido a eliminaciéon o desactivacion. Al fabricar
un transformante mediante el uso del hospedador y a continuacion eliminar o desactivar algunos de los genes en un
grupo de genes PDC del transformante obtenido, se puede obtener el transformante segun la presente invencion.

<Procedimiento de introduccién de genes extrafios>

[0091] Como un procedimiento para introducir genes extrafios en un hospedador mediante un procedimiento
de ingenieria genética, se puede usar un procedimiento conocido. Como un procedimiento en el que se utiliza S.
pombe como hospedador y se introducen genes estructurales de proteinas heterélogas en el hospedador, por ejemplo,
es posible utilizar los procedimientos descritos en la solicitud de patente japonesa no examinada, primera publicacion
n .° H05-15380, la publicacion internacional PCT n.° W0O95/09914, la solicitud de patente japonesa no examinada,
primera publicacién n.° H10-234375, la solicitud de patente japonesa no examinada, primera Publicacion n.° 2000-
262284, la solicitud de patente japonesa no examinada, primera Publicacion n.° 2005-198612, la publicacion
internacional PCT n.° W0O2011/021629, y similares.

<Casete de expresion>

[0092] Un casete de expresion es una combinacién de ADN necesaria para expresar una proteina diana e
incluye un gen estructural que codifica la proteina diana y un promotor y un terminador que funcionan en un
hospedador. Un casete de expresion utilizado para fabricar el transformante segun la presente invencion incluye al
menos un gen PYC o un gen MDH, asi como un promotor y un terminador que funcionan en S. pombe.

[0093] El casete de expresion puede incluir uno o mas dominios entre un dominio no traducido 5'y un dominio
no traducido 3'. Ademas, el casete puede incluir el marcador auxotréfico complementario mencionado anteriormente.
Una pluralidad de genes extrafios puede estar presente en un casete de expresion simple. El nimero de genes
extrafios en un casete de expresion simple es preferentemente de 1 a 8, y mas preferentemente de 1 a 5.

[0094] En un caso en el que se incluye una pluralidad de genes extrafios en un casete de expresion simple, el
casete puede incluir dos o mas tipos de genes extrafios. Como casete de expresion, es preferible un casete de
expresion que incluye uno o una pluralidad de genes PYC y genes MDH, un promotor, un terminador, un dominio &'
no traducido, un dominio 3' no traducido y un marcador auxotréfico complementario.

[0095] En la fabricacion del transformante segun la presente invencion, los genes PYC y los genes MDH se
pueden introducir en el hospedador mediante casetes de expresion diferentes o mediante un casete de expresion
simple. Como el casete de expresion que incluye los genes PYC y los genes MDH, por ejemplo, es preferible un casete
de expresion que incluye un promotor, genes PYC, una secuencia de escisién, un marcador auxotréfico
complementario (por ejemplo, un gen Ura4), genes MDH y un terminador desde el lado terminal 5'.

[0096] Como secuencia génica de los genes PYC o los genes MDH incluidos en el casete de expresion, se
puede usar un gen codificado por un tipo salvaje tal como esta. Para aumentar la cantidad de expresion en S. pombe
utilizada como hospedador, la secuencia génica del tipo salvaje puede modificarse en un codon utilizado a alta
frecuencia en S. pombe.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 811926 T3

[0097] El promotor y el terminador que funciona en S. pombe deben ser capaces de funcionar en un
transformante y mantener la expresién de una proteina codificada por genes extrafos, incluso si se crea una condicion
acida (pH igual o inferior a 6) debido a la acumulacién de un acido dicarboxilico C4 por el transformante segun la
presente invencion. Como el promotor que funciona en S. pombe, es posible utilizar un promotor (preferentemente un
promotor que tiene actividad de inicio de transcripcion elevada) inherente a S. pombe o un promotor (tal como un
promotor derivado de un virus) que no es inherente a S. pombe. En esta invencion, dos o mas tipos de promotor
pueden estar presentes en un vector.

[0098] Los ejemplos del promotor inherente a S. pombe incluyen un promotor génico de la alcohol
deshidrogenasa, un promotor génico nmt1 involucrado en el metabolismo de la tiamina, el promotor génico de la
fructosa-1,6-bisfosfatasa involucrada en el metabolismo de la glucosa, un promotor génico de la invertasa involucrada
en la represion por catabolitos (véase la publicacién internacional PCT n.° W099/23223), un promotor génico de la
proteina de choque térmico (véase la publicacion internacional PCT n.°. WO2007/26617) y similares.

[0099] Los ejemplos del promotor que no es inherente a S. pombe incluyen promotores derivados de virus de
células animales, descritos en la solicitud de patente japonesa no examinada, primera publicaciéon n .° H05-15380, la
solicitud de patente japonesa no examinada, primera publicacion n.° H07-163373, y la solicitud de patente japonesa
no examinada, primera publicacién n.° H10-234375. Como tales promotores, son preferibles un promotor de hCMV y
un promotor de SV40.

[0100] Como el terminador que funciona en S. pombe, es posible utilizar un terminador inherente a S. pombe
o un terminador que no es inherente a S. pombe. En esta invencién, dos o mas tipos de terminador pueden estar
presentes en un vector.

[0101] Los ejemplos del terminador incluyen terminadores derivados de seres humanos, descritos en la
solicitud de patente japonesa no examinada, primera publicacion n.° H05-15380, la solicitud de patente japonesa no
examinada, primera publicacién n.° H07-163373, y la solicitud de patente japonesa no examinada, primera publicacion
n.° H10-234375. Como tales terminadores, es preferible un terminador de lipocortina | humana.

<Vector>

[0102] El transformante descrito en esta invencion tiene un casete de expresion, que incluye genes extrafnos,
en un cromosoma o tiene un casete de expresion como un gen extracromosoémico. Tener el casete de expresion en
un cromosoma significa un estado en el que el casete de expresion se incorpora en uno o mas sitios en un cromosoma
de la célula hospedadora. Tener el casete de expresion como un gen extracromosomico significa un estado en el que
el transformante tiene un plasmido que incluye el casete de expresion en una célula. El transformante que tiene cada
casete de expresion se obtiene transformando S. pombe como hospedador mediante el uso de un vector que incluye
cada casete de expresion.

[0103] El vector se puede fabricar mediante la incorporacién del casete de expresién en un vector que tiene
una estructura de ADN ciclico o una estructura de ADN lineal. En un caso en el que se prepara un transformante en
el que se retiene el casete de expresion como un gen extracromosémico en una célula hospedadora, el vector es
preferentemente un plasmido que incluye una secuencia que se replica en la célula hospedadora, es decir, una
secuencia de replicacion autébnoma (ARS, por sus siglas en inglés).

[0104] Por el contrario, en un caso en el que se prepara un transformante en el que se incorpora el casete de
expresion en un cromosoma de una célula hospedadora, el vector es preferentemente un vector que tiene una
estructura de ADN lineal, no tiene ARS y se introduce en la célula hospedadora. Por ejemplo, el vector puede ser un
vector que consiste en ADN lineal o un vector que tiene una estructura de ADN ciclico que tiene una secuencia de
reconocimiento de enzimas de restriccion para cortar y abrir el vector en ADN lineal cuando se introduce en el
hospedador. En un caso en el que el vector es un plasmido que tiene ARS, se puede establecer una estructura de
ADN lineal mediante la eliminacién de la porciéon de ARS o mediante la desactivacion de la funcion de ARS mediante
la escision de la porcion de ARS, y a continuacion el vector se puede introducir en un hospedador.

[0105] El vector preferentemente tiene un marcador para seleccionar un transformante. Los ejemplos del
marcador incluyen un gen ura4 (marcador auxotréfico complementario) y un gen de la isopropilmalato deshidrogenasa
(gen leut).

[0106] Cada gen extrafio se introduce preferentemente en un cromosoma de S. pombe. Mediante la
introduccion del gen extrafio en el cromosoma, se obtiene un transformante que se mantiene excelentemente estable
en un pasaje. Ademas, se puede introducir una pluralidad de genes extrafios en el cromosoma. En el transformante
segun la presente invencion, el numero de genes PYC incorporados en un cromosoma es preferentemente de 1 a 20
y particularmente preferentemente de 1 a 8. Ademas, el nimero de genes MDH incorporados en un cromosoma del
transformante es preferentemente de 1 a 20 y particularmente preferentemente de 1 a 8.
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[0107] Como procedimiento para introducir genes extrafios en un cromosoma, se puede usar un procedimiento
conocido. Por ejemplo, mediante el procedimiento descrito en la solicitud de patente japonesa no examinada, primera
publicacion n.° 2000-262284, se puede introducir una pluralidad de genes extrafios en un cromosoma. Por el mismo
procedimiento, se puede introducir un tnico gen extrafio en un cromosoma. Ademas, como se describira mas adelante,
uno o una pluralidad de genes extrafios se pueden introducir en una pluralidad de sitios de un cromosoma.

[0108] Como un procedimiento para introducir genes extrafios en un cromosoma de S. pombe, es preferible un
procedimiento en el que los genes extrafios se introducen mediante un procedimiento de recombinacion homaéloga
mediante el uso de un vector que tiene un casete de expresidon, que tiene los genes extrafios, y un sitio de
recombinacion.

[0109] El sitio de recombinacién de un vector es un sitio que tiene una secuencia de bases que puede causar
recombinacion homdloga con un sitio diana de recombinacién homdloga en un cromosoma de S. pombe. El sitio diana
es un sitio en el que se incorpora un casete de expresién en un cromosoma de S. pombe. El sitio diana se puede
establecer libremente mediante el disefio de la secuencia de bases del sitio de recombinacién del vector de modo que
el sitio de recombinacién pueda causar recombinacion homaloga con el sitio diana.

[0110] La secuencia de bases del sitio de recombinaciéon y la secuencia de bases del sitio diana deben
compartir identidad igual o superior al 70 %. Ademas, en vista de facilitar la aparicién de la recombinacion homaéloga,
la identidad compartida entre la secuencia de bases del sitio de recombinacién y la secuencia de bases del sitio diana
es preferentemente igual o superior al 90 %, y mas preferentemente igual o superior al 95 %. Mediante el uso del
vector que tiene el sitio de recombinacién descrito anteriormente, se puede incorporar un casete de expresion en el
sitio diana mediante recombinacién homdloga.

[0111] La longitud (numero de bases) del sitio de recombinacién es preferentemente de 20 pb a 2.000 pb. Sila
longitud del sitio de recombinacién es igual o superior a 20 pb, se produce facilmente una recombinacién homaloga.
Si la longitud del sitio de recombinacion es igual o inferior a 2.000 pb, es facil evitar un caso en el que el vector se
hace demasiado largo y, por lo tanto, la recombinacién homologa no se produce facilmente. La longitud del sitio de
recombinacion es mas preferentemente igual o superior a 100 pb, e incluso mas preferentemente igual o superior a
200 pb. Ademas, la longitud del sitio de recombinacion es mas preferentemente igual o inferior a 800 pb, e incluso
mas preferentemente igual o inferior a 400 pb.

[0112] El vector puede tener otros dominios de ADN ademas del casete de expresion y el sitio de recombinacion
mencionados anteriormente. Los ejemplos de los dominios de ADN incluyen un dominio de inicio de replicacion
llamado "ori" que es necesario para la replicacion en E. coli y un gen de resistencia a antibiéticos (un gen de resistencia
a neomicina o similares). Estos son genes generalmente necesarios en un caso en el que un vector se construye
usando E. coli. En este caso, es preferible que el dominio de inicio de replicacién se elimine cuando el vector se
incorpora en un cromosoma de un hospedador como se describira mas adelante.

[0113] En un caso en el que los genes extrafios se incorporan en un cromosoma, el vector preferentemente
tiene una estructura de ADN lineal cuando se introduce en una célula de S. pombe. Es decir, en un caso en el que el
vector tiene una estructura de ADN ciclico tal como ADN de plasmido que se usa generalmente, es preferible que el
vector se introduzca en la célula de S. pombe después de ser cortado y abierto para volverse lineal por una enzima
de restriccion.

[0114] En este caso, una posicion en la que el vector que tiene una estructura de ADN ciclico se corta y abre
se encuentra en el sitio de recombinaciéon. Como resultado, en cada uno de los dos extremos del vector cortado y
abierto, el sitio de recombinacién esta parcialmente presente, y a través de la recombinacién homologa, la totalidad
del vector se incorpora en un sitio diana de un cromosoma.

[0115] Siempre que se pueda establecer una estructura lineal de ADN para el vector de manera que una porcion
del sitio de recombinacion esté presente en cada uno de sus dos extremos, el vector se puede construir mediante un
procedimiento distinto al procedimiento de cortar y abrir el vector que tiene una estructura ciclica de ADN.

[0116] Como vector, por ejemplo, los plasmidos derivados de E. coli, tales como pBR 322, pBR 325, pUC 118,
pUC 119, pUC 18 y pUC 19, se pueden usar adecuadamente.

[0117] En este caso, es preferible que un dominio de inicio de replicaciéon llamado "ori" necesario para la
replicaciéon en E.coli se elimine del vector plasmido utilizado en el momento de la recombinacién homdloga. De esta
manera, cuando el vector anteriormente mencionado se incorpora en un cromosoma, se puede mejorar la eficiencia
de incorporacion.

[0118] Un procedimiento para construir un vector, del cual se ha eliminado el dominio de inicio de replicacién,

no esta particularmente limitado, pero es preferible utilizar el procedimiento descrito en la solicitud de patente japonesa
no examinada, primera publicacion n .° 2000-262284. Es decir, es preferible usar un procedimiento para construir de
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antemano un vector precursor en el que se inserta un dominio de inicio de replicaciéon en un sitio de escision en un
sitio de recombinacion de modo que el vector tenga la estructura de ADN lineal descrita anteriormente y se corte el
dominio de inicio de replicacion. Mediante este procedimiento, se puede obtener faciimente un vector del cual se ha
eliminado un dominio de inicio de replicacion.

[0119] Ademas, también es preferible utilizar un procedimiento en el que se construye un vector precursor que
tiene un casete de expresion y un sitio de recombinacion mediante el uso del vector de expresion descrito en la solicitud
de patente japonesa no examinada, primera publicacion n.° H05-15380, la solicitud de patente japonesa no examinada,
primera publicacion n.° H07-163373, la publicacion internacional PCT n.° WQ096/23890, la solicitud de patente
japonesa no examinada, primera publicacion n.° H10-234375, y similares o usando el procedimiento de construccion
de los mismos, y un dominio de inicio de replicacion se elimina del vector precursor mediante un procedimiento de
ingenieria genética general para obtener un vector utilizado para la recombinacién homologa.

<Sitio diana>

[0120] El sitio diana en el que se incorpora el vector puede estar presente solo en un sitio o dos 0 mas sitios
en un cromosoma de S. pombe. En un caso en el que dos o mas sitios diana estan presentes, el vector se incorpora
en dos o mas sitios de un cromosoma de S. pombe. En un caso en el que se incluye una pluralidad de genes extrafios
en un casete de expresion simple, la pluralidad de genes extrafios se puede incorporar en un sitio diana.

[0121] Ademas, mediante el uso de dos o mas tipos de vector que tienen un sitio de recombinacion
correspondiente a cada uno de los sitios diana, el casete de expresion puede incorporarse en dos o mas tipos de sitio
diana. Mediante este procedimiento, se puede incorporar una pluralidad de genes extrafios en un cromosoma de S.
pombe. Como resultado, se puede aumentar una cantidad de expresion de PYC o MDH codificada por los genes
extrafios y se puede mejorar la productividad de un acido dicarboxilico C4.

[0122] Por ejemplo, mediante la incorporacién de un casete de expresion que incluye un gen PYC en un vector
que tiene un primer sitio diana, la incorporacion de un casete de expresion que incluye un gen MDH en un vector que
tiene un segundo sitio diana, la realizacion de la transformacién mediante el uso de los vectores y S. pombe, en la que
algunos de los genes en un grupo de genes PDC se han sometido a eliminacion o desactivacion, como hospedador,
y a continuacion la eliminacion o desactivacion de genes mae2 del transformante obtenido, se obtiene el transformante
descrito en esta invencion.

[0123] En un caso en el que un casete de expresion se incorpora en un sitio diana, por ejemplo, es posible
utilizar el sitio diana que se muestra en el procedimiento descrito en la solicitud de patente japonesa no examinada,
primera publicacion n.° 2000-262284. Mediante el uso de dos o mas tipos de vector que tienen diferentes sitios de
incorporacion, los vectores se pueden incorporar en diferentes sitios diana, respectivamente. Sin embargo, el
procedimiento anterior es complicado para incorporar vectores en dos o mas sitios de un cromosoma.

[0124] Siempre que una pluralidad de porciones, que esta presente en un cromosoma y tiene secuencias de
bases sustancialmente iguales entre si, se pueden utilizar como sitios diana, y un vector se puede incorporar en cada
uno de la pluralidad de sitios diana, el vector se puede incorporar en dos 0 mas sitios en el cromosoma mediante el
uso de un tipo de vector.

[0125] Las secuencias de bases sustancialmente iguales entre si significan que las secuencias comparten una
identidad igual o superior al 90 %. La identidad compartida entre los sitios diana es preferentemente igual o superior
al 95 %. La longitud de cada una de las secuencias de bases sustancialmente iguales entre si es una longitud que
incluye el sitio de recombinacion del vector mencionado anteriormente, que es preferentemente igual o mayor que
1.000 pb.

[0126] En un caso en el que los genes extrafios se incorporan en una pluralidad de sitios diana en un estado
disperso, incluso si se incorpora el mismo nimero de genes extrafos en los sitios diana, un fenédmeno en el que los
genes extrafios se separan todos a la vez de un cromosoma cuando el transformante crece se produce menos que en
un caso en el que una pluralidad de genes extrafios se incorpora en un unico sitio diana. Por lo tanto, el transformante
se mantiene de forma mas estable en el pasaje.

[0127] Como la pluralidad de sitios diana presentes en un cromosoma, es preferible un gen de transposon Tf2.
Tf2 es un gen de transposon presente en un total de 13 sitios en cada cromosoma de triple cadena (monoploide) de
S. pombe. Se sabe que la longitud (nUmero de bases) de este es de aproximadamente 4.900 pb, y se sabe que la
identidad de secuencia de base compartida entre sus genes es de 99,7 % (véanse los siguientes documentos).

[0128] Nathan J. Bowen y col, "Retrotransposons and Their Recognition of pol Il Promoters: A Comprehensive

Survey of the Transposable Elements from the Complete Genome Sequence of Schizosaccharomyces pombe",
Genome Res. 2003 13: 1984-1997
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[0129] Es posible incorporar un vector en solo uno de los Tf2 presentes en 13 sitios en un cromosoma. En este
caso, mediante la incorporacién de un vector que tiene dos 0 mas genes extranos, se puede obtener un transformante
que tiene dos o mas genes extrafios. Ademas, mediante la incorporacion de un vector en dos o mas Tf2, se puede
obtener un transformante que tiene dos o mas genes extrafios. En este caso, al incorporar el vector que tiene dos o
mas genes extranos, se puede obtener un transformante que tiene mas genes extrafios. Si se incorpora un vector en
todos los 13 Tf2, se puede imponer demasiada carga sobre la supervivencia o el crecimiento del transformante. Por
lo tanto, el vector se incorpora preferentemente en 8 o menos de los 13 Tf2, y mas preferentemente se incorpora en 5
0 menos Tf2.

<Procedimiento de transformacion>

[0130] Como procedimiento de transformaciéon, se puede usar cualquiera de los procedimientos de
transformacion conocidos. Los ejemplos del procedimiento de transformacion incluyen los procedimientos conocidos
en la técnica relacionada, tales como un procedimiento de acetato de litio, un procedimiento de electroporacion, un
procedimiento de esferoplasto y un procedimiento de perla de vidrio, y el procedimiento descrito en la solicitud de
patente japonesa no examinada, primera publicacion n .° 2005-198612. Ademas, se pueden usar kits de
transformacion de levadura disponibles en el mercado.

[0131] Como procedimiento para transformar el hospedador S. pombe mediante un procedimiento de
recombinaciéon homologa, se puede usar un procedimiento de recombinacién homodloga conocido. Como
procedimiento de transformacion en el momento de fabricar el transformante segun la presente invencion, es preferible
un procedimiento donde S. pombe en la que algunos de los genes en un grupo de genes PDC descritos anteriormente
se han sometido a eliminacion o desactivacion se utiliza como hospedador, y un casete de expresién se incorpora en
un cromosoma de S. pombe a través de recombinacion homoéloga mediante el uso del vector descrito anteriormente.

[0132] En el momento de la fabricacion del transformante, generalmente, después de realizar la recombinacion
homologa, se selecciona el transformante obtenido. Como procedimiento de seleccion, por ejemplo, se puede usar el
siguiente procedimiento. Mediante el uso de un medio que permite seleccionar transformantes mediante el uso del
marcador auxotrofico mencionado anteriormente, se lleva a cabo el cribado, seleccionando asi una pluralidad de
transformantes de la colonia obtenida.

[0133] A continuacién, cada uno de los transformantes se somete individualmente a cultivo liquido.
Posteriormente, se investiga una cantidad de expresion de una proteina heteréloga en cada solucién de cultivo y se
seleccionan transformantes que muestran una mayor cantidad de expresion de la proteina heterdloga. A través de un
procedimiento de electroforesis en gel de campo de pulso, se realiza un analisis gendmico en los transformantes
seleccionados y, de esta manera, se investiga el nimero de vectores o casetes de expresion incorporados en un
cromosoma.

[0134] El nimero de vectores incorporados en un cromosoma se puede ajustar en cierta medida mediante el
ajuste de las condiciones de incorporacion o similares. Se considera que la eficiencia de incorporacion o el nimero de
vectores incorporados pueden variar con el tamafio (nimero de bases) o la estructura del vector.

[0135] El transformante segun la presente invencion tiene una capacidad de produccion de acido malico que
es mejor que nunca. Una tasa de produccion de acido malico del transformante es preferentemente igual o superior a
2,0 g/(-h), mas preferentemente igual o superior a 5,0 g/(I-h), incluso mas preferentemente igual o superior a 10 g/(I-h),
y particularmente preferentemente de 15 g/(I-h) a 30 g/(I-h).

[Procedimiento de fabricacion de acido dicarboxilico C4]

[0136] Un procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico C4 segun la presente invencion incluye cultivar el
transformante segun la presente invencion en una solucion de cultivo y obtener un acido dicarboxilico C4 de la solucion
de cultivo.

[0137] Mediante el cultivo del transformante segun la presente invencion en una solucion de cultivo que
contiene azulcar, se produce acido oxaloacético a partir del acido pirdvico obtenido a partir del aztcar mediante un
sistema glicolitico con la ayuda de PYC o se produce a partir del acido fosfoenolpirivico con la ayuda de PCK. A partir
del acido oxaloacético producido, se produce acido malico con la ayuda de MDH, y a partir del acido malico producido,
también se producen otros acidos dicarboxilicos C4.

[0138] Aunque los acidos dicarboxilicos C4, incluido el acido malico producido, se acumulan en la célula
microbiana, algunos de ellos se liberan a un sobrenadante de cultivo debido a Mae1 (transportador de acido
dicarboxilico C4). Al obtener acidos dicarboxilicos C4 del transformante cultivado o el sobrenadante de cultivo, es
posible fabricar acidos dicarboxilicos C4. Los ejemplos de acidos dicarboxilicos C4 fabricados a partir del
transformante incluyen acido oxaloacético, acido malico, acido fumarico, acido succinico y similares, y entre estos, es
preferible el acido oxaloacético o el acido malico.
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[0139] Como la solucién de cultivo utilizada para fabricar un acido dicarboxilico C4, se puede usar un medio de
cultivo conocido que contiene azlcar para levadura. Ademas, el medio de cultivo debe contener una fuente de
nitrégeno, sales inorganicas y similares que S. pombe puede utilizar y debe permitir que S. pombe se cultive
eficientemente. Como soluciéon de cultivo, se puede usar un medio natural o un medio sintético.

[0140] Los ejemplos del azicar como fuente de carbono incluyen azlcares tales como glucosa, fructosa,
sacarosa y maltosa. Los ejemplos de la fuente de nitrdgeno incluyen amoniaco, una sal de amonio de un acido
inorganico u organico, tal como cloruro de amonio o acetato de amonio, peptona, casaminoacido, extracto de levadura
y similares. Los ejemplos de sales inorganicas incluyen fosfato de magnesio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio y
similares. También es posible afadir adicionalmente un factor de aceleracion de la fermentacion tal como proteolipido.

[0141] En el procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico C4 segun la presente invencion, es preferible
usar una solucion de cultivo que contenga particularmente glucosa o sacarosa como azucar. Una concentracion de
glucosa o sacarosa en la solucion de cultivo (100 % en masa) en la etapa inicial del cultivo es preferentemente igual
o superior al 1 % en masa, mas preferentemente del 1 % en masa al 50 % en masa, e incluso mas preferentemente
del 2 % en masa al 16 % en masa. Después de que la concentracion de glucosa o la concentracion de sacarosa se
reduce debido al cultivo, es preferible continuar el cultivo afiadiendo glucosa segun sea necesario. En la etapa final
del cultivo, la concentracion de glucosa o similares puede llegar a ser igual o inferior al 1 % en masa.

[0142] En un caso en el que el cultivo continuo se realiza haciendo circular la solucién de cultivo en un estado
de separacion de un acido dicarboxilico C4, es preferible mantener la concentracion de glucosa o similar. Si se
establece que la concentracion de glucosa es igual o superior al 2% en masa, la productividad de un acido
dicarboxilico C4 mejora aun mas. Ademas, si se establece que la concentracion de glucosa o sacarosa en la solucion
de cultivo es igual o inferior al 16 % en masa, se mejora aun mas la eficiencia de produccion de un acido dicarboxilico
C4.

[0143] Para mejorar la productividad de la fabricacién de un acido dicarboxilico C4, es preferible realizar un
cultivo de alta densidad. Durante el cultivo de alta densidad, la concentracion inicial de células microbianas del
transformante en la solucion de cultivo, expresada en términos de un peso de células microbianas secas, se establece
preferentemente en 0,1 g/l a 100 g/I. La concentracion inicial de células microbianas del transformante en la solucion
de cultivo, expresada en términos de un peso de células microbianas secas, se establece mas preferentemente en 20
g/l a 60 g/l. Si se establece que la concentracion inicial de células microbianas es alta, se puede lograr una alta
productividad en un corto periodo de tiempo. Ademas, si la concentracion inicial de células microbianas es demasiado
alta, puede producirse un problema tal como la agregacion de células microbianas o la reduccion de la eficiencia de
purificacion.

[0144] La concentraciéon de células microbianas descrita en los ejemplos y similares, que se describira mas
adelante, es un valor convertido a partir de una absorbancia (DOsso) de luz que tiene una longitud de onda de 660 nm
medida por un espectrémetro ultravioleta visible V550 fabricado por JASCO Corporation. El valor de 1 que es igual a
DOsso @ 660 nm corresponde a un peso seco de 0,2 g y a un peso humedo de 0,8 g de levadura de fision.

[0145] Para el cultivo, se puede usar un procedimiento de cultivo de levadura conocido. Por ejemplo, se puede
realizar cultivo de agitacion o cultivo de agitacion.

[0146] La temperatura de cultivo es preferentemente de 23 °C a 37 °C, y el tiempo de cultivo se puede
determinar adecuadamente.

[0147] El cultivo puede ser cultivo por lotes o cultivo continuo. Por ejemplo, después de que se realiza el cultivo
por lotes, al separar las células microbianas de la solucién de cultivo, se puede obtener una solucién de cultivo que
contiene un acido dicarboxilico C4. Ademas, los ejemplos del procedimiento de cultivo continuo incluyen un
procedimiento para realizar de forma continua el cultivo mediante la repeticién de un procedimiento para extraer una
parte de la solucién de cultivo de un tanque de cultivo en el que se realiza el cultivo, separar un acido dicarboxilico C4
de la solucién de cultivo tomada y recuperar el sobrenadante de cultivo, agregar glucosa o una nueva solucion de
cultivo al sobrenadante de cultivo y devolver el sobrenadante de cultivo al tanque de cultivo. Al realizar el cultivo
continuo, la productividad de un acido dicarboxilico C4 mejora ain mas.

[0148] El transformante segun la presente invencion tiene una resistencia acida particularmente excelente. Por
lo tanto, incluso a un pH bajo (aproximadamente pH 2 a 4) resultante de la acumulacién de un acido dicarboxilico C4,
el transformante puede producir

un acido dicarboxilico C4 sin ser sometido a neutralizaciéon. Por consiguiente, incluso después de que el pH de la
solucién de cultivo resulte igual o inferior a 3,5, es posible fabricar un acido dicarboxilico C4 mediante cultivo continuo
en el que se continda el cultivo. El pH de la dltima etapa del cultivo y el pH durante el cultivo continuo son
preferentemente iguales o inferiores a 3,5 y particularmente preferentemente de 2,3 a 3,5. En algunos casos, el cultivo
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se puede terminar antes de que el pH de la solucién de cultivo sea igual o inferior a 3,5.

[0149] Se puede obtener un acido dicarboxilico C4 de la solucién de cultivo mediante un procedimiento
conocido. Los ejemplos del procedimiento incluyen un procedimiento en el que las células microbianas se separan por
centrifugacion de la solucion de cultivo después del final del cultivo, y se extrae un acido dicarboxilico C4 usando éter
dietilico o acetato de etilo después de que el pH resulte igual o menor que 1; un procedimiento en el que la solucién
de cultivo se absorbe en una resina de intercambio idnico y se lava, y a continuacion se eluye un acido dicarboxilico
C4; un procedimiento en el que las impurezas se eliminan usando carbén activado; un procedimiento en el que la
solucién de cultivo se hace reaccionar con alcohol en presencia de un catalizador acido y a continuacion se somete a
destilacion; y un procedimiento en el que un acido dicarboxilico C4 se separa usando una membrana de separacion.

[0150] Ademas, en algunos casos, al neutralizar un acido dicarboxilico C4 en la solucion de cultivo y a
continuacién separar una sal de acido dicarboxilico C4 de la solucion de cultivo, se puede obtener un acido
dicarboxilico C4. Por ejemplo, mediante un procedimiento para convertir un acido dicarboxilico C4 en la solucion de
cultivo en una sal de calcio o una sal de litio y cristalizar la sal neutralizada, también se puede obtener un acido
dicarboxilico C4.

[0151] El procedimiento para fabricar un acido dicarboxilico C4 segun la presente invencion descrito
anteriormente hace posible fabricar un acido dicarboxilico C4 con alta productividad de una manera simple mediante
el uso de un transformante que utiliza S. pombe como hospedador. Segun el procedimiento de fabricacion, una tasa
de produccion de un acido dicarboxilico C4 resulte facilmente igual o superior a 5 g/l/h y, en algunos casos, la tasa de
produccion de un acido dicarboxilico C4 resulte igual o superior a 15 g/l/h. El procedimiento para fabricar un acido
dicarboxilico C4 segun la presente invencion también es adecuado para un cultivo de alta densidad que se realiza en
presencia de glucosa de alta concentracion mediante el uso de un transformante de alta concentracion.

[Ejemplos]

[0152] En lo sucesivo, la presente invencion se describira especificamente al mostrar ejemplos y ejemplos
comparativos. En los presentes ejemplos, a menos que se especifique lo contrario, "%" significa "% en masa".

<Preparacion de la cepa de eliminacion del gen PDC2de S. pombe>

[0153] Una cepa ARCO019 auxotréfica de uracilo de S. pombe (genotipo: h-, leu1-32, ura4-D18, Ade6-M216)
(nombre de la cepa: JY741, NBRPID: FY7512) se transformé segun un procedimiento de Latour (descrito en la revista
Nucleic Acids Research, 2006, vol. 34, p. e11 y la publicacion internacional PCT n.° WO2007/063919), preparando asi
una cepa de eliminacion (cepa IGF836) de la que se eliminaron los genes PDC2 (nombre de la cepa: SPAC1F8. 07c).

[0154] Para preparar un fragmento de eliminacion, se utilizd como plantilla el ADN gendmico total preparado a
partir de una cepa ARC032 de S. pombe (genotipo: h’) (véase la publicacion internacional PCT n.° WO2007/015470)
mediante el uso de DNeasy (fabricado por QUIAGEN), y se utilizaron 8 tipos de ADN oligo sintético (fabricado por
Operon Biotechnologies) que tienen las secuencias de bases mostradas en la tabla 1.

[Tabla 1]
ADN de oligo para preparar el fragmento de eliminaciéon de pdc2
ADN de Secuencia de bases SEQ.
oligo ID.
NO
UF 24

Bl mﬁi'{‘ﬂ'ﬂﬁﬁ&@ﬁ‘ﬁ'ﬁﬂﬁ”}Q{:ﬂTMG <30
UR E‘*G&EA&&H@TTGGTRQCR&A&&&C&TTT@TGECEETGTTTTﬂTG 25

ST 3 £
o '“EG-TGGGR?TTWTME%H CTGTATCCATTICAGCCGTTTOIE | | 2

oF _ﬁ’*ﬂﬂCWTTCGTEﬁﬂTﬁTEAQRﬁGETGH&QG&AH&EETEGGEEGE& 28

PR 5'ﬂGmfﬂﬁfrﬁﬁﬁaﬁaasc%ﬂcTTTEGQ3*” e i
FF || 5 =CATRRECTTGCCACCACTTIC-3" | | %

FR 31

o A RARAGCARCTTTGETATTOTGE -3
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[0155] Especificamente, mediante un procedimiento RCP usando KOD-Dash (fabricado por TOYOBO CO.,
LTD.), se preparé un dominio UP usando UF y UR, se preparé un dominio OL usando OF y OR, y se prepard un
dominio DN usando DF y DR. A continuacion, mediante el uso de estos como plantillas, se preparé un fragmento de
eliminacion de longitud completa mediante el mismo procedimiento de RCP usando FF y FR respectivamente. En el
momento de preparar el fragmento de eliminacion de longitud completa, se utilizaron 2 tipos de ADN oligo sintético
(fabricado por Operon Biotechnologies) que tienen las secuencias de bases mostradas en la tabla 2, y se utilizé como
plantilla el ADN gendmico total preparado a partir de la cepa ARC032 de la misma manera que anteriormente. Ademas,
un fragmento de un dominio de un marcador auxotréfico de uracilo ura4 de S. pombe (nombre de la cepa enumerada
en GeneDB: SPCC330.05¢, gen orotidina-5'-fosfato descarboxilasa) preparado mediante el mismo procedimiento de
RCP también se utilizé6 en combinacién como plantilla.

[Tabla 2]
ADN de oligo para preparar el fragmento um4
ADN de oligo Secuencia de bases SEQ ID NO
F 5-AGCTTAGCTACAAATCCCACT-3' 32
R 5-AGCTTAGCTACAAATCCCACT-3' 33
[0156] Mediante el uso de un fragmento de ADN obtenido mediante el tratamiento de un vector pSHh con una

enzima de restriccion PmacCl, se transformo la cepa de eliminacion del gen PDC2 obtenida de S. pombe (cepa IGF836,
h-leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pdc2-D23), obteniéndose asi una cepa ASP4590 en la que se restauraron la auxotrofia
de uracilo y la auxotrofia de adenina.

[Ejemplo 2]
<Preparacion de la cepa de introduccion de genes extrafios>

[0157] Se prepararon transformantes de pombe (tabla 24) en los que se introdujo PYC derivada de Aspergillus
niger (AniPYC) (SEQ ID NO:1), PYC derivada de Brevibacillus brevis (BbrPYC) (SEQ ID NO:2), PYC derivada de
Debaryomyces hansenii (DhaPYC) (SEQ ID NO:3), PYC derivada de Kluyveromyces lactis (KlaPYC) (SEQ ID NO:4),
PYC derivada de Lachancea thermotolerans (LthPYC) (SEQ ID NO:5), PYC derivada de Lodderomyces elongisporus
(LelPYC) (SEQ ID NO:6), PYC derivada de Saccharomyces cerevisiae (ScePYC) (SEQ ID NO:7), PYC derivada de
Candida orthopsilosis (CorPYC) (SEQ ID NO:8), PYC derivada de Candida tropicalis (CtrPYC) (SEQ ID NO:9), PYC
derivada de Naumovozyma castelli (NcaPYC) (SEQ ID NO:10), PYC derivada de Naumovozyma dairenensis
(NdaPYC) (SEQ ID NO:11), PYC derivada de Saccharomyces kudriavzevii (SkuPYC) (SEQ ID NO:12), PYC derivada
de S. pombe (SpoPYC) (SEQ ID NO:13), PYC derivada de Tetrapisispora blattae (TbIPYC) (SEQ ID NO:14), PYC
derivada de Torlaspora delbrueckii (TdePYC) (SEQ ID NO:15), PYC derivada de Zygosaccharomyces rouxii (ZroPYC)
(SEQ ID NO:16), MDH derivada de Archaeoglobus fulgidus (AfuMDH) (SEQ ID NO:17), MDH derivada de
Congregibacter litralis (ClIMDH) (SEQ ID NO:18), MDH derivada de Delftia acidovorans (DacMDH) (SEQ ID NO:19),
MDH derivada de Halomonas elongata (HeIMDH) (SEQ ID NO:20) o MDH derivada de Shewanella putrefaciens
(SpuMDH) (SEQ ID NO:21).

[0158] Especificamente, la cepa IGF836 (cepa de eliminacion génica de S. pombe) preparada en el ejemplo 1
se transformo segun el procedimiento de Bahler y col. (la revista Yeast, 1998, vol 14, pags. 943-951) mediante el uso
de un digesto de una enzima de restriccion BsiWI de un vector recombinante integrador monodentado pSLh-AniPYC
que retiene un casete de expresion génica AniPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-BbrPYC
que retiene un casete de expresion génica BbrPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-DhaPYC
que retiene un casete de expresion génica DhaPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-KlaPYC
que retiene un casete de expresion génica KlaPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-LthPYC
que retiene un casete de expresion génica LthPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-LelPYC
que retiene un casete de expresion génica LelPYC casete, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
ScePYC que retiene un casete de expresion génica ScePYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
CorPYC que retiene un casete de expresion génica CorPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
CtrPYC que retiene un casete de expresion génica CtrPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
NcaPYC que retiene un casete de expresion génica NcaPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
NdaPYC que retiene un casete de expresion génica NdaPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
SkuPYC que retiene un casete de expresion génica SkuPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
SpoPYC que retiene un casete de expresion génica SpoPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
TbIPYC que retiene un casete de expresion génica TbIPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
TdePYC que retiene un casete de expresion génica TdePYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
ZroPYC que retiene un casete de expresion génica ZroPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSMh-
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AfuMDH que retiene un casete de expresion génica AfuMDH, un vector recombinante integrador monodentado pSMh-
CliMDH que retiene un casete de expresion génica CliMDH, o un vector recombinante integrador monodentado pSMh-
DacMDH que retiene un casete de expresion génica DacMDH, un vector recombinante integrador monodentado pSMh-
HelMDH que retiene un casete de expresion génica HelMDH, o un vector recombinante integrador monodentado
pSMh-SpuMDH que retiene un casete de expresion génica SpuMDH.

[0159] El vector recombinante integrador monodentado pSMh se puede preparar a través del siguiente
procedimiento. En primer lugar, un fragmento obtenido por digestion de un fragmento de ADN (Fr. 1), que se prepard
mediante la sintesis total de ADN y tenia una secuencia de bases representada por la SEQ ID NO:34, con una enzima
de restriccion BsiWl y un fragmento de ADN, que se obtuvo mediante la digestion de un vector pSE con una enzima
de restriccion BsiWI y la digestion doble del digesto obtenido con las enzimas de restriccion Kpnl y SnaBl, se
sometieron a ligadura, preparando asi pSMh (8.849 pb, figura 1) con una secuencia de bases (5'—3', ciclica)
representada por la SEQ ID NO:35.

[0160] pSLh-AniPYC se preparé a través del siguiente procedimiento. En primer lugar, mediante el uso de ADN
genomico total preparado por DNeasy (fabricado por QUIAGEN) a partir del cultivo de S. Aspergillus niger como
plantilla y mediante el uso de 2 tipos de ADN oligo sintético (AniPYC-F y AniPYC-R fabricado por Operon
Biotechnologies) descrito en la tabla 3, se obtuvo un fragmento de ORF de un gen AniPYC mediante un procedimiento
de RCP utilizando KOD-Dash (fabricado por TOYOBO CO., LTD.). El fragmento de ORF codificaba AniPYC (SEQ ID
NO:1).

[Tabla 3]
Secuencia SEQ ID NO:
ANIPYC-F | 5-GACACTTTTTCAAACATGGCTGCTCCCCGCC-3' 36
AniPYC-R | 5-ATCATCCTTGTAATCGGCCTTGACGATCTTGCAGAC-3' 37
AniPYC MAAPRQPLEAVDDTIEFIPDHHDOHRDSVETRLRANSAINQEQRI LY 1

ANRGEIFIRIFRTAHNELELQTVAVYSHEDRL SMHRQEKADEAYMIGK
RGOy TEVGAY LATNEIVKTATLEHGVELIHPGYGFLSENAEFARKYE
OSOMVEVGPTPOTIESLGORVSARGLAIRCDVEVVFGTPGPVERTE
EVKARTOTYGEPIT XKAAPGGGGRGMRVVRDOQRAELROSFEBRTSER
RIAFGNGTVEVERFLDRPKHIEVOLLEDNHGNWVHL FERBCSVORR
HUKYVEIAPAKDLPADVRDRILADAVKLAKSVHYRNAGTREFLVDY
ONRYYEPIEINPRIQVERTITEETITGIDIVAAQIQIAAGAT LEQLGL
TQDRISTRGFAIQCHITTEDPSKGFSP@TGEIE?YRSEGGNG?RLD
GENGFAGRIITPEYDSMLYRCTCREETYRIARARVVRALVEFRIRG
VETNIPPLTSLLSHFVEYDGICHTTFIDDTRPELFALVGSQNRAQKL
LRYLGDVRVSGSSIKGQIGE?KLKGDI:KP?LHQAHGKPLD?SV?E
TEGWEQILLSEGPEAFARAVRANKGCLIMDT TRRDAHQSLLATRVER
TIDLLEIAHETSHALANAY SLECHGGATFDVAMNRELYEDPHORLRK
LREAVPNIPFQMLLRGEANGVYAYSSLPONAIYHFCKCARKKCGYDI PR
VEDALNDVDOLEVCEIRKAVHAREGVVEATICYSEDMLEPSKKYNLEY
YLDLVDEVYCFRPHVLGIKDMAGVLRPOAARRLLIGEIRERYFDLPL
HYHTHDSAGTGVASMI ACAQRGADAVDARTDELSGMTSRFSIGAIL
ASLEGTEHDPGLNSAQVRALDTYRAQLRLLYSPFERGLTGFDFEYY
EHEIPGSQLTNL IFOASQLGLGQONAE TRRAYESANDLEGDVYEVT
FTBRVVGDLAQFMVSNKLTAE DY IRAAGELDEFPGSVLESFLESLMGY
PYGLFPEPLRERALADRRKLDRRPGLYLEFLDLARIKSQIRENYSA
ATEYDVASYAMYPRVEE DY REFVAKPGDLEVLETRY FLAKFEIGEE
FHVELEKGKVLILALLAIGPLSEQTGQREVFYEVNGEVRQVIVDDK
KASVEMTARPKAELGDS EQVGAPMEGVVVEIRVHDGLEVKRGDPTIA
VLEAMKHMEMVISAPHSGHVSSLLVEBGLSVOSQDLVOKIVEAY

[0161] Mediante el uso de un kit de clonacion HD In-Fusion (marca registrada) (fabricado por Clontech
Laboratories, Inc.), el fragmento amplificado obtenido se incorporé en pSLh, preparando asi pSLh-AniPYC. El
procedimiento In-Fusion se realizé segun el manual incluido en el kit. Es decir, el producto de RCP obtenido se purificd
usando una columna de centrifugacion, se agregé a una solucion de reaccion In-Fusion junto con pSLh y se hizo
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reaccionar durante 15 minutos a 50 °C.

[0162] Mediante el mismo procedimiento que se describié anteriormente, se prepararon un vector recombinante
integrador monodentado pSLh-BbrPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-DhaPYC, un vector
recombinante integrador monodentado pSLh-KlaPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-LthPYC,
un vector recombinante integrador monodentado pSLh-LelPYC, un vector recombinante integrador monodentado
pSLh-ScePYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-CorPYC, un vector recombinante integrador
monodentado pSLh-CtrPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-NcaPYC, un vector recombinante
integrador monodentado pSLh-NdaPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-SkuPYC, un vector
recombinante integrador monodentado pSLh-SpoPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
TbIPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-TdePYC, un vector recombinante integrador
monodentado pSLh-ZroPYC, un vector recombinante integrador monodentado pSMh-AfuMDH, un vector
recombinante integrador monodentado pSMh-CIiIMDH, un vector recombinante integrador monodentado pSMh-
DacMDH, un vector recombinante integrador monodentado pSMh-HelMDH y un vector recombinante integrador
monodentado pSMh-SpuMDH. A continuacién, se enumeraran los conjuntos de cebadores que utilizan los vectores
respectivos.

[0163] La cepa ASP4590 se transformé usando el vector recombinante integrador monodentado pSLh-ScePYC
y el vector recombinante integrador monodentado pSMh-DacMDH, obteniendo asi una cepa ASP4491 en la que se
introdujeron un gen ScePYC y un gen DacMDH.

[Tabla 4]
Secuencia SEQ ID NO:
BbrPYC-F 5 GRCACTIT I TCARRCATGARARAGAGRARRRTCARTEGOCTAL 38
TGE=37
BbrPYC-R 5-ATCATCCTTGTAATCCTCCATTTCAATGAGCAGATCACCA-3' 39
BbrPYC MEKRRINALLVANRGEIATRIFRARTELGIRTVAVYSEQDNVSTHR 2

FRADESYLVGAGKGPIEAYLDIESIIEIAKRNDIDAVEPGYGFLAE
HAEPARRCOREGTIIFIGESFALIDEFGURVERRRLATEAEIPVIPG
TPEPIETLOEALLFAKEYGYPITTKGY SGGGGRGMRIVRSQEGLOD
SLORARSEARSSFCNARVYLERYLEQPRHIEVQILCDNHGNIVYLY
snmgSVQaaﬂgavvgvnpaLsLDDELREaxcaﬁnLTLMggAQESNA
STVEFLLTPDKREYFIEVHPRIQVEHTITELITGIDIVOSOIRVAE
GHaLSﬂzx:s:angsnigwss?miQEBVTTEBAENNFLanGRLSA
REBGGGFGVRLDGGWGYEGAI ITEFYDA LL"JKA;, YGRBFDORARK
MLRThRnFRIRGVKTHLPFLQNVVTHP%FLEGH?BTSFiDTKPELF
IFPGRQDKGTRLLSYIGBTIV&GY?GLPKEEK&PHFQSPR;PRTPF
TQEYPDETKOT LOKECADGLYRNIGAQRQVLVTDT TFROAHOSLEA
TRVRTYDLASIAEATGKLGSELFS LENWGGATFDTTMRFLOES PHE
BLQILRGRIPNVLEQMLLRGARCVEYTHY PONATHAFVEASAERGT
DVFRIFDSLNWLPGMOTATEAVRESGKVAERAICYTGDILDPTHTE
YTLAYYVNLAXRLERAGAHILATKDMAGLLKPYARY SLVSALRQET
31PxﬁLﬁanTsGﬁﬂfﬁMLLKﬁzxaﬂvn:vmnsvssmssnrsQFSL
NGLI&SLRHTERE?@&SLEEFMELSDYWSB?RPYYQGFESGMKESH
TEVYVHEMPGGRYTNLEQQAKAVGLEGRWDEVREMYAVUNGMCGDT
VEVT psswwapma FL-WQNMLN?;EHIWEEGTRLQFE’DSVIQFF@G
‘!EGQ?PGG FPEE LQE ‘,.V EKGPL]}AE‘TAH P G EL: LHFIDE‘T\;‘EV&&ELE B
KIGREPEHLDVLSYIEYPQ?ILQ?-QRLKE?QDLEV@&TGTFFYGL
RPCEETAITIERGKTLIIKLVAVGELHFDGRRIIYEELNGQPRELE
IRDQSHKVSELIERKAEAQNEAHLGﬁsMPG#VLKvL?EEGDKVRKG
EHLLVSERMKMETTIQAPLDGKIKAVY VEAGEAIOTGDLLIENE

[Tabla 5]
Secuencia SEQ ID NO:
DhaPYC-F BT T AR A AT R T A G T AN TS RACATRRAGATON 40
i 3
DhaPYC-R 5 ATCATCOTTGTARTCTTTAACAACACTT GLARTCARATCGTTA 41
Ge=3*
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DhaPYC

KlaPYC-F
KlaPYC-R
KlaPYC

ES 2 811926 T3

(continuacion)
Secuencia

‘HEBGhEHHINQMRﬁASTVM@?HNKI&?ENRGEI?IRx?ETAHELEM

QTV&EESHE&RLSMHﬁLK&D&ﬁY?IGKR”QFSFV@EYuQIDEIIHI

AKEHGVNMIHPGYGFLSENSEFARKVEEAGISWIGPTHETIDAVGD
KVSARTLATQNGVEVVRGTEGPIADVEEAVEFVEKHGLEYITKARY
GGEERGMRVVREGDSVGEAFERAVEEAKTS FGNSTCFI ERFLDKPK
HIEVQLLADNYGNVIHLFERDCSVQREHQKVVEVAPAKTLTKSVRD

ALLYDAVELARAANY RNAGTABFLVDEQDRHYFIEINPRIQVEHTT
TESITGVDIVARQIQIAAGASLEQLGLLODKITIRGFATQCRITTE
DESKNEQPDTGKIEVYREAGGNGVRLDGGNGFACSITSEHYDSMLY
KCSCSGSTYEIVRRKMLRALIEFRIRGVKTNIPFLLAMLTNETELS
GDCWTTFIDDTESLEOMIRSONRATKILSYLGDLIVNGSSIKGCIG
EPKLNTEALIPDLHDPRTGIKIEIHNEVAPRGWREVLLEQGEERFA
OKVREENGTLLMDT TWRDAHQSLLATRVRTIDLLNIAPTTAVALNG
CPALECWGGATFDYCMRFLYEDPWSRIROLRKLVPNIPFQMLLRGA

lmsvarssxpguxznQEVLQAxEmGVDJFavsﬁﬁnﬂaLqukuc;uﬁ

VEEAGGVIERTVCY SCOMLKPGRRYNLEYYLOVVDDIVRLGTHELG

IRDMAGTLEPKAAKILIGAIRERY PKLPIHVHTHOSAGTGVASHTE

aaxagamvvnnasmsmsﬁﬁwsgpsrmﬂxLnsFEGE@ESGLQ&ELVR
z;pwvaQMﬂLLYscrmaanapapnquns:gcnnanLquaqg
LG&G&KWHLEKE&YKTANKLLGBIVRVTPTSKV?G&LAQFMUSKN&
SEEnVTKhhsELDFPs5?LBFHEGLMGTP¥GEF?EPLBTWILGrnR
VKLENRPGLNLPPIDFAAVKEELVSRYGSNINECDIASYVMYPRVY
EDFRELSERYGDLEVIPTRFFLEACNINEERIVVDIERGKTLIIRLL
AIGEISQQTGTREVF FELNGEMRSVTVDDKTVSIETKTRPRKATS BN
EVGRPMASVYVEIRSKVGNEVREGDPIAVL S AMEMEMVISSPVEGK
IGEILIKEGDSVDANDLIRSVVE

[Tabla 6]
Secuencia

5-GACACTTTTTCAAACATGTCATCTCAACTAGCTGGATTGC-3'
5-ATCATCCTTGTAATCTTCCTTAGCTGGAGCTTCTTCC-3'

MESOLAGLE DN SN LM GEENKLLVANBCEI PIRIFRTAHE LEMETVA
IYSHEDRLSMHRLKADEAY VIGEQERY TEVERYLATDETINIAKSH
GVHFIHPCYCFLAENSEFAEKVAASCITRVEPPARVIDSVGDRY S
ENLAERADVEVVEGTRGRIETVEEAQAPVDKYGFRVIIKARFGEGEE
REMRVVREGUDIBDAFPQRARSEA I TAFGHNGTCFIERFLDERKHIEY
QLLADNYENYVHLFERDCSVORRHQRVVEVAFPAKTLFEEVRDALLT
DAURLHKEAGXRNhGTﬂEFLVQ&QHEHYF!BIMP&IQVSHEIEEEI
TEIDIVARGIQIARGATLEDLGLMODEITIRGPAIQURITTEDREY
NFQPETERIﬂVYRSRGGH@VBLDﬂGR&E&CSVISEHYDQMLVﬁﬁﬁﬁ
sﬁﬁTYBIURRHMLﬁRBIEFR;RGWKTMIPELLTLLTH?VFKSGETW
T@?IEDTPQLEBMVSSQMRAQELLH?LA&LnVﬂGasIKGQIGLEE;
TTHPTIEHEHNEEGSLVDVSﬁKPERGWEDVLLBYGPBEFAKQVRKE
*G*LLHDTTWRDﬂHQSLLATRVRTYDLA&IEPTTH&EM&GRF@LEG
NGGETFEVSMRflﬁEDPWEKLRTLRKLVPNIPFQMLLRGANGVRY&
SLPUNa:lﬂsvmghmgmﬁvnxFavFDALHDLEQLKvuv&AVEE&GG
vaﬁTIC?SuﬁML&PGKKYHLﬂYYLDITﬁEIVﬂ&%THILG&KDMRG
TLKPS&ARLLIESiHﬁﬁVPEhPXHVHTHESE TG?&EHE&GRLSG&
DVVEVATHSMSGLTEQ?SINELLARLDGEIQNN?HVGYVRELDHYW
aEFRLLYﬁEFEAﬂ KGPB?EVY?HEIPGGQLTNLLFDAQQLGLGEH
WAETKR&XRBRNLJLGDLVKVTFTSKVVGDLAQFHVTHKLTSDDVR
ﬂLASsLD?PQSVMDFFEGLIGQBYEGPPEPLRTBVLRWKERKLTQR
BGLELAEFE EKEKEEDSTRFSDIDEGD?ASYNHYPK?YVDFEKIK
EK&GD&SVL??RN“LSPPVK&ﬁETVVT?EQGKTuIIRPQ&?G&&NK
ETGIRE?&FELHGELRRVEVAD&EQK?ET?S&PK&DRHDPFQX&SP
MhﬁvvvxvKGHKGsnznxsgpvnvnsnmmymuvrsﬁPnnmngEVL
VRDGENVDASOLLVVLEERPRREY
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SEQ ID NO:
3

SEQ ID NO:
42
43
4



LthPYC-F
LthPYC-R
LthPYC

LelPYC-F

LelPYC-R

LelPYC

ES 2 811926 T3

[Tabla 7]
Secuencia

5-GACACTTTTTCAAACATGTCCAAACTGGCAGGACTG-3'
5-ATCATCCTTGTAATCTTCTTTTGGTGGGACAGATTCCTC-3'

MSHLAGLROSSNLLGEKNKLIVANRGEL PIRIFRSAHELSMETVAL
YSHEDRLSMHRLKADEAYNIGKEGKYTPVGAYLAIDEILKIAKENY
VDEIHEGYGFLSENSEFAQKVEAAGITH I GPSAEVIESVGDEVSAR
MLAAKADVEVY PGTPGPIDSVEEAQRFVEEYCYRVITKAAYGCEGR
GMRVVREGDDIADAFQRATSEARTAFGNGTCF IERFLUKEKHIEVG
LLADGYGNYVHLEERDCS VORRHOKVVEVAPRKTLEKDVRADAILTD
H"i"!‘;LA!(V&GYENRGTAEFLVDDQHHHYF IEINPRIQVEHT 2 EIT
GIDIVERQIQI hAGAS LQELGhWB‘HI ITRG E‘QIQCRI TTEDP’REI\T
FOPDTGRIEVIRSAGGNSVRLDGGNAYACS T ISPHYDSMLVRESEY
‘Gsryzrvnnxmbﬂabiﬁ?ﬁiaﬁvKTﬂxErnnr&nmmeEIDGsYWT
TFIDDTPELFKMVSSQNRAQKLLHYLADLAVNGSSTKGOVGTLEKLH
TQPSVPTLHDSNGEVIDVLITEPFSGWRQVLLEQGPAQFAKAVRRY
E@TLLMBTTWRD&HQSLLA’E]&VETEDLM IAFTTARALSCATALED
WGGATEDVAMRELHEDPNERLAILRELY PN I PPOMLIRGANGVAYS
SLPDNAIDHFVEQAKENGVDIFRYFDALNDLEQLEVGVDAVKRANG
VVE&TIE ¥a GE!’{LQPGKEEkLDYYLEETBKIVQHG“l‘HILGI HDMEG
TLEFEARKLLIGETRAKY POLPIHVHTHDSAG TAVASHMARCAEAGA

DVVDVATMSHQ@MT&DESIHathﬁLDGEfDTGWNVNHVE&LD&YW;

hQMRLLYBCFEADLKGPEPEV?&HEIPEGQLTHLLFQEQQMGLGEK
WRETKthED&N?LhGﬂhVHVTETSKVVGDL&QFNVSNELTPBDVR
RLASSLDFPDAVMDE FEGLIGOPYGGFPEPLASDVLKNERRRLICE
PGLEL&@EBLA&IHEHL@&HFGDIQEEDVﬁEYNM?PﬁV?EDFREMR
ETyGnhsvzyrxmrLﬁpprvsazzwvwzs&snrnriﬁﬁﬁaxGELHx
ETGLREV??Q&&G%LR%VSVEDKSQKVDTL&KFKAnAHBPEQIGAP
MAWVIIE?KVHKuSLVKEGQEEQVLSMHKHEHvISSPTBGQVEE?L
MVKDGENVDASDLLVELEESVESKE®

[Tabla 8]
Secuencia

'5!—cncacrwzmTcgan@ﬁw&gﬂnrcam?r@cxvcATcaﬁatthc
37

3'nATE&TCETTﬂTRATCATGI”TCEEAE@ACTGGT&ATC@HE?CR

TTr6-31

HTSIASSHTUDGRINOMARDS TVLGPMREILVANRGEIPIRIFRTA
HELSMOTVATYSHEDRLEMERLEADESYATCRRGOFTPVGAYLOTD
Emxbzaxﬁynku:HpsxaﬁnsnasEFAKﬁVEaNsrvwraFsH&Tx‘
DAVEDKYSARTIAI ENDVEVVEGTEGRIDOVSDARKEVERYG TRV
IKAAFGGGG%GMRVVREGD&%ED&FERETSE&KTRFGK@TCFiER?
1bﬂPEHiEVQLLAEN?GNUIHLfEﬂQ@SUﬁRRHQK@VErA?RKMLE
REVRDAILTDAVELAKSANYRNAGTAEFLVDECHRAYFIEINPRIG
VEFT’TEEI*GVDIVAEQIQIAAGASLQQLELLQDKZ?TRG?%IQC
EiTTEDF&KRFQEDTGKIE?YRSAGGNG?RL%GGNGFAGBIISPHY
DEHLVKCSﬁSGSTFE]EHRHH&R%LIEERIRG?ETNIFFthuLTN
gwrvzencmwmylhowfsbruurssaﬁnﬁTELLLYLADLYUMGESL
xéﬁrsY?RLnTEALxEaLHEeerxnxavﬂﬂweeﬁﬁawaQVLLaﬁa
EhxFnﬁﬁVREERGGLIzn@mwngangsa&nranTxmyauthPTrn
PALNGAZSLECHGGAT FRVCHRFLYEDPRVELRQLEALVENLPEQM
LLRGANGVAYSSLEDNAI DOFVEEAKENGYDIFRVFDALNDLEQLK
VuvBA?KﬁAﬁGVVE&?VEYSGDMLK?GRKYELE?ELHFHﬁEVVEMG
~THFnuIKDMAGTLKPAARHLLVGaiaKnHPDLézﬂvﬂfuwsaGTGv
ASMTECARAGADYV DARSHENSCHTSQPSISATLASFECSIEECLE
EULVRELDEYWAQUALLYSCFERDLRGEDPEVYSHEIPBGOLTNLL
FQR@QLGLGTKELETREAYREARHELGDL?K?TPT&RVWGDL&QFH
VEMSL?EEDINRL&GFLEFPDSVVDEMEGLHEQ?!GGEEEPLRTRM
LGNRRQKLTQRPGLSL?PVREBEEKQELGSREGTQVBETDIRSYWM
?FKV¥E&YKKQVERYC&LE?LPTRYFLKPALIGQEIVVBIBQGKTL
!IRLLAVEELSSKTGB%EIFFELNGERRSVTVEBKT&SVETKTHER‘
AQOPNDVGAPMECUV IEVRTHEHQEVKKGDPIAVLSAMEMEMTI A
PYSGUVEDT LVKEGDSVDANDLITSTLKHEY
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SEQ ID NO:
44
45
5

SEQ ID NO:
46

47



ScePYC-F
ScePYC-R
ScePYC

CorPYC-F

CorPYC-R

CorPYC

ES 2 811926 T3

[Tabla 9]
Secuencia

5-GACACTTTTTCAAACATGTCGCAAAGAAAATTCGCCG-3'
5-ATCATCCTTGTAATCTGCCTTAGTTTCAACAGGAACTTGG-3'

MSKLAGLRDSSHLLGERNKLLVANRGE L PIRIFREAHELSHETVAT
}?sHznnnsmnamgasaaruxaﬁzaﬁwT?vaavna-mmz'Rlnxawn
VDFIHPGYGFLAENSEFAOKVEAAGITHIGESAEVIESVGDRVARR
 NLARKADVEVYPGTPGRIDSVEEAQAFVEEYGYPVI IKARYGGGER
Qmmwass;mmmmm*rsmxmmmmﬂaauwwx IEVD
LLADGYGNVVELEERDESVOAREQKVVEVAPARTLPRDVRADAILTD
mr{mmmymmmmwnm;mmPmmmmwmmm;*r;

SIDIVARGTUIANGASLOELGLLODRIITRGFATOCRITTEDRARN
mrnmn:zvzasmsﬁsvmnﬁqmmsw spnwsmwms

GETYEIVRREMLRALIEFRIBGVHINIBELLTLLTNEVEL nssmr

TFID&??EiFKFVSﬂﬁﬂﬁﬂﬂKLﬁHYﬁRﬁLﬁ?ﬁGﬁ31EGQMGLPKLH

TQF&V?ThﬂﬁﬁﬁﬁEVIEVLTTPFPSGWR&VLLEQGPAQF&E&VRHX
,K&T&huﬂiTﬁﬁQRHQSLA&TRVRTYDLAEIAPTTEﬁELQG@thﬁEJ

WGGATFDVAMRILHEDPHERLRI LAKLVPNIFFONLLRGANGVAYS
SLEDNAIDHEVEQAKENGY DI FRVEDBLNDLEQLRKVGVDAVEEANG

UVEATICYSGOMLOPGRRYNLDYYLETTOEIVOMCTHILG IKDHAG
PLKPSHARLLICSIRAKYPDLE THVHTHDSAGTAVASMAACKEAGA
DVVDVATHSMSCMTSOPSINALLAS LOGE TDTGVRVEMVRELDAY W

AQHELLYSC?EﬁpLKGFDPEVYEHEIPGGQLTNLLY@&QQLEL@EK
WRETKEhYRDANYLLEﬁLUKYTPTSKVVGDLRQFH?SNKLTPSB?E

'RLESSLDFEHSVMDFFEGLIGQPIGGFPEFLRSDVL&NHHRKLTGR
PGLELAPFDIAGIKEDLODRAFGDIDECOVASYIMYPEVYEDFEKME

EDYSDLEVLRPTRNFLEPPIVGERIVVTIERGKTLIIRPOQAIGELNE

ETGLREVYFDLNGELRKVEVIDKEORVDTLEKPRADAHDEFQIGAR |
MREGVIIEVKVHKGSLVKRGDP IAVLSAMEMENY I SSPTDGOVEDVL
“VKDEENVDEEBLLVE&EESVPEKEP

[Tabla 10]
Secuencia

Kt »mcrmwamcm@mrwmmmwcng‘mmcﬁmrf"rcr
ACARBATCTCC-3Y
5" =ATCATCCTTCTAATCOGCTTTCARRATACTGGTGAT TRRATER
TTAG=3"

MIFINS5E1] s:ms?LNMSL&STQLLFFWIYSPPITMTSLQETM
_Qneqmgumuwmmwm Lymumm PIR I mmaﬂwmm VA

NFQ?DTGg;zvgasaa@mnannsﬂuGrAﬁsvxsparaEMvacsc
SESTFEIARRKMURALIEFRIRGVRTN L PELLALLTNET FIKGDOW
TTF:DDTPELEQMUSsamaa?xLasxkanafvaéssIEGQIEYPKL
NEEALIBVLEOPRIGIPIOVAHI PREAGHROVLLECGRORFARKYR
OYNGTLITOITWRDAHGST LATRVRTIDLLRIAPTTAFALIGAFSL
ECWGGATFOVEMAFLYEPHDALRXLRALYEN LPFONLLRGANGYS
YSOLEDMATI DG EVKEAKGNGYDIFRVEDAL DL EQLEVEIDAVERS
GEUVEATVCYSGOMLEPGKKINLEY Y LS YV IEVVKHGTHE LGTRDY
AGTLEPARANLLVGETANRY PELPTHVHTHD SAGTGVASMTECARA
GADVVDAASNSMSGLTSOPSISAI LASFEGSIDTGLSBS LVRELDT
YRAGMRLLYSCPERDLXGPOPEVYSHETPGGOLTHILFQADOLELE
auwnﬁrxﬁfyniaumxbﬁnhvnvw?rsxvvsanufﬁvsWSLTEEn
VHRLASELDEEDSVEDEMECLMOKPYGGFEEPLRTNMLGNEROKLD
KRPGLYLKEVDTAAIREELISRYGSQIDETDVASYVMY PEVFERFR
ngsﬁvﬁaL&VLPTnrshxaamxﬁsnlvvniaxﬁer:IKLLavsa‘
ISEXTGIREVFFELNGENRSYSVEDNTVSVETRTREKASARNDVEA
PMAGVY IEVETHREQEVKREDPIAVL SAMKMEMV ISAPYSGLYDDL
LVBEGDSVIANDLITSILERY
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SEQ ID NO.
48
49
7

SEQ ID NO.
50

51



CtrPYC-F
CtrPYC-R

CtrPYC

NcaPYC-F

NcaPYC-R

NcaPYC

ES 2 811926 T3

[Tabla 11]
Secuencia

5-CACTTTTTCAAACATGTCTGTACCAGTCCAAAAAGCTAAC-3'

5 -ATCATCCTTGTARTCATGTTGAATAATCTTAGTARTCARATCA

TTAGCATC~3

MSVEVOKANSODTRISOMRRDSTVLGPMNKILVANRGEIPIRIFRT
AHELSMOTVATYSHEDRLEMHRLEADESYVIGKRGOFSPVGAYLOT
DEIINIAKRHNVNMINEGYGFLSENSEFRREVEENGIINIGRPEYKT
IDAVGDEVSARTLAIENDVEVYPGTEG PIETVEEAKAEVDKYGLEY
1IRAAFGGHBGREMRYVREGDDIEDAFKAAY SEARTAFGNGTCEIER
FLVKBKHIEVOLLADNY SNV I HLFERDCEVORRHOKVVE TAPAKSE
PKHVRDAILT DAVRLAKSANYRNAGTAEFLVDAQDRHYEFIEINERY
QVEHTITEEITGYDLVAAGIQIARGRS LQOLELLODKITTREFATD
CRITTEDETHNEOPDTCRIEVYRSAGGNGVRLDGGHGEVGEIISPH
RSN LVECSCSGST Y Er ARRRMLRALIEFRIRGVETNIFFLLALLY
BDIFIKGDCRTTEIDDT PSLFOMI SEONRATHMLSYLADLYVNGSS
IKGOVGYPELETEPVVRDIHEPRTGIVI DVNNTEABRGURGVILEE
GEEAFAMEVERFPKGTLITDT TWRBAHQSLLATRVETIDLVNIASTT
AEALNGKFSLECHGGATFOVEMRFLYEDPWARLEKLRALVENT PEQ
MLLAGANGVAYSSLPDNAT DQFVKERKBNGVEI FRAVEDALNBLEQL
RVCIDAVERAGGVVEATVCYSGDMLEDCKRYNLEYYLNVVDEIVEL
GTHFLGIKDMAGTLRPAAAKILIGEI HSRY POLRIHVHTHDSAGTS
VASMTQCAVSGADVVDARSNSMSGMTSQPS I8ALLASFEGSIDTGL
SESMVRELDNYRAQMALLYSCFOADLKGEDPEVYQHET PEGQLTRL
LFQAQOLGLGSONVOTKEAYRVANS T LGDLVEVTPTSKYVGDLAQE
MVSNTLTEEDVNRLAMELDPPDSVLDFFQGINGTPYGGF EEFLRTN
ILGSKROKLNERPGLTLEPYDEVGIREELS SRYOCQITETDIASYY
MYPKVFEQERNI IDKYGDLEVLETKY FLRPCAICEELEVDIEQGRT
LTIXLLAVGDISDKTGNREVFFELNGENRSVSVEDKARAVETRVER
KASSENDVGAPHAGYVIE I RARRHOEVKKGDPTAVISAMRMENVIS
SPCOGEVGEIVIHEGDSVDANDLITHI TN

[Tabla 12]
Secuencia

£ -cﬁ;c‘-r-mwmmmmctnmmcaﬁmmﬁ*mmc el Tofnis
3 d
51 -mcmcz:wGnmcm;mssmamm«;m TCPTCTARAAG=
3

Mswxxmawoﬂmmfs'x‘mmmmRGMFIQIFRShHELEMQT
‘LSTHRLR&EESY?IGEPHQFTP?GAYLAIBEIZNKAE
~RHGVD¥I‘?kYG?LSEK$EF§D§V&RAEIwaG?PﬁSU DSVGDKY
«smmm*rmwmwsﬂr PGPIRTVODAQDPYN EYGYEVIIKAREGE
GGHGMRVUNEGDBLﬁDaEQHAS52&LTAFSBGTCEVERFLNKPKHI
EVOD LanTHGNVIHLEER@CSVQRRHQR?VE?&P%KTLPR,VRDAI
LTnnvﬁnhﬁacéquﬂﬁwnEFLVﬁnQHRH?EIEIR?&IQVEHT:?Q
EITGlDIV&AQIQJ&&GkShEQLGLLQDKITTRGFAIQCRiITEBP
AKNFQPDTGRLEVYDSACCHGYRLDGGNNYRGAT L8 PHYDSMLVHEC
SCEGSTYEVVARENIBALIEFRIRGYA NI BFLLTLITHEVETAGD
YWTTFIDDTEQLE%MVSSQNREQHLLH?L&QLAWHG%%IKGQJGIP
QL&K?PDIPHIHDR@E%VIﬁvTWVF?P&GWEQV$LEQGFEB$AKQV
RQFDGTLLMGTTWRDEHQS&LAERVRTHELAKI&?T%&&ALAS@FE
LECWGEATFDVAMRE LHEDPWRELATLEKLY PN EEOMLLRGARGY
AYSSLPDNALDH :aqaxmﬂsvu:FRVEnnzmpLuQLEwa'ﬁnv%x
svvsawvgvssﬁmzqEGHKYNLGYYLEVTEKIvQNGTHILGIKD
Mns@mngaaaabzxaszaawaauﬂxavnrﬂnsaewavnsxsnﬁﬁf
AGA&VIDV&*HEMSGLTSQP$INAML&SLHGKINTEIRVQHVRE&Q
AfﬂﬁEMﬂLLySCfGADLK@PmPsvﬁsHEIEaaezrﬁzarqagqnﬁb
EKQWT&TKR&YKEENMLLGﬁIVKV??TSKV?GD&iQFMVSﬂKL B
DVKaLANSLDE@nsvmarFEGLngP?GGF?EPLRsmxmaﬂxaaKL
TCﬁﬁGLELVPFELENIKE&LQTRFGBIHECDIAS!NHY?KVYﬁﬁ?ﬁ
Kmxxxvsnnsvu?fxsthpﬂh:@ﬁﬁ:anrgq@ﬂfLI;chnzan
LHKETSKREVEFELNGEMAKT SVIDKSQEVE TVAKPEADTHDPFOT
GAPMAGVIVEVEVHKGSLYRKGEAVAVLSAMEMENV I SSPADSLYE
EVIVNESENVDASDLLVLLERSTRPSS
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SEQ ID NO.
52
53

SEQ ID NO.
54

55

10



NdaPYC-F

SdaPYC-a

NdaPYC

SkuPYC-F
SkuPYC-R

SkuPYC

ES 2 811926 T3

[Tabla 13]
Secuencia

5¢ mrcﬁcﬁﬂwTmmfcnrgx'ccmncm!kmm'frc:m‘mmffm*éﬁ.m
&=3r

5 < RTCATCCT TG T ART GG PTCT TCCEBART TTCRETTICTT -

3 #
MSHKKERGIRDNFNLLGPRNEILVANRGET PIRT FRIGHELSHETY
ATYSHEDRLSTHRLKADESYVIGEENQETEVGAYIALUETINIAKK
HUVDE1HPGYGELSENSEEADKVARNG IAWVGEPASVIDAVGDEYS
ARHLAERANVPTVEGTPGPIKSAKEAREFVAKYGEPVIIXAREGGE
GRGMBVVEEGDDIADAFORASSEAVTAPLNGICEVERFLURPRHIE
“IQLLEP«.DN ‘ﬂsﬂ\llﬁuflﬂﬁﬂ‘. Vﬁkkﬁ{;}. i ”EVAPAKTLPRDIRMAI L
TOAVKLAKECGYRNAGTAEFLVDDONRHYFIEINPRIOVEHT ITEE
_n'.[‘GIDI‘JmlQIAN‘Z&SL-FQLGLLQDKITTH{;FRIQCRI’I’TEDPA
ENFQPDIGRIEVYGEAGGNGVRLOGGHAYAGRI IS PHYDSMLVECS
CSGSTYEVVERKMIRALIEFRIEGVRINIPFLLTLLTHPVEISGOY
WITFIODTPOLFONYSSUNRACKLIHYLADIAVNGSSTRGOVGTER
LTKIEDIPELYDINNNRIDVLRT PEFAGWRGVLLERGEVEFARQVE
QFOGTLLMOTIWRDAHQSLLATRVATY DLAT IAPTTAHALSGAFAL
Eﬁﬂ@ﬁﬁ? PQVMEFLHEBP%HLRTLRKLVE&IEFQ‘!LLRG&NFT«!H
YSQLE DNRIE!HFVKQAKDHEVD‘I FRVFBEI.NEL]}QLKVGVDR‘JE?‘&
GGEVVEATLCYSGDMLAKGHKYNLDY YLEVT DRI VOMETHFLGI KD

AGTMKPAAAKLLIGS IRAKYECLPIHVHTHDSAGTAVSSMARARYE
GADVVDVAINSMSGLTSQPSINALLASLDGE DI GINVOHVRDLDR
YWAEMRILY SCEGADLKGRDPEV YOHE IPECOLTHLLEOROOLGDE
EOWAETKRAYREANHLLGDIVEVTPTSKVYGDLAQFMVSNKLTSDD
VKRLANSLDFPDSVMDEFEGLUGQPYGGFPEPLASDILAKKRRELT
SREGLELARFDLNTIREDLQTRFGDDIDECOVASYNMYPRVYEDEQ

xintrwcbnsvxﬁwkﬂ?xabﬁﬂzcsmrs1v:EgeerxvxLQazan

‘I. KF:TGZRB‘UYFEINGEMRK‘EG'Y’LDRS ] ET‘WK FEADGHN PEFOI

{;_ﬂ.PMP;"‘"‘U!VEUQVHECSIVKKGEANRWL A}&KME, T ISS?TDGQVK

DYLVHDGENVEASDLLVLLEETET FEEA*

[Tabla 14]
Secuencia

5-CACTTTTTCAAACATGTCGCAAAAGAAATTCGCTGG-3'
B =RICRT COTTGTAMTCTGCTTTAGTTICAGU T GEARCTTGAT~

4

MSOEKENGLRONFNLLCEKNKILVANRGE] PTRI PRTARELSHOTY

ATYSHEORLSTHEORADERYVISEAGOYTPVGAYLAIDEIISIAQK

HQUQ?IHPGYGFL&E&SEF&EK@A&R&ITﬁEGPP&EU:HBVGS&@S

ARHLA&EA&VETVPGTPGPIE&VQE&LEEVGEYGYPVIIKA&?GGG

GRGMHV‘JREG mvhmmam EERRTAFGNGTCEY Eﬁswa PEHIE
VQLLB&NHG&VUHLFERDCBVQHRHQKVVEUhP&KTLEREVRQ&IL

‘TQEVKLAKECGYRNBETEEFLVHHQWRHYFIEIHFRIQVEETITEﬂ;

ITGIDIV&AQIQﬁRAGABLFQLGLFQDKIT?RGFRIQCRITTEBPA
RwrapﬁfcazavyasaacmGvgzbacuawAsleSEHYHSMLVRuS
GE&ST?EI?ERKMIRRLIEFRIHGVRT&NPF&LTLLTHPVFIDGT?
wTTrrbbmpqmranssoﬂnhgﬁt HYLADVEVNGSSIKGQ;”ﬁﬁF
Lssnyszeanvnsecavz, TP?SGWRQV»LEKGPHEFAEQWR
Q?NGTLLMnfTHRDAHQSnLaTRvﬂwﬁuzAr:APTTAHnLnGa?&L
BCHGGATFDVAMEELHEDEWBRLRELRALVEFNI B FQMLLAGANEVA
‘?asm?nﬂarbﬂFVKQAKuNavnlFthDanwﬁLuaLRVGvsnvxxa

GGVUEkTVﬂFSGﬁMLQPGKKYHLDYYLEIHE54VKHG?HILGKKDH

4AEEWKPAAEKLLIGSLRE&YPDLQIHVﬁTHDS&GTEVRSHﬁBCA

EkﬂvvBVRIWSHBGLTSQPSIHALLA&LESH!D@GINVEHVRELD&
VW&E%RbLYSﬂFﬁADLRS?DFEVYQHEIPwCQLIH&E?@AQ@LGL@
EQ%AE@KﬁAYEEHﬂ!LLGD’?KVT?TsﬁvaﬁLﬁﬁfﬂvﬁNKLTPDD

UKR&ANSLQFFDSVHDEFE&LIGQP?EEFPEPFR&D?LENRRRKLT

ERPGLELEPEDLEKJREBLQMRFGEINECDQESY&NY?BVYFDFQK
HRET%GSLSVLSTRSFLSELETDEﬂXEVIiﬂﬂﬁKTLII&LQAVGﬁ&

MKRTGEREVYFHLHGEMRK*RVVDRSLKVRTVTK&EHDMHGPLHIG

ﬁPM&&VIvEVKVHHGSLIKKGQEUKVLB&MKHEHIIESP&DGQURE
VFVSECERVDSSDLLVLLEDOVPAETHA
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SEQ ID NO.
56

57

11

SEQ ID NO:
58
59

12



SpoPYC-F

SpoPYC-R
SpoPYC

TbIPYC-F

TbIPYC-R

TbIPYC

5 mEhC’i‘ T TTCHRACWE GACTTC TAHATETGATGCIGTTG’I“YGQ =

3!
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[Tabla 15]
Secuencia

5-ATCATCCTTGTAATCCTCGTGTTCAAGAACAGCACACA-3'

MTSEYDALLHNOSTHINEPSKLEDRESLLGER FIRVIVANRSETAL
RYVFRTARELSMHTVATY SYEDRLSMHROKADESYPIGRVEOYSEVE
~RYMEIBEIVSfAKR“@kNL?HPG?G:L&ENAEFAEKUNE&GMQP?G
FSPEVIDSLGDKTRARAIAIRCGYEYVPSTEGEVEHYEEATAEVRE
YG&?VIIKlﬂﬂGGGGRGHEVVRERH;&KKS?ERARSEELABFGEGT
VFIERFLBKPKHIE¢QLHADK&GRVIHLHERQGSVQRRHQKVVEIR
FREDLDPKIROALYDDATKIAKEVEYCHAGTARFLLDQKGRHYFIE
IMPEIQVEHTITERITGVEZVSAQLHV&&GVTLPEIGLTQDKISTR
GEATQCRVTTEDPHNGFAPDIGKIEVYRSAGONGVRLIGANGFAGS
W ;TE’I{VBEMLVI{C‘ECHD}LTY E:Y‘I' RRHMIRSLIEERVRGW NI Evrv
LRLLMHDTFIQGNOWTTFIDDTPELEQL YRSRANEAOKLLAYLEDLA
VNGSSTRGQNGEPRLKSE TVMPVLLDSTGNQT DVSHPSERGWRELL
1UWQPAAFBK&VRMHKRGL!%ETTWEBAHQSLLATRVRTLBLVNIA
Ff?SHALAS&YSLE&WGGRT DVSMRFLHEC?W&RLARLRKLVFRI
FFQELL&G&“&LCYSSL?DﬂVIYFFCEQARKNGIDIFH?EDAL&QV
HNLSLGIDARKRAGGVVEATMCY SCOMLNERKRYNLDYYVRLVDRY
VEM xLG;KBHAGVMKEKARELLishtREKH?ELPIHVH?KﬁSA

:Emvn MAARLERAGADVYT m‘mmawsgksmﬁvmmwmﬁ

'QLEFDVNQLEEIDSYWRQH ,LYEEFEEEIKGTQ&DVYHHBI?GGQ
LTRLKFOATSLGLE TﬂWRETEKhYIEENﬁLLGBIIKVT??SKVVGQ
LAQEMVQNKLSREDVEHRRITLDFP&BVLDFFQGLMGQ??GGFPE

LRTNVLEGRROPLTDREGKE LPAADED&IRKLLSEKFGVE&DCQIA
'n?TQFP%VFEEYRQFVDRYGDLaTVPTKFFLSRFEMNEEMﬁVEIﬂQ
GKTLIVKF?hLGPhNPRTGQREUKFELNGENﬂﬂﬁTUEDKKERIET?
TﬂPRﬁB?GﬁPGHVHﬁEEQGTIVEIRVKEG&K“K&GﬁI1&VLS&MKM
~EIVISh?HSGVLKSL&??GGD&VNG?&ﬁﬁhVLEH?*

[Tabla 16]
Secuencia

e T T T T T AR CA T GACAR AT AR GRAATTC TCTEETC TARGR
e T

5 -ATCATCCTTETARTCTTPTGG GG TCTGGATCTTICTARIGTG
vjik &

MTNKEFSCLRONFSLLGERNKVLVANRSELPTRI FRTAHELSMRTY

ATYSHEDRLAMHRLKADESYVIGAENQY TPVGAYLATDET LN LAKK
HRYOPTHPGYGFLSENSEFBREVTESS T TRIGEPAAVIOSVEDEVS
ARNLARRYNVEIVESTEGEIOTVEEAKAFVERHGE PV I IKARFGES
GREMEVVREGDDIADAFQRATSZARTAFGNGTCPIERFLOHPRELE
VOLLADNYGNYVHLFERDCSVORRHOKVVEVARPAKT LPREVRDSIL
TOAVKLAKEAGYTNASTAEFLYDNLGRHYFIEINPRIQVEHTITER
ITGIDIVARGIQIAAGASLEDLGLIODRITYRGFAIQCRITTEDES
KNFQPDTGRLEVYRSAGGHGYRLDEGNAYVERTISPHYDSHLVECS

CYGSTYEIVHRKMLASLI BFRIRGVRTNIPELLILLTHEVEVEGDY.

WITFIDDTEQLEQMY SSRNAAQKI LEYLADLAVRGS SIRGQISLER
LATREDLPALHDENGEY IHVTHAEPESGHRRALLEKGPKEFAKQVR
EFNGCLIMDITHRDAHOSLLATRLATYOLART AT TS PALACAEAL
ECNGGAT EBVANE FLHED P WERERT LRKIVEHT P FOMLLRGANGVA
YS%&E&NQI&HFFRQAK&NGUD!FRVFDSIHDVEQLK?GIERVEg%
GGYVEATHC Y SGOMLQPGRRYNIDYYLELSBRIVGLGTHILGEREM
hﬁ?ﬂ!?ﬁHﬁKLLISSLRK&YDaLPIFVﬁSHD&AﬂTRﬂTs&?&ChKY
BADVVDVAINSMSGLT50GS INALLASLOGDIETNINADHVAELDA
YRAEMRLLYSCPEADLXGPOPEVYENET BEOQLTNLLFQANULELD
ERHRETERAYREANYLLGDIVEV T PTSKYNGDLAQEMY THELTSDD
YRRLANSIDFPDSVHDEFEGLLGUFYGEPPEPLATOILKGKRKKMT
SRPELELQPEDL ARIKEDLONREGDL BB COVESYNMYERVYEDFQR
IBEKYGDLEVLPTRNPLAE?VTGEEIE?TIEQGKTLIIEGQ&V%QL

WEATCTREVYFPELMNGE LRKI?VVDRSLKVDIVAKPKAD*KDFYQIG

APMAGY IVEVEVHKCS LVKKGOPVAVE S AMKMEMVISSPSDGLVEN
VIVADGENVDASDLLITIEDEESPRY:
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SEQ ID NO.
60

61
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SEQ ID NO.
62

63

14



TdePYC-F
TdaPYC-R

TdePYC

ZroPYC-F
ZroPYC-R
ZroPYC
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[Tabla 17]
Secuencia

5-CACTTTTTCAAACATGTCCAAGAACAAGAGGTTTGCT-3'
5-ATCATCCTTGTAATCGTTTTCAGCTGGGACAGCCTC-3'

MSKNERFAGLRDNFSLLGERNKLLVANRCEIPIRIFREAHELSMRT
¥AIYSHEDRLSMHELKS DERYVIGEEGKYTPVGAYLAIDELIEIAK
QHWVBFIH ERYGELSENSEFREEVADNGT i ‘H‘-}P WADVIDA‘@'GDKV
gaanLALRaDvemvPGTEssiiuvumaﬁﬂEVEEHEYEvaKaﬁFﬁv
GERGMRVVREGDDLEDAFQRATSEARTAEGNGTCFIERELVKPRET
EvabmnnwyamvwwzPERD&&VQRRHQﬂvvEv&FAEILaVEVRnnx 
LTDAVELAHTAGY RNAGTAEPLVDNORRHYEIEINPRIQVEHTITE
EITGIDIVAAQIQTARGASLEQLGLMODRI TTREFAIQERITTEDE
SENEQPDTSRLEVYRSAGENGVALUGONAFAGAT IS PRYDSHEVKC
BCEGSTYEIVRREMIBALIEFRTAGURTNI BFLLYLLTNEVEVNGD
YWTTEIDDTPQLFQMISSONRAQKLLHYLADLAVNGSS IKGQLEVE
KLTTHETIPHLHDAQGE I INVNSARPPAGKRQILLDYGPKEFARQV
ROFDGTLIMDTTWROAHQSLLATRVATYDLARIAPTTAHALSGAFR
LECW&GRTFDV&HRFLREDPﬂBR&RImRHLUPﬁEP?QMLLRGA&G?
AYSSLPDNAIDHFVKQAKENGYDIFRVFDALNDLEQLEVGVDAVRE
AGEVVEATVCYSGOMLOPGREYNLDYY LEVIGKIVENGTHILGIRD
MAGTMEPSAARLLIGSIRAKYPDLPIHVHTHDSAGTAVASMANCAL
ACADVRDVATHN SHS SLTEL FSHBALBABLDGQI HTHIDVQHTEELD
RYWAEMRLLYSCFEADLMGPDPEVYEHET EGGQLTMLLFQRQQLQL
GEKNRS‘IRERYKSAH&.’ LLGOLVEYTETS KVVGDLAQWVSRHLTSG
DVERLASSLOFPDSVMDEFEGLIGOPYGCFFEPLRTDILKNKRAKL
TCRPGLELAPFPLEKIREDLQDREGDI DECOVAS YNMY PRV YEDFH
KIKERYGDLEVLPTENFLS PPKIGEEIEVTIEKGKTLI IKRQAVGD |
LUKETGVREVYFELRGE LKL PVY DREQKVESVARPKADGROPLOY
GRPMQGVZVEVKVHEG$LvKRGBPVszsﬁﬁﬂﬂﬁﬂviﬁﬂﬂADGQ?K‘
EVYINDCDHNVDASDLIVVLEERAVERENY

[Tabla 18]
Secuencia

5-CACTTTTTCAAACATGAGTACCAAGAAGTTCTCTGGTCT-3'

5-ATCATCCTTGTAATCATTCTCCTTTGGTGGGACGG-3'

METKEFSGLRDNESLIGERNKTILVANRGEIPIRIFREAHELEMREV
ﬁvxsnanalamuﬂnx;naﬁvvzaznﬂK?TpvaavLAIDEzIAIAKK
uwvbmﬂrﬁ‘m ?LSENSE E‘ﬁKKUEhNGITWI@PPﬁEvI DEVEDREVS
ARILAAKAHVETVP@TP@FYESV&EAIEFTKKKGFPUIIHR&FGGG
GRGHEVVEEGDDV&DAFQBABSEkhﬁSPENGTCEMERHLVKPKHIE
VQLLADE!GMV?HLFEEDQSVQREHQKVVELEPARHLF?ETRHAIL
TWﬁVKLRKTﬁGYRNhﬁTAEFLVQHEWRHYFIEINPRIQUEHTITEE
ITGI DIVMQIQiMGASLDQLGLLQ DRITTRGERIOCRITTEDPS
EH?QP&TGBIEVYRSSG@hG?RLﬂGGMTY&GAV"SPH&DSMLVKC%
e 5GE TYEWREKMIR&LVSFRI&GV& T M FELLTLLTHRTFVOROR
WTTFXBDTPQLFQHIESQRR&QKLLH?LABIEVHGSﬁIKBQVGLFK
LKTHPTVPREHGSNGEVIUVLATPEPSGHRQVLLEHGPEE?AHRV&
QFNGﬁLIMDTTWﬂDhHQSL&&TRVE?YBLRRIa?TTRHHLSGBFSL
ECWGG ATFavnmmrbﬁﬁnﬁﬂaaLnxLRRLVPEVFFQMLLRG&NGV@
tsshEQH&;BHFv&QAHBHGVDIrmvrn&aﬂb&n@zxv*vnﬁvzxn
GavvEnwvcwsﬁnmaQPGxﬁranrrLﬂVTEQ:VKHGzﬂfna:ﬁmu
ﬁGTuﬁyaghﬂvasﬁInﬁK!PNLFIHIKTHbsﬁ TEVASMARGAVS
'GhﬂvvﬂvAVﬁﬁMSGLTSQ?EMﬂ&bLASLDGEIHTGINRNYaﬁﬁmn&
-wwasMELstcrmwnnKGPDEvaaﬂzrFQGQLTNLL?%RﬁalﬂLQ
;EKWIETKK%?KEENILKGBL?KV&PTSKV?GQL&Q?MV$NKLT5DD
VKRL&NELDFPDSVMHFFE&L;GQP?GGFFEPLRBHVLRNRRRKLT
NRPGLDLBPFPLEEWHE@LQDRFGDTBECDV&BYNN¥PKQYEDTQK
'IKEQFGDL&VLETKNEL&?PGEGEEI‘vT;ﬁQGKTLIIxHQAVGEL
HEET‘GMEEVYFELK’GE LRHI P‘G‘VHRQQEVEI VSKP?AE GHDPYQVS
APERGVIvE:vaRGSLIKm@QEVAVLShMKMamviEAQTﬁaQVKE
‘vLAHGEpnvDAsELLanEaavP?KEN*
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SEQ ID NO:
64
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67
16



AfuMDH-F
AfuMDH-R

AfuMDH

CIliMDH-F
CIiINDH-R
CIliMDH

DacMDH-F
DacMDH-R
DacMDH

HelMDH-F
HelMDH-R
HelMDH
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[Tabla 19]
Secuencia

5-ACTTTTTCAAACATGAAACTCGGTTTTGTTGGTGC-3'

B~ ATCATCATCATCCTTGTAATCATATCCGAGTICETCARGCETC
ooz

HKLGFVCASRVESTSAFTCLLNLOVDEIALVDIASDLAVGEAMDLA
HARAGIDKYPRIVGGADYSLLEGSET IV TAGLARKEGHTRIOLAH
KNAGIIKDIAKKIVENAPESKILVVTRNEMOVMTY IMNKESGRERNE
VEGMGNOLDSORLKERLY NAGERN T RRAWL I 6EHGDEMEVAKSLAD
FDGEV DWEANEHD'JRWHREW IHREGATIFGEAVAL ?vamvwm
TﬁElLF&SMIEQGEYGIENVR?GVPAKLGKNG&EVAGIKE?DEFIE
KLENSARILABRLEELGYS - ]

[Tabla 20]
Secuencia

5-ACTTTTTCAAACATGAAAGCACCTGTTCGCGT-3'

5-ATCATCATCATCCTTGTAATCGGGCAGAAGGTCTGCCACG-3'

MRAPVRVIVIGARGRIGYALLFRIASGAMLGIDORVILHLLDITRA
HD&LE@?RME&DBQA??EK&GIV&TﬁﬂPH?@FKQRHYR&LWG&E?R
GFGHEREDLLEAH&HIPSVQGKBIRBH&ERQIRVLVVGHPRNTMAL
iTQKNhPﬁIQERNFTAMMRLﬂHﬂRAKTQIﬁQﬁ&ﬂAPVT&VSTMT?ﬁ

fﬁH%hTQYPBLHHBTVMGKVA?bA?EQQWYEDEFIFTVQGRGAEII

ﬂ&RGASSKﬁSlANﬁRiﬁBHﬁDWLLGT?EGDWV&MGVYSB%S?GI&E
GLEYSFPCRESGGDWSI?QGLEIH&F&RﬁRNQ&TEQELTEEHEhVE
DLLR*

[Tabla 21]
Secuencia

5' -ACTTTTTCAAACATGAGCAAGAAGCCCGTTCG-3'

5-ATCATCATCATCCTTGTAATCCAGCAGGTGCTTGACGCC-3'

MSKKEVRVAVIGARGRIGYALLFRIASGENLGRDQPVILOLLEIRD
EKAQMALKGYV IMELEDCAFPLLAGI EAHSDPLOAFKDTDYALLVGA
RPRGPGMERADLLAANAQI FTAQGKALNARASRNVKYVLYVGNPANT
NAYIAMKSEPDLPAKNETAMLELOHRRAASULAARAGERVGDIRKL
TYRGNHSPTMYADYREATVHGE SVKAKTHDOARNEDVEL PTVRKRG
AAIIRARGLSSAASABNARIDHMRDWALGSGGEKVTMCVPSHGLYG
IPRGIVFGFPVTTENGEYKIVEGLBIDAFSQECTDRTIAELOGEQD
GUEHLL '

[Tabla 22]
Secuencia

5-ACTTTTTCAAACATGAAAGACCCCGTCCGTCCGTATAGC-3'
5-ATCATCATCATCCTTGTAATCGCCAAGCAGATGCTCGACG-3'

MEDBEVRIAITGARGRISY SLATRIASGOMLGRDQPVILOLLEL PPA
MDRLEGYVMELNDCAFPLYUDIVASDDPNVAPADADFALLVGARER
QBGMERNaLDEAﬂAAiPSUQGﬁBLHDHﬂSRDVRVLV?GWPANT&A&
TASE NBPELDﬁﬁﬂ?TﬂHﬂRL&HNRRK?QLAQ&VGKHV?&VESMIVw
Gﬁh&kaYEULAFCKVDGRFAL%LVDQRHEEHDFIPTVQORGALII
EARGASEAASARSARIDHMRDWALGEDEIVEMGIFRDGEYGTEPLET
~H%$YPVV€K“GQYEIVQDLEIGﬁ?&RERMMATEQELR&EEHR?&HL
LiG*
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72
73
19

SEQ ID NO:
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[Tabla 23]
Secuencia SEQ ID NO:
SpuMDH-F 5-ACTTTTTCAAACATGAAAGTTGCTGTACTTGGTGC-3' 76
SpuMDH-R S NTCATCATCATCCTTGTAATCT T ARCGRAARTCARCGEC TAGT 77
TIGATATC-37
SpuMDH MEVAVLGARGGIGOALALLLETQLPACSKLSLYDIAPVT EGVAVDL 21

SHIPTAVEIKGFAGEDPTPALVGADVVLISAGVARKPGMDRSDLEN
INAGIVRNLIEKVARTCPEALVGIITRPVNT TVALAREVHERAGYY
DKKRLFGVITLOVIRSETE I ARLEGLNVADVRINVIGGHSGVIILE
LLSQVEGYTFSDEEVASLTRRIQNAGTEVVEAKAGGGSATLEMGOA
ACREGMSLVRGLOGEANVVECAYVDGESEHAEEFAQPVLLGKNGIE
KVIPYGEVEATEANARDSMLDTLREDIKLGVIEVE S

[0164] El nombre y el hospedador de cada uno de los transformantes fabricados y el nombre del gen extrafio
introducido se muestran en la tabla 24.
° [Tabla 24]
Nombre de la cepa Nombre de la cepa Nombre de los genes extrafos
transformante hospedadora introducidos
1 IGF836 AniPYC
2 IQFB36 BbrPYC
3 IGF836 DhaPYG
4 1GFS3B KlaPYC
5 ]GJF836 LthPYC
6 1GFS36 LelPYC
7 IGF83p3 ScePYC
8 IGF836 CorPYC
9 IGF836 CtrPYC
10 >GF836 NcaPYC
11 IQP83p3 NdaPYC
12 IGFS36 SkuPYC
13 IGF836 SpoPYC
14 IGF836 TbIPYC
15 EGF83p TdePYC
16 IGFS36 ZroPYC
17 IGF83p3 AfuMDH
18 IGF836 CliMDH
19 1GF836 DacMDH
20 1GF83S Hs1MDH
21 IGF836 SpuMDH
ASP4491 1GF836 ScePYC. DacMDH
<Confirmacion de la expresion de PYC>
10 [0165] Para 16 tipos de transformante en los que solo se introdujo el gen PYC, se confirmé una cantidad de

expresion de PYC. Especificamente, cada uno de los transformantes se cultivd con agitacion durante 44 horas en 20
ml de un medio YPDBG, y las células microbianas cultivadas a continuacion se recogieron y pulverizaron usando un
amortiguador de multiples perlas. El lisado de células microbianas obtenido se purificé segun un protocolo mediante
el uso de gel de afinidad de agarosa al M1 de ANTI-FLAG (marca registrada) (fabricado por Sigma-Aldrich Co. LLC.).

15 La SDS-PAGE se realiz6 usando un liquido enzimatico purificado, y la banda detectada se digitalizé usando un
dispositivo de analisis de imagenes LAS 4000, calculando asi una cantidad de expresion relativa. Los resultados de la
cantidad de expresion de PYC (valores relativos) para cada uno de los transformantes se muestran en la figura 2. Los
resultados muestran que la expresion de PYC se confirmé en todos los transformantes.

20 <Confirmacion de la actividad de PYC>
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[0166] Entre los 16 tipos de transformante en los que solo se introdujo el gen PYC, se investigaron 8 tipos de
transformante que provocaron la expresion de BbrPYC, KIuPYC, LthPYC, LelPYC, ScePYC, SkuPYC, SpoPYC o
ThIPYC con respecto a la actividad de PYC. Especificamente, el liquido enzimatico purificado mencionado
anteriormente se mezclé con una solucién de reaccion mantenida

a 30 °C (Tris-HCI 100 mM (pH 7,5), ATP 2 mM, MgCl> 100 mM, KCI 100 mM, acido piravico 5 mM, NaHCO3 5 mM,
acetil-CoA 0,1 mM, NADH 0,15 mM), y a continuacion se midi6 a lo largo del tiempo mediante el uso de un
absorptémetro que tiene una funcién de mezcla. A partir del cambio temporal de absorbancia obtenido, se calculé una
actividad relativa (mU/ml) por liquido enzimatico. Los resultados de la actividad de PYC por liquido enzimatico
calculados para cada uno de los transformantes se muestran en la figura 3. Los resultados muestran que la actividad
de PYC se confirmé en todos los transformantes.

<Confirmacion de la expresion de MDH>

[0167] Para 5 tipos de transformante en los que solo se introdujo el gen MDH, se confirmé una cantidad de
expresion de MDH. Especificamente, cada uno de los transformantes se cultivd de la misma manera que se describe
en, <Confirmacion de la expresion de PYC>, se prepard un liquido enzimatico purificado, se realizd la SDS-PAGE
usando el liquido enzimatico y se calculé una cantidad de expresion relativa. Los resultados de la cantidad de expresion
de MDH (valores relativos) para cada uno de los transformantes se muestran en la figura 4. Los resultados muestran
que la expresién de MDH se confirmé en todos los transformantes. <Confirmacién de la actividad de MDH>

[0168] Entre los 5 tipos de transformadores en los que solo se introdujo el gen MDH, se investigaron 3 tipos de
transformante que provocaron la expresién de CliIMDH, DacMDH o HelMDH con respecto a la actividad de MDH.
Especificamente, el liquido enzimatico purificado mencionado anteriormente se mezcldé con una solucién de reaccion
mantenida a 30 °C (Tris-HCI 90 mM (pH 9,0), oxaloacetato 0,5 mM, NADH 0,25 mM) y a continuacién se midi6 a lo
largo del tiempo mediante el uso de un absorptémetro que tiene una funcién de mezcla. A partir del cambio temporal
de absorbancia obtenido, se calculé una actividad relativa (mU/ml) por liquido enzimatico. Los resultados de la
actividad de MDH por liquido enzimatico calculados para cada uno de los transformantes se muestran en la figura 5.
Los resultados muestran que la actividad de MDH se confirmé en todos los transformantes.

[Ejemplo 3] Preparacion de la cepa de eliminacion de mae2

[0169] Al eliminar un gen mae2 de la cepa ASP4491 en la que se introdujeron un gen ScePYC y un gen
DacMDH, se preparé una cepa de eliminacion (cepa ASP4964). Un procedimiento para preparar un fragmento de
eliminacion de mae2 fue el mismo que el procedimiento para preparar el fragmento de eliminacion del que se eliminé
pdc2.

[0170] La cepa ASP4491 (genotipo: h-, leu1-32, ura4-D18, Ade6-M216, Apdc2, +ScePYC, +DacMDH) de S.
pombe se transformo segun el procedimiento de Latour, preparando asi una cepa ASP4964 de la que se elimind un
gen mae2 (nombre de la cepa:SPCC794. 12c¢).

[0171] Para preparar un fragmento de eliminacion, se utilizé como plantilla el ADN gendmico total preparado a
partir de una cepa ARC032 de S. pombe mediante el uso de DNeasy (fabricado por QUIAGEN), y se utilizaron 8 tipos
de ADN oligo sintético (fabricado por Operon Biotechnologies) con las secuencias de bases mostradas en la tabla 25.

[Tabla 25]
ADN de oligo para preparar el fragmento de eliminacién de name2
ADN de oligo Secuencia de bases SEQ ID NO:
UF 5'-AGGCTTTGATAGCCACTGGT-3' 78
UR 5' -TGGGATTTGTAGCTAAGCTTTAAAATAAAAGGCFTTTATAC-3' 79
OF 5'-TTCGTCAATATCACAAGCTTAGGTCGACTGGGCTAATCG-3' 80
OR 5'-TAAAATAAAAGGCTTTATACAGGCATTTTCAAACTTCAAG-3' 81
DF 5'-CTTGAAGTTTGAAAATGCCTGTATAAAGCCTTTTATTTTA-3' 82
DR 5' -TTCATTCAATACATAACGGTTTACGGT-3' 83
FF 5'-ATTCGTGAAATGAGCAAGCA-3' 84
FR 5'-TGCGATTTACTATTTGTTTGTTTCA-3' 85
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[Ejemplo 4] Preparacion de la cepa de eliminacion de fum1

[0172] Al eliminar un gen fum1 de la cepa ASP4491 en la que se introdujeron un gen ScePYC y un gen
DacMDH, se prepar6 una cepa de eliminacion (cepa ASP4933). Fum1 es una enzima que produce acido fumarico
mediante el uso de acido malico como matriz. Un procedimiento para preparar un fragmento de eliminacion de fum1
es el mismo que el procedimiento para preparar el fragmento de eliminacion del que se eliminé pdc2.

[0173] La cepa ASP4491 de S. pombe se transformé segun el procedimiento de Latour, preparando asi una
cepa ASP4933 de la que se eliminé un gen fum1 (nombre de la cepa:SPCC18. 18c/SPCC290. 01c).
[0174] Para preparar un fragmento de eliminacion, se utilizé como plantilla el ADN genémico total preparado a

partir de una cepa ARC032 de S. pombe mediante el uso de DNeasy (fabricado por QUIAGEN), y se utilizaron 8 tipos
de ADN oligo sintético (fabricado por Operon Biotechnologies) con las secuencias de bases mostradas en la tabla 26.

[Tabla 26]
ADN de oligo para preparar el fragmento de eliminacién de fum1
ADN de oligo Secuencia de bases SEQ ID NO:
UF 5' -CTCAAGTAATGGGCAATCATGCCA-3' 86
UR 5-TGGGATTTGTAGCTAAGCTTAGAGTGGTAAAAAATTATAC-3' 87
OF 5-TTCGTCAATATCACAAGCTTAATAAAATACACAAAACTGT-3' 88
OR 5-AGAGTGGTAAAAAATTATACAGCCATGTGGGTTATTTTAA-3' 89
DF 5'-TTAAAATAACCCACATGGCTGTATAATTTTTTACCACTCT-3' 90
DR 5'-GAGCAACCGAATATCAAGGAAATACACA-3' 91
FF 5'-AGGCGAATTGATCCTTCCTGCTA-3' 92
FR 5-TGGTAAGCCTGGTATGAGTTCTATACTAT-3' 93

<Confirmacién de la capacidad de produccion de acido malico>

[0175] Para una cepa salvaje (cepa ARC010) de S. pombe, la cepa de eliminacion del gen PDC2 (cepa
ASP4590, APDC2), la cepa ASP4491 obtenida mediante la introduccion de un gen ScePYC y un gen DacMDH en la
cepa ASP4590, la cepa ASP4964 (APDC2, Amae2, +ScePYC, +DacMDH) obtenida mediante la eliminacion de un gen
mae2 de la cepa ASP4491 y la cepa ASP4933 (APDC2, Afum1, +ScePYC, +DacMDH) obtenida mediante la
eliminacion de un gen fum1 de la cepa ASP4491, se investigd una tasa de produccion de acido malico.

[0176] Especificamente, las células microbianas se sembraron en una placa YES y se cultivaron durante 96
horas a 30 °C, obteniendo asi una colonia. La colonia obtenida se subcultivd en 5 ml de un medio YES (tubo de
ensayo) y se cultivé con agitacion durante 24 horas a 30 °C. La solucidon microbiana obtenida se subcultivd en 100 ml
de un medio YPDG6 (matraz Sakaguchi) y se cultivd con agitacion durante 44 horas a 30 °C.

[0177] Las células microbianas obtenidas de esta manera se recogieron, se agregaron a 3 ml de un medio de
fermentacion (100 g/l de glucosa, 111 g/l de carbonato de calcio) en el tubo de ensayo para proporcionar 36 g (peso
de células microbianas secas)/l y se fermentaron a 30 °C en condiciones de agitacion. Se recogié una muestra en el
tiempo del liquido fermentado.

[0178] Para la muestra obtenida, se midieron una concentraciéon de glucosa y una concentracién de etanol
usando un biosensor BF-7 (fabricado por QOji Scientific Instruments) basado en un procedimiento de electrodo
enzimatico, y se midié una concentracion de acido malico mediante HPLC. Durante la medicién de HPLC, se utilizé
un cromataografo liquido de alto rendimiento Prominence (fabricado por Shimadzu Corporation), se utilizé Aminex HPX-
87H 300 3 7,8 mm (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) como columna, se establecié un volumen de inyeccion a
10 ml, se utilizé H,SO4 10 mM como disolvente, se establecié un caudal a 0,6 ml/min, se establecié un tiempo de
medicion a 35 minutos, se establecié una temperatura de medicion a 60 °C y se utilizé un detector de matriz de diodos
(210 nm) y un detector refractométrico diferencial para la deteccion. Cada concentraciéon es una concentracion por
solucion de cultivo o liquido fermentado.

[0179] Los resultados medidos de la concentracion de glucosa (g/l), la concentracion de etanol (g/l) y una

concentracion de acido malico (g/l) se muestran en las figuras 6 a 10. Los resultados muestran que la produccién de
acido malico se confirmd solo en la cepa ASP4964 (APDC2, Amae2,+ScePYC, +DacMDH).
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<Medicién de la tasa de produccién de acido malico>

[0180] Para la cepa ASP4491 (APDC2, +ScePYC, +DacMDH) y la cepa ASP4892 (APDC2,
Amae2,+ScePYC,+DacMDH), se midié una tasa de produccion de acido malico.
[0181] Especificamente, cada cepa se fermenté de la misma manera que en, <Confirmacién de la capacidad

de produccion de acido malico>, se recogié una muestra en el tiempo del liquido fermentado y se midieron una
concentracion de glucosa y una concentracion de acido malico. Los resultados medidos se muestran en la figura 11.
En la figura 11, "Glu-4892" y "Glu-4491" muestran un cambio temporal de una concentracion de glucosa de la cepa
ASP4892 y la cepa ASP4491 respectivamente, y "MA-4892" y "MA-4491" muestran un cambio temporal de una
concentracion de acido malico de la cepa ASP4892 y la cepa ASP4491 respectivamente. Como resultado, se confirmé
que en un momento en el que transcurrié 1 hora desde el inicio de la fermentacién, una concentraciéon de acido malico
del liquido fermentado de la cepa ASP4892 superd los 20 g/l, y una tasa de produccion de acido malico de la misma
fue igual o superior a 20 g/(I-h). Ademas, en un momento en el que transcurrieron 2 horas, una concentracion de acido
malico del liquido fermentado se convirtié en 28,9 g/l. En contraste, en el liquido fermentado de la cepa ASP4491, una
concentracion de acido malico fue de 3,9 g/l en un momento en el que transcurrieron 2 horas.

[Ejemplo 5] Preparacion de la cepa de introduccion de PCK

[0182] Se prepararon transformantes de pombe (tabla 47) en los que se introdujo PCK derivada de Candida
glabrata (CgIPCK) (SEQ ID NO:94), PCK derivada de Citrobacter koseri (CkoPCK) (SEQ ID NO:95), PCK derivada de
Cronobacter sakazakiir (CsaPCK) (SEQ ID NO:96), PCK derivada de Debaryomyces hansenii (DhaPCK) (SEQ ID
NO:97), PCK derivada de Escherichia fergusonii (EfePCK) (SEQ ID NO:98), PCK derivada de Edwardsiella tarda
(EtaPCK) (SEQ ID NO:99), PCK derivada de Kluyveromyces lactis (KlaPCK) (SEQ ID NO:100), PCK derivada de
Lodderomyces elongisporus (LelPCK) (SEQ ID NO:101), PCK derivada de Pectobacterium carotovorum (PcaPCK)
(SEQ ID NO:102), PCK derivada de Photobacterium leiognathi (PlePCK) (SEQ ID NO:103), PCK derivada de
Providencia rettgeri (Pre-PCK) (SEQ ID NO:104), PCK derivada de Saccharomyces cervisiae (ScePCK) (SEQ ID
NO:105), PCK derivada de Serratia odorifera (SodPCK) (SEQ ID NO:106), PCK derivada de Vibrio orientalis (VorPCK)
(SEQ ID NO:107), PCK derivada de Vanderwaltozyma polyspora (VpoPCK) (SEQ ID NO:108), PCK derivada de Vibrio
tubiashii (VtuPCK) (SEQ ID NO:109), PCK derivada de Yersinia bercovieri (YbePCK) (SEQ ID NO:110), PCK derivada
de Yarrowia lipolytica (YIIiPCK) (SEQ ID NO:111), PCK derivada de Yersinia rohdei (YroPCK) (SEQ ID NO:112) o PCK
derivada de Zygosaccharomyces rouxii (ZroPCK) (SEQ ID NO:113).

[0183] Especificamente, la cepa IGF836 (cepa de eliminacion génica de S. pombe) preparada en el ejemplo 1
se transformo segun el procedimiento de Bahler y col. (la revista Yeast, 1998, vol. 14, pags. 943-951) mediante el uso
de un digesto de una enzima de restriccion BsiWI de cada vector recombinante integrador monodentado que retiene
cada casete de expresion del gen PCK descrito en la tabla 47.

[0184] pSLh-CgIPCK se preparo a través del siguiente procedimiento. En primer lugar, mediante el uso de ADN
genodmico total preparado por DNeasy (fabricado por QUIAGEN) a partir del cultivo de Candida glabrata como plantilla
y el uso de 2 tipos de ADN oligo sintético (CglIPCK-F y CgIPCK-R, fabricado por Operon Biotechnologies) descrito en
la tabla 27, se obtuvo un fragmento de ORF de un gen CgIPCK mediante un procedimiento de RCP utilizando KOD-
Dash (fabricado por TOYOBO CO., LTD.). El fragmento de ORF codificaba CgIPCK (SEQ ID NO:94).

[Tabla 27]
Sequence SEQ ID NO:
CglPCK-F | &%~ GACACTTTTTCARAATCCCATCTAAATCTAGTGTTTCIGEE 114
=3¢
CgIPCK-R [5'-GAAATCAACTTTTGTTCCAATTGTGGACCAGCAGCCAA-3' 115
CgIPCK |'MPSESSVSGNSVEERIRSELGLSKEVILIRANAPARVLYUDALKER 94

KTVISSAGALIAYSGEKTGRIPKDERIVEEETSRDNVHNGEVEKED
SERTWAINRERAADYLETRETLYVVDAFAGKDEKYRIKVRVVCARA
YHALFMTHMLIRPTEEELANFGEPDETVHHAGOEFANARTODNT 8K
TTIEINFKAMEMVILGTEYAGENKKGT FTVMEYLMPVHENVLTLHS
SCNOGIKNGDVTLFFGLSGTGKTTLSADPHRLLIGDDEHCHSDEGY
FNIEGGCYAKCINLSREXKEPEIFDAIRFGEVLENVIYDSESHEVDY
DDSSITENTRCAYPIDFIPSAKIPCLAPAHPEKNIILLTCDASGVLE
PVSKLTPEQVMYHEI SGYTSKMAGTEQGVTEPEETFSSCFGQPFLS
LHPMRYATHLAEKMHEHSANAWLINTCRTGESYV SEGKRCALKYTR
AILDAIHDGSLAKAEFESLPIENLOVEEAVEGYESELLEPARNWSE
GERKYQSAVERIAGLEVENFETYUDRATSDVLAAGFOL"
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[0185] Mediante el mismo procedimiento que se describié anteriormente, se prepararon un vector recombinante
integrador monodentado pSLh-CkoPCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-CsaPCK, un vector
recombinante integrador monodentado pSLh-DhaPCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
EfePCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-EtaPCK, un vector recombinante integrador
monodentado pSLh-KlaPCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-LelPCK, un vector recombinante
integrador monodentado pSLh-PcaPCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-PlePCK, un vector
recombinante integrador monodentado pSLh-PrePCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-
ScePCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-SodPCK, un vector recombinante integrador
monodentado pSLh-VorPCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-VpoPCK, un vector recombinante
integrador monodentado pSLh-VtuPCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-YbePCK, un vector
recombinante integrador monodentado pSMh-YIiPCK, un vector recombinante integrador monodentado pSMh-
YroPCK y un vector recombinante integrador monodentado pSMh-ZroPCK. A continuacion, se enumeraran los
conjuntos de cebadores que utilizan los vectores respectivos.

[Tabla 28]

Secuencia SEQ ID NO:
CkoPCK-F 5'-GACACTTTTTCAAAATGCGCGTTAACAGCTTAACCC-3' 116
CkoPCK-R 5'-GAAATCAACTTTTGTTCCAGCTTCGGCCCGGC-3' 117
MRVNSLTPODLKAYGINDVQDIVYNESYDLLYQEELDPTLEGYERG 95

VLTNLGAVAVDTGIFTGRSPKDKYIVRODTTRDTLWWS DKGKGRND
HKPLSQETRQHLKGLVTQQLSGKRLETVDAFCGANADTRLSVREIT
EVANQAHFVKNMFL RPADEELYDFREDF IVHNGARCTHEQWKEQGL
HSENFUAF&LTEHIQLZGGTWFGGEHRKGMFEUMHYLLF&KGIA%M
HCSANVGEKGDVAVFFGLEGTGRTTLSTDPRRRLIGDDEHGNDDDG
VEFNFEGGCYAK?TKLSKERZPEIYNAIRROALLENVTVREDGSIDE
DOGSKTENTRYSYPIYHIDNIVKEVSKAGHATKVIFLTADAEGVLY
PVSRLTADQTOYHFLSGETAKLAGTERGYTEPTPTFSACFGAAFLE
LHPTQYAEYLVKRMOASGAQAYLVNTGHNGTGKRISIKDTRATIDA
ILNGSLDNAET FNLPMFDLATI PTELFGVETRILDPRNTYASPEQWD
ERATALAKLEVENFERYTDT PAGEALVSAGERLY

CkoPGK

[Tabla 29]
Secuencia SEQ ID NO.

CsaPCK- 5-GACACTTTTTCAAAATGCGAGTTACAGGCATAACCC-3' 118
F

CsaPCK- 5-GAAATCAACTTTTGTTCGCGCTGTGGGCCTGC-3' 119
R

CsaPCK HEVTGITPODLEAYGINDVOEVYYNEDY DT LYREELDESLEGYERG 96
VLTDLGAVAVDTGIPTGREPRDKY IVRDDTTRDT LK S DNGKGKND
MEPLTPETWQHLEGLVTQOLSGRRLEI IDAFCGANPDSRLIVRETT
EV%WQRHEVKHMFIRPAEBE&EGFEFDFfVﬁNGﬁﬁCTW?DﬁQEQGL
msansvaﬁﬂLTERMQLI@G@WYGGEMK&GM351HN*LLPLK@Iﬂ$M
HCBANVGEKGDVAVEFGLSGTEKTTLS TOPKKRLIGDDEHGHDDDG
VFWFaGccyAﬂTIRLSEEaﬂpnxrﬂazaﬁaamxﬂﬁvwvnﬂnasIDF
DUASKIENTRVSYPIYHIDNIVEPVSKAGHATKVIFLTADAFGVLP
BVSRLTASQTOYHFLSGFTAKLAGTERGYTEETFTFSACFGAAFLY
LHPTQISEVLVRRHQARuAQ&YbVNTGWWGTGKRISKEUTEEIXDH
ILNGSLDDAETFTLPLENLAIPTSLPGYDERILDERNTYASPEQWD
EXAOOLAOLEISNFERY T PAGAALVSAGEOR"

[Tabla 30]
Secuencia SEQ ID NO:

DhaPCK-F 5-GACACTTTTTCAAAATGACACCTCCTACTGCTGTTGA-3' 120
DhaPCK-R 5-GAAATCAACTTTTGTTCAGCATCAGGACCAGCAGC-3' 121
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(continuacion)
Secuencia SEQ ID NO:
MIPPTAVESSINFGEHPTIKETAREVVKOLS LADD TV IRHNAPPPT 97

LYEDGLLEKGTV1S; GALMAY SGKETGRIPKDKRIVDEETETONT
WWGPVNKQVDELTWRISHSRALthRTREKLFVVDAYHGWDPR¥EL
EIRVICARRYBHLFMTK&LIRPTEEELKNFGE?DFTIYEBGQFPEE
VHTKGMTSSTSVEIHFE@MEMVILGTE¥AGE&KKGIFTVMFILMFT
HﬂxxLTLHSSAmQGEQHﬁDVfLFFGLSGTGﬁTTLSAQP&RKLIGDB

PhaPCK EHEWSDMGVFNIEEGCYRHCLBLSAEKEPEIF@SIK?G&IEEN?VY
BQNSKVVD?ABSTIEEWTRGAY?IDFIESAKIEELABEHFTNIvLL
TcnﬁsGVLP?VEKLTHhQVMYHFIssfwamuAGTEEGVTEPQATFs
ACFEQPFLYLHPMEYAQOLSDE TS EHNANANL LI TOHVGASARQGE
WRCSLEYTRATLDATHSGELEKVEFENFPTFHLN Y BRECENVEPSEL
LHPTRANTEGDASFOKEIKSLAGKFRERNF TR Y ADQAT TEVKARGED
A.‘k

[Tabla 31]

Secuencia SEQ ID NO:

EfePCK-F 5'-GACACTTTTTCAAAATGCGCGTGAACAAAAGTTTAACC-3' 122
5t GEA&QCE&CWTTTGTTGﬂﬂTcTTﬁGGﬁGCTGETTETECQA = 123
a

EfePCK-R

EfePCK MRVHEELTBQDIMRYGIREVQDIVYBP&YDLLFQEELB@HLRGYEH 98
GVLTNLGAVAVDTGY FTGRSPKDKYIVRDDTTROT ERWADKGKGEN
DNEPLEPETHQHLKGLYTNQLSGKRLEVYDAFCGANADTRLEVRFT
TEVANQAHEVENMEIRETDEELY DFEPDF IVMNGAKC TN EOHKEQS
LNSENEVAFNLIERMQLIGGTNY GCENRKGMESMMNYLLPLKGIAS
MHCSANVGERGDVAYFEGLSGTCKTTLSTDPRRRLIGDDEHGHDDD
GVENFEGGCYARTIKLEKEAEPE I YNAIRRDALLENVIVREDGTID
FODGSKTENTRVSYPIYHIDNIVEPVS KAGHATEVI ELTADAFGVE
PPYSRLTADQTQYHFLSGFTAKLAGTERGITEPTPTESACFGAAFL
STHPTOYAEVLVERMOAAGAQAY LYNTCRIGTGKRISIKDTRATID
AILHGSLONAETFTLPMFNLATPTELEGYDTEILDPRNTYASPEQW
QEKRETLAKLEIDNEDEYTDTPAGAALVEAGEHM

[Tabla 32]
Secuencia SEQ ID NO:

EtaPCK-F 5-GACACTTTTTTCAAAATGCATGCCACTGGCTTAACT-3' 124
EtaPCK-R 5-GAAATCAACTTTTGTTCACGTTGTGGGCCGGCA-3' 125

EtaPCK MHATGLTARDLASYSE SDVTEIvmvwnmsmsmmmﬁ‘mm 99
TVET&GﬂVAvDTGI?TGR&?KDKYLVRDDTTRDTVWW%BQGRGKHD
NHPLSPEIWQHLKGLVTROLSNKRLEVVDAYCGANBDSRLEVRETT
EVAWQAHFVKNNE IRPTEDELAGFEPDFTVMEGARC THPQROEQEL
NSENFVAFPLIERIQLIGGTHYGGEMEKGHFSIMN Y LLOLKGIASH
hCSAﬂVGEKGEVAVFFGLEGTGKT?LSTDPKHRLIGﬁDEBGWBDEu
VFNFEGG&YAKTIKLSREBEPDEwHA:TRDALLENVTVRADG&VDE
DDGEE TERTRVIYPI YHIENI VKPV&KAG HRREVI ﬁ”ﬁ‘ThﬁhE‘G‘JL B
FVbEbTADQTQ!HFLSGFTAELAGTERGVTEPTPTFS%CFQRAFLT
LHPTOYAEYLVERMQARGRQRY LUNTCHNGSGERISIKDTAAII DN
ILNGDIDKEETFTLPIFNLAVPTALPGVY PATLDPRDTYASPEMAQ
ERADDLADREITHFDEYTDT BAGRALVHAGEOR '

[Tabla 33]
Secuencia SEQ ID NO:
5'~ GRACACTTTTTCAAARTGTCACCRACTAAGACACAMAATTCTS 126

KlaPCK-F -
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(continuacion)

Secuencia

5~ GAARTCARCTTTTGTTCTAATTGCGGACCAGCAGCTANG -
3 4

1HSPTKTQNBBEENIR&ELGLSAE?VTIHENRPAELLYEDHLKERDT

‘EQGIQﬁNBVTLFFGLSGTGKTTLSAHPHHLLIGDDEHCWEDHGV?N

ALSHAGALIARYBGDRTGRSFROKRIVEEETSKDNVIWGEVNRPCSE
RIWEINRERARDYLRTRDHIYIVDAYAGWDPEYRIKVEVVCARAYH
ALFMTHNMLIRESREELEN FGEPDFTVHNAGOFPANTHT SGHMT SETT
VE1W?KQHEM?ILGTEYAGEMKKGEFTVMFYLMEVNHNVLTLH&EA

ZEGGCYAHCLGLB&EKE%EIEHAIKFGSVLEWEIEIPHTREVBYED
sTITEﬂTRCAYPIBYIP&RHIFCLADHHPKWIV&LTﬁDAE@VL??V
BKLTPDQVMYHFISSETEKHAGTEQEVTBPEATFSSEFGQPFLSEH
EHKEATML&EK%HEHEE?BWLINTGWTGSSYVKGGKRC?LK?TRAI
LDAIHBGSLEKBBYEVDPIFﬁLQIPKA?EDKVPAS&LWFEKHﬂAEG

BARYTSHVKSLANLFVENFRTYODRATEQVLARGPRL®

[Tabla 34]
Secuencia

5-GACACTTTTTCAAAATGGCACCCCCAGCAGTA -3'

5-GAAATCAACTTTTGTTCAACATCGGGTCCAGCAGCT -3'

‘MH?EAVESTIKFEGﬂPSIKTTVDPLVKKLWLREDTVERHN%FPPTL
VYEDGLLBKGTTIQSTGﬁthYEEEKTGRS?KDKRI?DEETSEQHIH
‘WGPVWKQVDELTWRTBRERALD?LRTREKL?VVBEF&GWDPKHRIK
VRIIﬁhR&YHﬁLFHTHMLIRFTKEELENFGEPDFTIYRRGQ?PRHV
HTRGMT$ST$VE&H?EDMEHVILﬁTEY&GEMKKGEFTWMFELMPIE
VNHVLTLHSSANEGES&DVTL?FGLSETGKETL&RDEEEKLIGﬂBEH
ﬂWSDHGVFHIEGGEYRKCLDL&&BKEPEXFESIRFG&VLENVVYDP
ATKVVD¥EDBEITEHTECSYPIﬁYiPELKEPCUGGHEKHIVLLTCD
ESG?LPPQEELT?AQVMYHFIHQYTBKMQGTEMGXTﬁPTPﬂ?EAﬂF
EQPFLELHPMHYAQQLAEKIEQHK&M&ELLNTGWEGVGBAHGGKRC
PLEYTRATLDATHSGELDEADTQVES TENLHVPEEIKGVELEVLEE
EVDEREVARLAREFARN PVEYADQATAEVERAGEDV Y

[Tabla 35]
Secuencia

5-GACACTTTTTCAAAATGCAGATCAACGGTATTACCCC-3'

5-GAAATCAACTTTTGTTCGCGCTTCGGCCCTGC-3'

MAPPAVESTIWFEGHPSIKTT?DPLVEKLNLKGDTVIRHNAPPPTL
KEDGLLEKGTTISETG&LMRTSGE&TGRSPKDK&IVEEETSSQHIW
WGPVNEQVDELTWKIERSRBLﬁYLRTREKLFVVDEEAGWEPKEEIK
VRKIC&R&YHE&FNTNHLIRETKEELEEFEEFBPTIYNAGQ?P&HV
HTKGHTSST&VEIﬂFKDNSMVIEGTEYHGEHKKEIFTVM?Y&MPIR
HKVLTL&&S&&EGESGD?TLFFGLSGTGKTTLB&DPWRKLIGDDEE

CWSDHEVFNIEGGCYAKCLDLSAEKEPEIFNSIRFGSVLENVVYDE
ATHVVDYEDSSITENTACSYPIEYIPSLEIPCVGGHPENIVILICD

AEGYLPPYSKLTPRAQVHYAFISGY TEKMAGTEMGITEPTEARSACT

GUPFLVLEPMEYAQQLAEKIEQHERANAY LLNTCWSSVEAARGERED

'?LKY@R&ILB&IﬁSGELDSABTQVFSTFHLHVPKEIKGVPLEV%HE
EVOREEVARLAAKFAENEVEYADQATAEVHARGRDY *
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[Tabla 36]
Secuencia
'~ GACACTTTTTCAAARTGAGCACGATETGTGTCGATARTAN ~
3r '
57~ GRAARTCAACTTPTGITCETCTARCTETGETCOGECTTIARS
= k

METHMCY DK ATHMDL S QY GE LNV IDVIRNPSYEMLFEEETKARLE
VGFEKGIVTELG&V&VDTGIFTGRSPQDKFIVHDDTTKDTEWWEDQ&
“RNQﬁKA%3QGhWNﬁLRSLVTTQLSHKRhF¥vmG?c&hHFDTR&CIE
VITEVANQRHFVENMFIRPTEALLDTFEPDEV IMNGEKCTNEKWOE
_Hsmasmuwmvyygs&xmgzIGGTWYGGEMRxGMFhMMHYFLPLﬁpx
VAI G TLSHBPERAhIGbQEHGWN
UNGUFHFggchA T Lsxmnmpmxvaaxnnnnnmsmvmwaanmq
I tlﬂamq QKTENTRVMEIvnmmvmvsna@ﬁmmEFLSRMFG
VLSPVSKLTPEQTKYHFLsGFTHﬁLﬂGTERGIT%?WPT?&ﬁCFGBh:
FLTLHPTOYAEVLVKRMEARGAEAYLYNTGWNGTCRRISIQDTRET
IDATLDGS IDTAPTROTPI FHLTV P TALPGVDBEILDPROTYTOFL
OWESKATDLAGRE IANEDRY TOPTEGKSLVEAGRQLD® )

[Tabla 37]
Secuencia

5-GACACTTTTTCAAAATGAGCGCTAAAAGCATTACCCT-3'
5-GAAATCAACTTTTGTTCCAGTTTTGGCCCTGCTTTCAC-3'

HIAKSITIKELEKYCIHOVTEVVYNESYELEFTERTREGLEGYRAG
TYTTLEAVAVDTGIFTERS PKDKY IVRDDVTRDTVWWADOGKGEND
NKEMSQEVWADLKRLYTEQLSGKRLEIIDAFCGANADTRLEVRELT
EVAWOAHFVENMFIAPSDEELVGFE PDFIUNNCAKCTHPNNKAQGL
MSENFVQ?E&TERMQEIGGSWYGGEHKKGMFSMMNYLLPLEGIﬁﬁM
HOSANVGEKGDVAIFFGLEGTGRI T LS T DPEREL IGDDEHGH DDDG
W ENFEGGCYAKTINLSEEAEPDIYGAIKRDALLENYMY LADGSVDE
WOGSRTENTRVSYPIYHIENI VEPVEKAGHATKV IFLTADAFGVLE
PYSRLYPEQTOYHFLSCFTAKLAGTERGYTEPTPT FEACFGAATLY
LHPTQYAEYLVKEMERAGAKAY LVHEGHNGTGRRISIRDTRATIDA
1LSGDIERADMIKLEVEDLEL PTALPGVDTNILOPRNTYADKAQND
EXAQDLAERFVENEDEY DT FAGRALVERGEEL

[Tabla 38]
Secuencia

5 GACACTTITTCAARATGICCCCTTCTRAARTGAAYGCTACAG
agE

5- GAAATCAACTTTTGTTCCTCGAATTGAGGACCAGCGGC -3'

MEPEKMNATYGST SEVEQRIRQELALSDEVTTIRRYAFARVLYEDS
LKENETVISSSGALIAYSCYRTGREPRDKRIVEEPTSKDE INNGEY
NKPCSERTWS INRERAADYLRTRDHIYIVDAFACHDEKYRIKVAVY
CARAVHALFMTNMLIRPTEEELARFGERDFTVINAGOFPANLETOD
MESKSTIE INFEAMEMIT LETEYACEMKEGT FTYMEY LMEVHERYL

’TLHSSARQGIQHGDVTLEFGLSGTEKTTLE&EPHRLLIGBDBHC%E

HHGVFEIEGGEYEKCIHLBEEKEPEIFDAIKFGSVLEHVIXEEKEH
VVBIDDSSITBNTRCAYPIDYIFSAKIPCL&BSHPKHIILLTCDAS
GVLPPUSKLTPEQVMYHFESG?TSKMRGTEQGVTEPEPTFSSCFGQ
PEIRLHPIRYQTMLHTKHQQ‘KRNHYLIHTGWTGSSEVSGGKRQPL
K?TR&ILDSIHDGSLENETYETLEIFNLQVFTKVHGVFEELLEPRE
BWSLGESEYRGCAV THEANLEVONFEI YODRATFDVLAAGEQFE
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SodPCK-F
SodPCK-R

SodPCK

VorPCK-F

VorPCK-R

vorPCK

VpoPCK-

VpoPCK

VtuPCK-F

ES 2 811926 T3

[Tabla 39]
Secuencia

5-GACACTTTTTCAAAATGCGTGCTAAAGGTATCACCC-3'

5-GAAATCAACTTTTGTTCCAGCTTCGGCCGGCG-3'

nMﬂAKGITHQDLAA!GIH&EGEIIHREEYQLLFEEETBPSLT@YERW
VVTELGAUAVBTGIFTGRSPEDKYIVEDDTTRDT?WW%DQGKGKHD
:NKPMSEEUW&SLK?3VTEQ&3QKRLEVUDTFEGAWRDEKLKVRFIT
EV&&Q&HFVKN&FIRPSDDELHDFEEDFVVMNEAKC?NFDWQQQEL
HSE%F?AFNLTERHQEEGGTWYGGEMKKGMFSIMNYLLFLK@IE&M
HCERNWGEQGB?AIFFGLSGTGKTTLST@?KRQLIGEEEHGHBBDG
'VFNFEGGCYAKTIRLEEQAEPQIYRAIKRDALBENVT?LEDEEVDE
1HBG$RTEHTRWSYPIYHIQHIVKPVS&&GB&TKUIPET&D&FEV%P
:FVQRLTADQTQYHFLEGEIAE&AGTERGVTBPT?TF%ACFBRRFES
fLHPTQKHEVLVKRMQﬁRGAQAYL‘NTGWMGBGKHIEEQDTRGIIQA
ILBGEI&&AETITLPIFBLAV?TA E&VNPEILDPHATTQSEAQWE
DEARDLACRFITNFORY TOTPAGEALTGAGERL*

[Tabla 40]
Secuencia

e GECACTTTTTDQ&AATGACEGTT%TGGERC&T%&THEGGC -
3!

5- GAAATCAACTTTTGTTCATCTAGCTGAGGACCTGCAGC -3'

MTVMERTKAATI DLTKHGLHNVEEVIRNPEYEMLFEEETRADLEGY
ERGVVTELGAVAVDTGIFTCRIPKDKY IVKDATTEEHMINTSUAVE
NONKPIDOAVINDLEAQVTEQLSGKRVEVIDGYCGANPDTRLSTRY
ITEVAWQAHEVKNMFIRFSEEELTT FEEDEVVMNGAKCTNORNEQH
/GLNEEEFTV?NLTEHMQLIBGTW?GGEMHEGMFANMN?FLPLK&IA
SMHCSANKCKENGDVAI FFGLSGTGKTTLETOPKRELIGODEHGHD
DﬁGV?WFEGﬁﬂYRKTIKL&EEHEFDEYRAIREDALDEHVTVRHDﬁS
IDFDDGSKTENTRVSYPIEHIENIVKEY SRAGHANKVI FLEADAEG
YLEPVSKLTPEQTKYHFLSGETARLAGTERGTTEET BT F SACFGAR
FLTLHPTKYAEVLVKRMEAAGAEAYLVNTGWNGEGRRI S TQDTRGT
IDATLDGSIEERETKHLFIFNLEVPTALHDVDPS I LDPRETY TOPL
OWESEAKDLASRE NN FDRY TDNDECKALVARGPOLD*

[Tabla 41]
Secuencia

5! = GACACTTTTTCAARATGECTCCARCTARRATAGARGATTACT
Bol

MAPTRIEDYSLRERENIIKNIKSNSNVKLDNVMKCLYNKDITIKRN

FPIARLYEDELKEDS TTLSSTGALMAY SGVRTGREPEDERIVERES

SKONINWGEVHEFCSELTHSINRERRI DY LN RRILY VI BAYAGHD

ENYRIKIRVVCARPYHAL FHNNMLIRP TTEELENFGEPDFTINHAG

SEYANSLTROMT SKTS1E INFRINEMT I LG TEYAGEMERGIETUNE

YmwyHmmmESM‘QEVNMGDVTLFEGLSGTGRWLSMEH&E

LIGﬁDEHCWSDHGVFﬂIEGGCYRKCIGEWEEXEPEIFHAIKFGS?L
EHCVYDENTHVVDYDDSRITSHTECRYPIHFIEBRRIPCLT@KHPT
NLILLTCDEEG?LPPVSﬁL?PEQ?MYEPISGY@SKMRGTEQGVTE?

EFTFBRCFGQPELRLHFmﬁﬁﬂﬁﬁbhﬂﬁﬂﬂHHKRS&WLIRTGWTGHS

YTEGGKRCP%KYTRAILD&IHNGSL&HEEYETLEVFNLPIEKNV&R
V?SE&LKESKTW&Q?BVTTEQRVKKLESLEWQNFTIYQDQETEDVI
BRGERLY

[Tabla 42]
Secuencia

B GACACTTPTTCARBATGACCOTPATGEARCATACARAGBEE ~

g¢
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VtuPCK-R

VtuPCK

YbePCK-F

YbePCK-R

YbePCK

YIiPCK-F
YIiPCK-R

YIiPCK
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(continuacion)

Secuencia

5-GAAATCAACTTTTGTTCATCTAGCTGAGGTCCAGCCG-3'

TV HEHTKART I DL TEHGLORVKEVI RN P S YEML FEEETRADLEGY
ERGVVTELGAVAVDTGI FTGREPKDKY IVKDAT T EEHNWHT SDAVE
NDONKPIDORVRNDLKQLVTNQLSGKRY PV 1DGYCGANPDTRLSIRY
ITEVRWORHEVENMPIRPSEKELATFEEDEVVMNGAKCTNOKNERH
GLHSENETVENLTERMOLTGGTWYGOEMKKGHPAMMN Y FLPLKDIA
SMHCSANKCKENGDVAVFFGLIGTEKTTLETDPKAEL IGDDEHEWD
DDGIFNPEGGCYAKT IRLEKEAEPDIYHATRRDALLENVIVREDSS
IDEDDGSKTENTRYSYPIRHIBNIVEEVSKAGHANEY I FLEADAFG
VLEEVSKLTPEQTKYHFLSGFTAKLAGTERGITERTETFSACFGAR
FLTLHPTEYAEVLVEENEAAGAERY LV TGWNGSGRRI SIQDTRGT
IDAILDGSIENAETKHIPIFNLEVPTALHDVDPAILDPRDTYTOPL
OWESKAXDLAERF INRFDEYTDNDEGKELVARGEOLD

[Tabla 43]
Secuencia

5'— GACACTTTT!G&E&ATGA&TETTBAAGG@ATTﬁECCCGC =
3r

5' - GAAATCAACTTTTGTTCGATCTTCGGCCCTGCGCT -3'

MEVEGIPROELARY GIHNVEE IVENPEYDLLEQEETKPTLEGY ERG
TLTTTGAIAVDTGI FTCRSPRDKYIVRDAITODTVIWADOCKGRND
ﬂﬂEﬁSDET%EH&E@&VTEQLSGRRLPVVBT?QGEEADSRLQVRFVT
EVANQAHFVENMEIRETDEELADFEPDF IVMNGAKCTHPNRKEQGL
NSENEVAFNLTERMQLIGGTHYGGEMERGMFSMMNY LLELKGIASN
HCEANVGEKGDVATPFGLEGTCKTTLETDPKRKLIGDDERGWDDDG
VENFPESGCYARTIRLEE EAEPDIYHAIRRDAELEHUW'JL? I:GTvﬂF
NDSSKTENTRVSYPIYHIENIVKEVSKAGHATRY IFLTADAFGVLY

PVSELTQNQTHYHFESGFTBKRAGTERGVTEP??T?S&CFG&&?L&

LHPTQYAEVLVERMOAVGAQAYLVNTGWNGTGRRISTKDTRAIIDA
ILNSBIREAETFTLEI FOLAVEMALEGVDFAT LD PROTYADIAQWD
ERABDLARRETTHFDEY TDT PAGARLMEAG PRI

[Tabla 44]
Secuencia

5-GACACTTTTTCAAAATGTCTCCCCCCGTCAACC-3'
5-GAAATCAACTTTTGTTCAGCCTTAGGGCCGGCA-3'

MSPEUHQTQBHPKGVEFTEﬁﬂEEIEKELYﬂIﬁﬂIEYERVﬂEBH&P&
V%SLYEﬂ&kVQEsGBAINBTGALVASEQKKTG&SFKBKRLVEEEGS
VEHIWNGEVRKRL&EQSWLIHREQAVB?EN 'ﬂRI?VVDhYEGWEP
K¥BIﬁURIVCRRAYHALFMRNMLIRPTA~- : GREDFTIYNAGR
?PENRYTSFMTSNTSIDIHFKSNEMLIL@TEYR@EMHHGIFTVHFT
LMPVKEQVLTLHSEANEGKDGDVTLFFELEGTGKTTLSABENRLLI
GDHEHCWSDTGVFNIEGGCHEKCLGLSREKE?QIEDRIKFGSVLEN
VVEHEITREVEYDDATLmﬁﬁ%RCSEPIE2$PMRRLPCVTEBH?THI
ILLTcDARGVIEPISKLTREQVKYHFISGYTSKNRGQEEG?TE?EA
TFEACEGQEFLVLHFMQRA%HLSDKMTQHHA&AWL&HTGWTGQSYT
ﬁGGKECPLKYTR&ILDRIHS@ELARVEYENFBVFNLQWPRTAPWVP
5EILNP&R&WSGEEEQFTEEVTHLGKLENE&FEKYRDM&IPEVERA
GPKR*
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[Tabla 45]
Secuencia SEQ ID NO:
B GRCRCTT T CRARATEACTETTARRAGEAATTACCOOED ~ 150
i
YroPCK-R 5'-GAAATCAACTTTTGTTCGACTTTTGGCCCAGCACTGA-3 151

YroPCK-F

YroPCK MSVHGITEQELAAYGIHNVSELYYNPSYDLLFQEETKPTLEGYERG 112
TLL@TTG&ﬂVﬂT‘GI FIGREPEDRYIVRIDITRDTVHHADQEKGEND
NEPLSQETRAH LHGLVT&Q’LSGEM EVVDTFCEENADTRLOVREVT:

EVAWOAHEVRNNE I BE T DEELARFE PDFIVHNGARC TN BHWKEQGL
NEENFVAFNLTERMOLIGGTHY GEEMEEGHFSMMNY LLPLEGIASY
HOSANVEERGDVAIFFELEGTEKTTLSTDPERKLIGDDEHGHDDDG:
VFHFEGEC Y AKTIKLSEEAEPDIYHATKRDALLENVVVLPDGTVIE:
WOGSKTENTRVSYPIYHIENIVEPVSRACHATHVIFLTADAFGVLE
PYSHLIASQTOYHELSGFTARLAGTERGVTEPTRT FSRCFSAAFLSE
LHPTOYAEVLIRRMOAVGRAQAY LY ICHREIGRRISIROTREITIDN
ILNGEIDKAETFTLPIFDLAVENAL PSYNEDI LOPEDTYADVAQHG
ERREDLAKRETINFDEY TDTBACARLVSRGERY S

[Tabla 46]
Secuencia SEQ ID NO:

ZroPCK-F |5-GACACTTTTTCAAAATGTCGCCCTCCAAAGTTCC-3' 152

5 - GARATCARCTTITTSTTCCARTIGAGCACOAGCTGCARGAN ~ 153
3!

ZroPCK MEPSKVEVPITDTAEVEEQIRKELALGSEVVTIRHNAPARTLYEDG 113
LEERKTAVVSSCALARY SCSKTGRSPEDKRIIEEET SKNEVHNGEY
NKPASERTWEINRERRADYLRTRDHLYIIDAYAGWDERYRIKVRVI
CARRYHALFMINMIIRES PEELANFGERDETVHNAGQF PANRHTEG
MESETTVEINFRANEMI ILGTEYAGEMERG I FTVHFY LM EVHERVL
TLHESENOGIERGDIVTLFFCLEGTGRTTLSADPHRALTGDDEHCRS
DHEVFNIEGCCYAKCIDLTAEKEPEI YRATEFGEVLENVVFDASNE
BEVDYTDNSITENTRCAYRIDY IFSART POLADKHPENTI VLI TCDAS
GVLEEVSRLTPEQVMYHFI SGYTSEMAGTEQGVIEPETTFISCEGD
PFLALHEMAYATMLARKMHQHNANANL VN TGHTGSS Y TAGEKRCPL
KYTRAILD3IHDGSLSKADYETLPI FHLHT PAKVEGY EDSLLNPAK

SHVEG TRy NSAVKTLATRETERFKIYODOATPOVLEAGEOFS

ZroPCK-R

[Tabla 47]
Nombre de la cepa Nombre de la cepa Nombre de los genes extrafios
transformante hospedadora introducidos
32 IGF836 PrePCK

33 IGF836 ScePCK
34 IGF836 SodPCK
35 IGF836 VorPCK
36 IGF836 VpoPCK
37 IGF836 VtuPCK
38 IGF836 YbePCK
39 IGF836 YIIPCK
40 IQF836 YroPCK
41 IGF836 ZroPCK

<Confirmacion de la expresion de PCK>
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[0186] Para 20 tipos de transformante en los que solo se introdujo el gen PCK, se confirmé una cantidad de
expresion de PCK. Especificamente, cada uno de los transformantes se cultivd con agitacion durante 44 horas en 20
ml de un medio YPDBG, y las células microbianas cultivadas a continuacion se recogieron y pulverizaron usando un
amortiguador de multiples perlas. El lisado de células microbianas obtenido se purificé seguin un protocolo mediante
el uso de gel de afinidad de agarosa al M1 de ANTI-FLAG (marca registrada) (fabricado por Sigma-Aldrich Co. LLC.).
La SDS-PAGE se realizé usando un liquido enzimatico purificado, y la banda detectada se digitalizd usando un
dispositivo de analisis de imagenes LAS 4000, calculando asi una cantidad de expresion relativa. Los resultados de la
cantidad de expresion de PCK (valor relativo) calculada para cada uno de los transformantes se muestran en la figura
12. Los resultados muestran que la expresion de PCK se confirmé en todos los transformantes.

[Ejemplo 6] Preparacion de la cepa de introduccion EcoPCK, la cepa de introduccion GgIPYC y la cepa de introduccion
EcoMDH

[0187] Se prepararon transformantes de pombe en los que se introdujeron PCK derivada de Escherichia coli
(EcoPCK) (SEQ ID NO:154), PYC derivada de Gallus gallus (GgIPYC) (SEQ ID NO:155) y MDH derivada de
Escherichia coli (EcoMDH) (SEQ ID NO:156).

[0188] Especificamente, la cepa IGF836 (cepa de eliminacion génica de S. pombe) preparada en el ejemplo 1
se transformo segun el procedimiento de Bahler y col. (la revista Yeast, 1998, vol. 14, pags. 943-951) mediante el uso
de un digesto de una enzima de restriccion BsiWI de un vector recombinante integrador monodentado pSNh-EcoPCK
que retiene un casete de expresion génica EcoPCK, un vector recombinante integrador monodentado pSLh-GgIPYC
que retiene un casete de expresion génica GgIPYC, o un vector recombinante integrador monodentado pSMh-
EcoMDH que retiene un casete de expresion génica EcoMDH.

[0189] pSNh-EcoPCK se prepard a través del siguiente procedimiento. En primer lugar, mediante el uso de
ADN gendmico total preparado por DNeasy (fabricado por QUIAGEN) a partir del cultivo de Escherichia coli como
plantila y mediante el uso de 2 tipos de ADN oligo sintético (EcoOPCK-F y EcoPCK-R, fabricado por Operon
Biotechnologies) descrito en la tabla 48, se obtuvo un fragmento de ORF de un gen EcoPCK mediante un
procedimiento de RCP utilizando KOD-Dash (fabricado por TOYOBO CO., LTD.). El fragmento de ORF codificaba
EcoPCK (SEQ ID NO:154).

[Tabla 48]
Sequence SEQ ID NO:
EcoPCK- B-GACACTTTITCAAAATGCGOGTTAACAATGOTTTG 157
F ACCS
EcoPCK- 5-GAAATCAACTTTTGTTCCAGCTTCGGACCAGC-3' 158
R
EcoPCK MEVNNGLTPQELEAVGISDVHDIVYNPSYDLIYQEEL 154

DPSLTOYERGVLTNLGAVAVDTGIFTGRSPKDKYIVRD
DTTRDTFWWADKGKGKNDNKPLSPETWQHLEGLVT
 KQLSGKRLFVVDAFCGANPDTRLSVRFITEVAWQAHF
VENMFIRPSDEELAGFKPDFIVMNGAKCTNPQWKEQ
GLNSENFVAFNLTERMQLIGGTWYGGEMKKGMFSM
MNYLLPLKGIASMHCSANVGEKGDVAVFFGLSGTGE
TTLSTDPKRRLIGDDEHGWDDDGVFNFEGGCYAKTIK
LSKEAEPEIYNAIRRDALLENVTVREDGTIDFDDGSKT
ENTRVSYPIYHIDNIVKPVSKAGHATKVIFLTADAFGY
LPPVSRLTADQTQYHFLSGFTAKLAGTERGITEPTPTF
SACFOAAFLSLHPIQYAEVEVERMQAAGAGAYLVNTG
WNGTGERISIKDTRAIIDAILNGSLDNAETFTLPMFNL
AIPTELPGVDTKILDPRNTYASPEQWQEKAETLAKLFT
DNFDKYTDTPAGAALVAAGPKL

35 [0190] Mediante el uso de un kit de clonacion HD In-Fusion (marca registrada) (fabricado por Clontech

Laboratories, Inc.), el fragmento amplificado obtenido se incorporé en pSNh, preparando asi pSNh-EcoPCK. El
procedimiento In-Fusion se realizé seguin el manual incluido en el kit. Es decir, el producto de RCP obtenido se purificd

40
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usando una columna de centrifugacion, se agregd a una solucion de reaccion In-Fusion junto con pSNh y se hizo
reaccionar durante 15 minutos a 50 °C.

[0191] Mediante el mismo procedimiento que se describié anteriormente, se prepararon un vector recombinante
5 integrador monodentado pSLh-GalPYC y un vector recombinante integrador monodentado pSMh-EcoMDH. A
continuacion, se enumeraran los conjuntos de cebadores que utilizan los vectores respectivos.

GgIPYC |5-CATCTTTTTCAAACATGTCGCAGCTGTGTGTCCC-3'

F

GglPYC-
R

GglPYC

EcoMDH-F

[Tabla 49]
Secuencia

5 ATCATCATCATCCTTGTAATCCTCGATCTCGGCGAT
G3

.MSQL‘S‘&’PRGGRALLG&WRLPIMLPPPGSVHSASCQPI

RKVLVANRGEIAIRVFRACTELGLRTVAVYSEQDTGQM
HRQKADEAYIVGRGLPPVQAYLHVPDIIRVARENAVD

ATHPGYGFLSERADFAQACVDAGVRFVGPPPEVVRKM
GDKVEARSIATAAGVPVVPGTSAPVATLGEAQDFAARY

GFPIFKAAHGOGGRGMRAVRGPQELEESFSRASSEA

LAAFGDOALFVEKLMERPRHIEGQILGDKHGNVVHL
YERDCSIQRREQKVVEIAPAARLD PQLRAQLASDAVRI
AQQVGYENAGTVEFLVDRDGKHYPIEVNSRLQVEHT
VIEEITGVDLVQAGQLLVAAGRSLSELCLQQDSVRVNG

CAIQCRVTTEDPARGFQPDTGRIEVFRSGEGMGIRLD

GASAFQGALISPHYDSLLVEVIAHGPDQPSAAAKMSR
ALGEFRIRGVKTNIPFLGQNVLAHPQFLGGAVDTQFIDE

NPELFHLRPSQNRAQKLLHYLGHVMVNGPSTPLEPVE

AKAAVVEPVPPPVPMCSPPEGLRAVLQREGPAGFARA
LRGHRGLLLXDTTFRDAHQSLLATRVRTRDLARIAPFY
AHSLSPLCSMETWGGATFDVAMRFLHECPWERLREL
RRLVPNIPFQMLLRGANAVGYTNYPDNVIYRFCEVAA
ANGMDIFRIFDALNYLPNLLLGVEAVGRAGAVVEAAL
SYTGDVADPTRTKYSLDYYLGLAKELVAAGTHILCIKD
MAGLLTPAAARLLVSSLRDRFPDVPTHVHTHDTAGAAT
ATLLAAANADADVVDVAVDAMSGMTSQPSMGALVAC
ARGTPLDTGIALERVFEYSEYWEGARGLYSAAFDCTAT
MKSGNADVYENEIPGGQYTNLHFQAHAMGLGHKFE
EVKKAYAEANKLLGDLIKVTPSSKVVGDLAQFMVQN
GLSREEAEARADELSFPLSVVEFLQGYIGTPPGGFPEP

FRSKVLEDLPRVEGRPGASLPPLDFEALSQELGARDG

TPPSPEDLLSAALYPKVYAEFRDFTSTFGPVSCLGTRL

FLEGPTIAEEFEVELERGKTLHIKALALGDLNAAGQR

EAFFELNGQLRSILVRDTQALKEMHVHPKADRSAKG

QVGAPMPGEVVEVRVKEGEAVEKGAPLCVLSAMKME
TVVTAPRGGTVSRLHVRPGMSLEGDDLIAEIE

[Tabla 50]
Secuencia

41

5-ACTTTTTCAAACATGAAAGTCGCAGTCCTCGG-3'

SEQ ID NO:
159

160

155

SEQ ID NO:
161



10

15

20

ES 2 811926 T3

(continuacion)

Secuencia SEQ ID NO:
EcoMDH-R 5 ATCATCATCATCCTTGTAATCCTTATTAACGAACTC 162
TTCGCCC S ;
EcoMDH MEVAVLGAAGGIGQALALLLKTQLPSOSELSLYDIAPY 156

TPGVAVDLSHIPTAVKIKGFSGEDATPALEGADYVLISA
GVARKPGMDRSDLFNVNAGIVENLVQQVAKTCPKACI
GITNPYNTTVAIAAEVLKKAGVYDKNKLFGVTTLDIT
RSNTFVAELKGKQPGEVEVPVIGGHSGVTILPLLSQVP
GVSFTEQEVADLTKRIQNAGTEVVEAKAGGGSATLSM
GQAAARFGLSLVRALQGEQGVVECAYVEGDGQYARFF
SQPLLLGKNGVEERKSIGTLSAFEQNALEGMLDTLKK
DIALGEEFVNK

[0192] El nombre y el hospedador de cada uno de los transformantes fabricados y el nombre de los genes
extrafios introducidos se muestran en la tabla 51.

[Table 51]
Nombre de la cepa Nombre de la cepa Genes extrafios
transformante hospedadora introducidos
42 IGF836 EcoPCK
43 IGF836 GgIPYC
44 IGF836 EcoMDH

<Confirmacion de la expresion de PCK, PYC, o MDH>

[0193] Para 3 tipos de transformante en los que solo se introdujo el gen PCK, el gen PYC o el gen MDH, se
confirmé una cantidad de expresion de PCK, PYC o MDH. Especificamente, cada uno de los transformantes se cultivd
con agitacion durante 44 horas en 20 ml de un medio YPDS, y las células microbianas cultivadas a continuacion se
recogieron y pulverizaron usando un amortiguador de multiples perlas. El lisado de células microbianas obtenido se
purificd segun un protocolo mediante el uso de gel de afinidad de agarosa al M1 de ANTI-FLAG (marca registrada)
(fabricado por Sigma-Aldrich Co. LLC.). La SDS-PAGE se realizé usando un liquido enzimatico purificado. Como
resultado, no se detectd ninguna banda en ninguno de los liquidos enzimaticos. Este resultado muestra que incluso si
el gen EcoPCK, el gen GgIPYC o el gen EcoMDH se introducen en S. pombe, estas enzimas no se expresan y, por lo
tanto, no se obtiene actividad eficaz.

[Ejemplo 7] Preparacion de la cepa de produccion de acido malico

[0194] Segun el procedimiento descrito en los ejemplos 2, 3 y 5, se prepararon los transformantes mostrados
en la tabla 52.

Nombre de la cepa Nombre de la cepa [T?\ltzl)?ngi de los genes extrafos introducidos o nombre de los
transformante hospedadora genes eliminados
ASP5127 IGF836 A mae2
ASP5125 IGF836 SoePYC, A mae2
ASP5126 IGF836 DacMDH, A mae2
ASP5087 IGF836 SoePCK, DacMDH, A mae2
AS P5088 IGF836 PlePCK, DacMDH, A mae2
ASP5089 IG F836 YbePCK, DacMDH, A mae2
ASP5132 IGF836 KlaPYC, DacMDH, A mae2
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(continuacion)

Nombre de la cepa Nombre de la cepa | Nombre de los genes extrafios introducidos o nombre de los
transformante hospedadora genes eliminados

ASP5135 IGF836 SpoPYC, DacMDH, A mae2

ASP5215 IGF836 CIliMDH, SoePYC, A mae2

ASP5216 IGF836 HelMDH, ScePYC, Amae2

ASP5217 IGF836 SpuMDH, ScePYC, A mae2

ASP5129 IGF836 CIliMDH, ScePYC, Amae2

ASP5131 IGF836 SpuMDH, ScePYC, A mae2

ASP5235 IGF836 ScePYC, LelPYC, DacMDH, HelMDH, A mae2

[Ejemplo 8] Confirmacion del efecto resultante de la eliminacion de mae2

[0195] Para confirmar el efecto resultante de la eliminacion de mae2, se realizé la produccion fermentativa de
acido malico utilizando la cepa ASP4491, la cepa ASP4964, la cepa ASP4933 y la cepa ASP5127.

[0196] Especificamente, las células microbianas se sembraron en una placa YES y se cultivaron durante 96
horas a 30 °C, obteniendo asi una colonia. La colonia obtenida se subcultivd en 5 ml de un medio YES (tubo de
ensayo) y se cultivé con agitacion durante 24 horas a 30 °C. La solucién microbiana obtenida se subcultivd en 100 ml
de un medio YPDG6 (matraz Sakaguchi) y se cultivd con agitacion durante 44 horas a 30 °C.

[0197] Las células microbianas obtenidas de esta manera se recogieron, se agregaron a 3 ml de un medio de
fermentacion (100 g/l de glucosa, 111 g/l de carbonato de calcio) en el tubo de ensayo para proporcionar 36 g (peso
de células microbianas secas)/l y se fermentaron a 30 °C en condiciones de agitacion. Se recogié una muestra en el
tiempo del liquido fermentado.

[0198] Para la muestra obtenida, se midieron una concentraciéon de glucosa y una concentracién de etanol
usando un biosensor BF-7 (fabricado por QOji Scientific Instruments) basado en un procedimiento de electrodo
enzimatico, y se midié una concentracion de acido malico mediante HPLC. Durante la medicién de HPLC, se utilizé
un cromatografo liquido de alto rendimiento Prominence (fabricado por Shimadzu Corporation), se utilizé Aminex HPX-
87H 300 3 7,8 mm (fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) como columna, se establecié un volumen de inyeccion a
10 ml, se utilizé H,SO4 10 mM como disolvente, se establecié un caudal a 0,6 ml/min, se establecié un tiempo de
medicion a 35 minutos, se establecié una temperatura de medicion a 60 °C y se utilizé un detector de matriz de diodos
(210 nm) y un detector refractométrico diferencial para la deteccion. Cada concentraciéon es una concentracion por
solucion de cultivo o liquido fermentado. Los resultados se muestran en la tabla 53.

[Tabla 53]
Nombre de Tiempo de Concentracion de Concentracion de etanol  Concentracion de acido
la cepa fermentacién [hora] glucosa [g/l] [g/1] malico [g/I]
ASP4491 0 100,0 0,0 0,0
1 33,2 21,1 29
3 0,0 34,3 0,0
20 0,0 24,7 0,0
ASP4964 0 100,0 0,0 0,0
1 26,6 13,8 19,0
3 0,4 19,2 26,7
20 0,3 8,0 28,1
ASP4933 0 100,0 0,0 0,0
1 57,9 10,6 0,0
3 11,8 27,2 3,0
20 0,0 23,4 0,0
ASP5127 0 100,0 0,0 0,0
1 27,0 23,3 2,0
2 0,1 32,9 3,0
31 0,1 0,0 5,3
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[0199] Como resultado, en la cepa ASP4964 de la que se elimind mae2, la cantidad de acido malico producido
aumentoé adicionalmente en aproximadamente 10 veces que en la cepa ASP4491. En contraste, en la cepa ASP4933
obtenida mediante la eliminacién de fum1, que utiliza acido malico como una matriz al igual que mae2, de la cepa
ASP4491, la cantidad de acido malico producido practicamente no aumenté. Ademas, en la cepa ASP5127 de la que
solo se eliminaron mae2 y pdc2 y en la que no se introdujeron PYC y MDH, se confirmd la produccién de acido malico
en una cantidad de aproximadamente 5 g/I.

[Ejemplo 9] Confirmacion del efecto resultante de la introduccion de PCK

[0200] Para confirmar el efecto resultante de la introduccion de PCK, se realizé la produccion fermentativa de
acido malico utilizando la cepa ASP5126, la cepa ASP5087, la cepa ASP5088 y la cepa ASP5089.

[0201] La produccion fermentativa de acido malico se realizdé de la misma manera que en el ejemplo 7. Los
resultados se muestran en la tabla 54.
[Tabla 54]
Nombre de Tiempo de Concentracion de glucosa Concentracion de etanol  Concentracion de acido
la cepa fermentacion [hora] [/ [/ malico [g/I]
ASP5126 0 100,0 0,0 0,0
1 36,8 19,2 12,5
2 3,5 30,8 19,5
31 0,0 0,0 22,2
ASP5087 0 100,0 0,0 0,0
1 78,6 5,8 8,7
2 45,9 12,9 18,5
4 2,7 22,8 31,1
ASP5088 0 100,0 0,0 0,0
1 44,8 9,7 13,3
3 0,5 20,4 22,2
20 0,3 2,0 23,6
ASP5089 0 100,0 0,0 0,0
1 38,3 11,7 13,6
3 0,3 20,6 20,4
20 0,3 4,3 21,3
[0202] Se confirmé que en la cepa ASP5087 en la que se introdujo PCK derivada de Saccharomyces cerevisiae

(ScePCK), la cepa ASP5088 en la que se introdujo PCK derivada de Photobacterium leiognathi (PlePCK), y la cepa
ASP5089 en la que se introdujo PCK derivada de Yersinia bercovieri (YbePCK), se mejor6 aun mas una tasa de
produccion de acido malico y una concentracion final de acido malico que en la cepa ASP5126 en la que no se introdujo
PCK ni PYC.

[Ejemplo 10] Confirmacion del efecto resultante de la introduccion de PYC

[0203] Para confirmar el efecto resultante de la introduccion de PYC, se realizé la produccion fermentativa de
acido malico utilizando la cepa ASP5126, la cepa ASP4964, la cepa ASP5132 y la cepa ASP5135.

[0204] La produccion fermentativa de acido malico se realizdé de la misma manera que en el ejemplo 7. Los
resultados se muestran en la tabla 55.

Tabla 55
Nombre de Tiempo de Concentracion d(—:F glucosa : Concentracion de etanol  Concentracion de acido
la cepa fermentacion [hora] [/ [/ malico [g/I]
ASP5126 0 100,0 0,0 0,0
36,8 19,2 12,5
2 3,5 30,8 19,5
31 0,0 0,0 22,2
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(continuacion)

Nombre de Tiempo de Concentracion de glucosa Concentracion de etanol  Concentracion de acido
la cepa fermentacion [hora] [/ [/ malico [g/I]
ASP4964 0 100,0 0,0
1 20,6 14,1 26,9
2 0,1 18,5 35,3
4 0,0 14,6 35,1
ASP5132 0 100,0 0,0 0,0
1 25,9 8,6 29,7
2 0,0 15,9 42,8
4 0,0 12,0 42,8
ASP5135 0 100,0 0,0 0,0
1 41,6 6,5 27,8
2 9,6 13,0 50,4
4 0,4 14,0 54,5
[0205] Se confirmd que en la cepa ASP4964 en la que se introdujo PYC derivada de Saccharomyces

cerevisiae, la cepa ASP5132 en la que se introdujo PYC derivada de Kluyveromyces lactis (KlaPYC), y la cepa
ASP5135 en la que se introdujo PYC derivada de S. pombe (SpoPYC), se mejoré ain mas una tasa de produccion de
acido malico y una concentracion final de acido malico que en la cepa ASP5126 en la que no se introdujo ninguno de
PCKy PYC.

[Ejemplo 11] Confirmacién del efecto resultante de la introduccién de MDH

[0206] Para confirmar el efecto resultante de la introduccién de MDH, se realizé la produccién fermentativa de
acido malico utilizando la cepa ASP5125, la cepa ASP5215, la cepa ASP5216, la cepa ASP5127, la cepa ASP4964,
la cepa ASP5129 y la cepa ASP5131.

[0207] La produccion fermentativa de acido malico se realizd de la misma manera que en el ejemplo 7. Los
resultados se muestran en la tabla 56.

Tabla 56
Nombre de la cepa Tiempo de Cc[)ncentrac]ién de| Concentracién de Concentracion de acido
fermentacion (hora) glucosa [g/l] etanol [g/l] malico [g/I]
ASP51E5 0 100,0 0,0 0,0
1 36,6 20,4 0,2
2 4,6 33,6 0,5
31 0,1 0,0 3,2
ASP5215 0 100,0 0,0 0,0
1 68,8 8,8 13,5
34,8 17,0 245
4 0,0 24,6 32,6
IASP5216 0 100,0 0,0 0,0
1 73,7 8,3 13,8
2 37,7 16,7 249
4 0,0 23,4 37,1
ASP5217 0 100,0 0,0 0,0
1 71,0 8,0 12,9
2 34,8 18,8 24,2
4 0,0 23,7 35,1
IASP4364 0 100,0 0,0 0,0
1 28,6 13,7 24,0
3 0,3 18,2 35,5
6 0,1 13,7 37,0
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(continuacion)

Nombre de la cepa Tiempo de Concentracion de| Concentracion de Concentracion de acido
fermentacion (hora) glucosa [g/l] etanol [g/l] malico [g/I]

ASP5129 0 100,0 0,0 0,0
1 24,6 15,9 255
3,5 0,0 18,6 35,9
24 0,0 0,0 47,2
ASP5131 0 100,0 0,0 0,0
1 29,1 14,2 28,0
5 0,1 19,8 13,2
6 0,1 13,2 39,5

[0208] Se confirmo que en la cepa ASP5215 en la que se introdujeron CliIMDH y PCK, la cepa ASP5216 en la

que se introdujeron HelMDH y PCK, la cepa ASP5217 en la que se introdujeron SpuMDH y PCK, la cepa ASP4964 en
la que se introdujeron HeIMDH y PYC, la cepa ASP5129 en la que se introdujeron CliIMDH y PYC, y la cepa ASP5131
en la que se introdujeron SpuMDH y PYC, se mejor6 aun mas una tasa de produccion de acido malico y una
concentracion final de acido malico que en la cepa ASP5125 en la que no se introdujo MDH pero se introdujo PYC.

[Ejemplo 12] Confirmacién del efecto resultante del aumento del niUmero de copias de genes introducidos

[0209] Para confirmar el efecto resultante del aumento del nimero de copias de los genes introducidos, se
realizé la produccion fermentativa de acido malico usando la cepa ASP4964 y la cepa ASP5235.

[0210] La produccion fermentativa de acido malico se realizdé de la misma manera que en el ejemplo 7. Los
resultados se muestran en la tabla 57.
[Tabla 57]
Nombre de Tiempo de Concentracion de glucosa Concentracion de etanol  Concentracion de acido
la cepa fermentacion [hora] [g/M [g/M malico [g/I]
ASP4964 0 100,0 0,0 0,0
1 35,5 15,0 22,2
2 0,0 22,6 36,9
4 0,0 19,1 38,4
ASP5235 0 100,0 0,0 0,0
1 49,7 28,4
2 3,7 19,4 53,6
4 0,0 17,7 56,9
[0211] Se confirmé que en la cepa ASP5235 en la que se introdujeron 2 copias de PYC y 2 copias de MDH, se

mejoré aun mas una tasa de produccion de acido malico y una concentracion final de acido malico que en la cepa
ASP4964 en la que se introdujeron una copia de PYC y una copia de MDH.

[Ejemplo 13] Produccioén fermentativa de acido malico en condiciones de no neutralizacion

[0212] Para confirmar la produccion de acido malico en condiciones de no neutralizacion, la produccion
fermentativa de acido malico se realiz6 utilizando la cepa ASP4964 y la cepa ASP5235.

[0213] Especificamente, se agregaron células microbianas cultivadas mediante el mismo procedimiento que
en el ejemplo 7 a 3 ml de un medio de fermentacion (100 g/l de glucosa) en un tubo de ensayo para proporcionar 36
g (peso de células microbianas secas)/l y se fermentaron a 30 °C en condiciones de agitacion. Se recogié una muestra
en el tiempo del liquido fermentado.

[0214] La muestra obtenida se midié de la misma manera que en el ejemplo 7. Los resultados se muestran en
la tabla 58. Como resultado, se confirmé que todas las cepas producian acido malico en condiciones de no
neutralizacion. El pH de la muestra de cepa ASP4964 que se recogid después de que se realizd la fermentacion
durante 1 hora fue de 3,5, y el pH de la muestra que se recogi6 después de que se realizo la fermentacion durante 2
horas fue de 3,0. Ademas, el pH de la muestra de cepa ASP5235 que se recogid después de que se realiz6 la
fermentacion durante 1 hora fue de 3,0, y el pH de la muestra que se recogié después de que se realizo la fermentacion
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durante 2 horas fue de 2,8.

[Tabla 58]

Nombre de la Tiempo de Concentracion de  Concentraciéon de  Concentracion de

cepa fermentacion [hora] glucosa [g/l] etanol [g/l] acido malico [g/l]
ASP4964 0 100,0 0,0 0,0
1 45,9 12,1 14,3
2 11,5 20,5 21,5
4 0,0 23,1 23,3
ASP523S 0 100,0 0,0 0,0
1 51,8 7,6 22,5
2 26,1 14,7 33,6
4 6,0 10,1 38,3
5 1,2 17,6 40,7

5 [0215] La prioridad se reivindica en la solicitud de patente japonesa n.° 2014-135043, depositada el 30 de junio
de 2014.
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LISTADO DE SECUENCIAS
[0216]

<110> ASAHI GLASS COMPANY, LIMITED
<120> TRANSFORMANTE Y PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DEL MISMO, Y PROCEDIMIENTO DE
PRODUCCION DE ACIDO DICARBOXILICO C4
<130> F20150192

<150> JP2014-135043

<151> 30/06/2014

<160> 162

<210>1

<211> 1192

<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<220>

<223> AniPYC

<400> 1

Met Ala Ala Pro Arg Gln Pro Glu Glu Ala Val Asp Asp Thr Glu Phe

Ile Asp Asp His His Asp Gln His Arg Asp Ser Val His Thr Arg Leu
20 25 30
Arg Ala Asn Ser Ala Ile Met Gln Phe Gln Lys Ile Leu Val Ala Asn
35 40 45
Arg Gly Glu Ile Pro Ile Arg Ile Phe Arg Thr Ala His Glu Leu Ser
50 55 60
Leu Gln Thr Val Ala Val Tyr Ser His Glu Asp Arg Leu Ser Met His
65 70 75 80
Arg Gln Lys Ala Asp Glu Ala Tyr Met Ile Gly Lys Arg Gly Gln Tyr
85 90 95
Thr Pro Val Gly Ala Tyr Leu Ala Ile Asp Glu Ile Val Lys Ile Ala
100 105 110
Leu Glu His Gly Val His Leu Ile His Pro Gly Tyr Gly Phe Leu Ser
115 120 125
Glu Asn Ala Glu Phe Ala Arg Lys Val Glu Gln Ser Gly Met Val Phe
130 135 140
Val Gly Pro Thr Pro Gln Thr Ile Glu Ser Leu Gly Asp Lys Val Ser
145 150 155 160
Ala Arg Gln Leu Ala Ile Arg Cys Asp Val Pro Val Val Pro Gly Thr
165 170 175
Pro Gly Pro Val Glu Arg Tyr Glu Glu Val Lys Ala Phe Thr Asp Thr
180 185 190
Tyr Gly Phe Pro Ile Ile Ile Lys Ala Ala Phe Gly Gly Gly Gly Arg
195 200 205
Gly Met Arg Val Val Arg Asp Gln Ala Glu Leu Arg Asp Ser Phe Glu
210 215 220
Arg Ala Thr Ser Glu Ala Arg Ser Ala Phe Gly Asn Gly Thr Val Phe
225 230 235 240
Val Glu Arg Phe Leu Asp Arg Pro Lys His Ile Glu Val Gln Leu Leu
245 250 255
Gly Asp Asn His Gly Asn Val Val His Leu Phe Glu Arg Asp Cys Ser
260 265 270
Val Gln Arg Arg His Gln Lys Val Val Glu Ile Ala Pro Ala Lys Asp
275 280 285
Leu Pro Ala Asp Val Arg Asp Arg Ile Leu Ala Asp Ala Val Lys Leu
290 295 300
Ala Lys Ser Val Asn Tyr Arg Asn Ala Gly Thr Ala Glu Phe Leu Val
305 310 315 320
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Asp
Val
Ala
Thzr
Thr
3B5
Glu
Asn
Val
val
Ile
465
Thr
Val
Val
Leu
Pro
545
Asp
Gly
Len
Thr
Ala
625
Arg
Leu
Ala
Phe
Ile
705
Tyr
Tyr
Gly
Leu
His

785
Ala

Gln
Glu
Gln
Gln
370
Thr
Val
Gly
Lys
Val
450
Pro
Cys
Gly
Ala
Lys
530
Leu
Ser
Cys
Ala
Ser
610
Thr
Leu
Leu
Ile
Arg
690
Lys
Ser
Leu
Ile
Ile
770

Thr

Gln

Gln
His
Ile
355
Asp
Glu
Tyr
Phe
Cys
435
Arg
Phe
Trp
Ser
Val
515
Gly
Asp
Glu
Leu
Thr
595
His
FPhe
Arg
Arg
Tyr
675
Val
Ala
Gly
Asp
Lys
755
Gly
His

Ala

Asn
Thr
340
Gln
Arg
Asp
aArg
Ala
420
Thr
Ala
Leu
Thr
Gln
500
Asn
Asp
Val
Gly
Ile
580
aArg
Ala
Asp
Lys
Gly
660
His
Phe
Val
aAsp
Leu
740
Asp
Ser

aAsp

Gly

Arg
325
Ile
Ile
Ile
Pro
Ser
405
Gly
Cys
Len
Thr
Thr
485
Asn
Gly
Ile
Ser
Pro
565
Met
val
Leu
Val
Leu
645
Ala
Phe
Asp
His
Met
725
val
Met
Ile

Ser

Ala
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Tyr
Thr
Ala
Ser
Ser
390
Ala
Ala
Arg
Val
Ser
470
Phe
Arg
Ser
Ile
Val
550
Glu
Asp
Arg
Ala
Ala
630
Arg
Ash
Cys
Ala
Ala
710
Leu
Asp
Ala
Arg
Ala

790
Asp

Tyr
Glu
Ala
Thr
375
Lys
Gly
Ile
Gly
Glu
455
Leu
Ile
Ala
Ser
Lys
535
Pro
Ala
Thr
Thr
Asn
615
Met
Lys
Gly
Lys
Leu
£95
Ala
Asn
Lys
Gly
Glu
775

Gly

Ala

Fhe
Glu
Gly
360
Arg
Gly
Gly
Ile
Ser
440
Fhe
Leu
Asp
Gln
Ile
520
Pro
Ala
Phe
Thr
Ile
600
Ala
Arg
Ala
Val
Gln
680
Asn
Glu
Fro
val
Val
760
aArg

Thr

Val

Ile
Ile
345
Ala
Gly
Phe
Asn
Thr
425
Thr
Arg
Ser
Asp
Lys
505
Lys
Val
Thr
Ala
Trp
585
Asp
Tyr
Phe
val
Ala
665
Ala
Asp
Gly
Ser
val
745
Leu
Tyr

Gly

Asp
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Glu
330
Thr
Thr
Phe
Ser
Gly
410
Pro
Tyr
Ile
His
Thr
490
Leu
Gly
Leu
Lys
Arg
570
Arg
Leun
Ser
Leu
Pro
650
Tyr
Lys
Val
Val
Lys
730
Gln
Lys
Pro

Val

Ala

Ile
Gly
Leu
Ala
Pro
385
Val
His
Glu
Arg
Pro
475
Pro
Leu
Gln
His
Gly
555
Ala
Asp
Leu
Leu
Tyr
635
Asn
Ser
Lys
Asp
Val
715
Lys
Phe
Pro
Asp
Ala

785
Ala

Asn
Ile
Glu
Ile
380
Asp
Arg
Tyr
Ile
Gly
480
Val
Glu
Ala
Ile
Asp
540
Trp
Val
Ala
Asn
Glu
620
Glu
Ile
Ser
Cys
Gln
700
Glu
Tyr
Lys
Gln
Leu
780

Ser

Thr

Pro
Asp
Gln
365
Gln
Thr
Leu
Asp
Ala
445
Val
Phe
Leu
Tyr
Gly
525
Ala
Lys
Arg
His
Ile
605
Cys
Asp
Pro
Leu
Gly
685
Leu
Ala
Asn
Pro
Ala
765
Pro

Met

Asp

Arg
Ile
350
Leu
Cys
Gly
Asp
Ser
430
Arg
Lys
Val
Phe
Leu
510
Glu
Ala
Gln
Ala
Gln

590
Ala

Trp
Pro
Phe
Pro
670
Val
Glu
Thr
Leu
His
750
Ala
Tle

Ile

Ser

Ile
335
Val
Gly
Arg
Lys
Gly
415
Met
Arg
Thr
Asp
Ala
495
Gly
Pro
Gly
Ile
Asn
575
Ser
His
Gly
Trp
Gln
655
Asp
Asp
Val
Ile
Pro
735
Val
Arg
His
Ala

Leu

Gln
Ala
Leu
Ile
Ile
400
Gly
Leu
Lys
Asn
Gly
480
Leu
Asp
Lys
Lys
Leu
560
Lys
Leu
Glu
Gly
Asp
640
Met
Asn
Ile
Gly
Cys
720
Tyr
Leu
Leu
Val
Cys

800
Ser
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805 810 815
Gly Met Thr Ser Gln Pro Ser Ile Gly Ala Ile Leu Ala Ser Leu Glu
820 825 830
Gly Thr Glu His Asp Pro Gly Leu Asn Ser Ala Gln Val Arg Ala Leu
B35 B40 4945
Asp Thr Tyr Trp Ala Gln Leu Arg Leu Leu Tyr Ser Pro Phe Glu Ala
B50 B55 8460
Gly Leu Thr Gly Pro Asp Pro Glu Val Tyr Glu His Glu Ile Pro Gly
B65 B70 875 880
Gly Gln Leu Thr Asn Leu Ile Phe Gln Ala Ser Gln Leu Gly Leu Gly
885 890 895
Gln Gln Trp Ala Glu Thr Lys Lys Ala Tyr Glu Ser Ala Asn Asp Leu
900 905 9140
Leu Gly Asp Val Val Lys Val Thr Pro Thr Ser Lys Val Val Gly Asp
915 920 925
Leu Ala Gln Phe Met Val Ser Asn Lys Leu Thr Ala Glu Asp Val Ile
930 935 940
Ala Arg Ala Gly Glu Leu Asp Phe Pro Gly Ser Val Leu Glu Phe Leu
945 950 955 960
Glu Gly Leu Met Gly Gln Pro Tyr Gly Gly Phe Pro Glu Pro Leu Arg
965 570 975
Ser Arg Ala Leu Arg Asp Arg Arg Lys Leu Asp Lys Arg Pro Gly Leu
980 985 990
Tyr Leu Glu Pro Leu Asp Leu Ala Lys Ile Lys Ser Gln Ile Arg Glu
995 1000 1005
Asn Tyr Gly Ala Ala Thr Glu Tyr Asp Val Ala Ser Tyr Ala Met Tyr
1010 1015 1020
Pro Lys Val Phe Glu Asp Tyr Lys Lys Phe Val Ala Lys Phe Gly Asp
1025 1030 1035 1040
Leu Ser Val Leu Pro Thr Arg Tyr Phe Leu Ala Lys Pro Glu Ile Gly
1045 1050 1055
Glu Glu Phe His Val Glu Leu Glu Lys Gly Lys Val Leu Ile Leu Lys
1060 1065 1070
Leun Leu Ala Ile Gly Pro Leu Ser Glu Gln Thr Gly Gln Arg Glu Val
1075 1080 1085
Phe Tyr Glu Val Asn Gly Glu Val Arg Gln Val Ser Val Asp Asp Lys
1090 1095 1100
Lys Ala Ser Val Glu Asn Thr Ala Arg Pro Lys Ala Glu Leu Gly Asp
1105 1110 1115 1120
Ser Ser Gln Val Gly Ala Pro Met Ser Gly Val Val Val Glu Ile Arg
1125 1130 1135
Val His Asp Gly Leu Glu Val Lys Lys Gly Asp Pro Ile Ala Val Leu
1140 1145 1150
Ser Ala Met Lys Met Glu Met Val Ile Ser Ala Pro His Ser Gly Lys
1155 1160 1165
Val Ser Ser Leu Leu Val Lys Glu Gly Asp Ser Val Asp Gly Gln Asp
1170 1175 1180
Leu Val Cys Lys Ile Val Lys Ala
1185 1190

<210> 2

<211> 1148

<212> PRT

<213> Brevibacillus brevis
<220>

<223> BbrPYC

<400> 2
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Met Lys Lys Arg Lys Ile Asn Arg Leu Leu Val Ala Asn Arg Gly Glu
5 10 15
Ile Ala Ile Arg Ile Phe Arg Ala Ala Thr Glu Leu Gly Ile Arg Thr
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Val
Ala
Tyr
65

Asp
Ala
Ala
Ile
Thr
145
Ile
Arg
Ala
Glu
Asn
225
Gln
Arg
Tyr
Phe
Thr
305
Ala
Ser
Glu
Trp
Tyr
385
Ile
Arg
Phe
Asp
Arg
465

Val

Asp

Ala
Asp

50
Leu
Ala
Lys
Leu
Glu
130
Leu
Ile
Ser
Arg
Gln
210
Ile
Lys
Glu
Ser
Tyr
290
Glu
Glu
Asp
Asp
Arg
370
Pro
Ser
Thr
Leu
Thr
450
Gln

Asn

Ser

Val

35
Glu
Asp
Val
Arg
Ile
115
Ala
Gln
Lys
Gln
Ser
185
Pro
Val
Val
Asp
Asn
275
Phe
Leu
Gly
Ile
Ala
355
Ser
Gly
Thr
Leu
Glu
435
Ser
Asp

Gly

Pro

20
Tyr

Ser
Ile
His
Cys
100
Asp
Glu
Glu
Gly
Glu
180
Ser
Lys
Tyr
Val
Ile
260
Ala
Ile
Ile
His
Gln
340
Glu
Gly
Ala
Tyr
Arg
420
Asn
Phe
Arg
Tyr

Arg
500

Ser
Tyxr
Glu
Pro

85
Gln
Lys
Ile
Ala
Val
1865
Gly
Phe
His
Leu
Glu
245
Cys
Gly
Glu
Thr
Ala
325
Met
Asn
Gly
Ile
Gly
405
Glu
Val
Ile
Gly
Pro

485
Ile

Glu
Leu
Ser

70
Gly
Glu
Phe
Pro
Leu
150
Ser
Leu
Gly
Ile
Tyr
230
vVal
Gln
Thr
val
Gly
310
Leu
Ser
Asn
Gly
Ile
390
Ala
Fhe
Val
Asp
Thr
470
Gly

Pro

ES 2 811926 T3

Gln
Val

55
Ile
Tyr
Glu
Gly
Val
135
Leu
Gly
Gln
Asn
Glu
215
Glu
Ala
Ala
Val
Asn
295
Ile
Ser
Gly
Phe
Phe
375
Thr
Ser
Arg
Thr
Thr
455
Lys

Leu

Arg

Asp

40
Gly
Ile
Gly
Gly
Asp
120
Ile
Phe
Gly
Asp
Ala
200
Val
Arg
Pro
Ala
Glu
280
Pro
Asp
Asp
Phe
Leu
360
Gly
Pro
Phe
Ile
His
440
Lys
Leu

Pro

Thr

25
Asn

Ala
Glu
Phe
Ile
105
Lys
Pro
Ala
Gly
Ser
185
Lys
Gln
Asp
Ser
Leu
265
Phe
Arg
Ile
Glu
Ala
345
Pro
Val
Phe
Asp
Arg
425
Pro
Pro
Leu
Lys

Pro
505
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Val
Gly
Ile
Leu

a0
Ile
Val
Gly
Lys
Gly
170
Leu
Val
Tle
Cys
Leu
250
Thr
Leu
Ile
Val
Glu
330
Ile
Asp
Arg
Tyr
Gln
410
Gly
Asp
Glu
Ser
Ser

430
Phe

Ser
Lys
Ala

75
Ala
Phe
Glu
Thr
Glu
155
Arg
Asp
Tyr
Leu
Ser
235
Ser
Leu
Leu
Gln
Gln
315
Ile
Gln
Ala
Leu
Asp
395
Ala
Val
Phe
Leu
Tyr
475

Glu

Thr

Ile
Gly

60
Lys
Glu
Ile
Ala
Pro
140
Tyr
Gly
Arg
Leu
Gly
220

Val

Leu

Thr
Val
300
Ser
Gly
Cys
Gly
Asp
380
Ser
Ala
Lys
Leu
Phe
460
Ile

Lys

Gln

His

45
Pro
Arg
Asn
Gly
Arg
125
Glu
Gly
Met
Ala
Glu
205
Asp
Gln
Asp
Lys
Pro
295
Glu
Gln
Ile
Arg
Arg
365
Gly
Leu
Arg
Thr
Ser
445
Ile
Gly

Lys

Fro

30
Arg

Ile
Asn
Ala
Pro
110
Arg
Pro
Tyr
Arg
Arg
150
Arg
Asn
Arg
Asp
Lys
270
Asp
His
Ile
Arg
Val
350
Leu
Gly
Leu
Lys
Asn
430
Gly
Phe
Asp

Pro

Tyr
510

Fhe
Glu
Asp
Glu

95
Ser
Leu
Ile
Pro
Ile
175
Ser
Tyr
His
Arg
Lys
255
Ala
Lys
Thr
Arg
Ala
335
Thr
Ser
Asn
Val
Met
415
Leu
Asn
Pro
Thr
His

495
Pro

Lys
Ala
Ile

80
FPhe
Pro
Ala
Glu
Ile
160
Val
Glu
Leu
Gly
His
240
Leu
Gly
Arg
Ile
Val
320
Gln
Thr
Ala
Gly
Lys
400
Leu
Fro
Tyr
Gly
Ile
480

Fhe

Asp



Gly
Trp
Asp
545
Ala
Leu
Gln
Asn
Thr
625
Glu
Pro
Ala
Thr
Lys
705
Lys
Ser
Ala
Cys
Leu
785
Glu
Tyr
Val
Lys
Ala
865
Ser
Asn
Ser
Phe
Thr
945
Ala

Val

Thr
Ile
530
Ala
Ser
Glu
Glu
Val
610
Asn
Asn
Gly
Glu
Lys
690
Ala
Fro
Ile
Met
Val
770
Ile
Ser
Gln
His
Ala
850
Val
Lys
Glu
Val
Pro
930
Ala
Ala

Leu

Leu

Lys
515
Gln
His
Ile
Met
Ser
595
Leu
Tyr
Gly
Met
Ala
675
Tyr
Gly
Tyr
Pro
Leu
755
Ser
Ala
Phe
Gly
Glu
835
Val
Val
val
Glu
Ile
915
Lys
Arg
Glu

Ser

Lys

Gln
Ala
Gln

Ala

Trp
580
Pro
Phe
Pro
Tle
Gln
660
Ala
Thr
Ala
Ala
Ile
T40
Leu
Ser
Ser
Asn
Phe
B20
Met
Gly
Asn
Val
Asn
800
Gln
Lys
Pro
Leu
Tyr

980
Glu

Ile
Gln
Ser
Glu

565
Gly

Trp
Gln
Asp
Asp
645
Thr
Ile
Leu
His
Ala
725
His
Lys
Met
Leu
Lys
805
Glu
Fro
Leu
Gln
Gly
885
Ile
Fhe
Leu
Gly
Glu
965

Ile

Tyr

ES 2 811926 T3

Leu
Lys
Leu
550
Ala
Gly
Glu
Met
Asn
630
Val
Ala
Cys
Ala
Ile
710
Tyr
Leu
Ala
Ser
Ala
780
Leu
Ser
Gly
Glu
Met
870
Asp
Trp
Phe
Gln
Glu
950
Ala

Met

Gly

Asp
Gln
535
Phe
Thr
Ala
Arg
Leu
615
Ala
Phe
Ile
Tyr
Tyr
695
Leu
Ser
His
Ile
Gly
775
His
Ser
Gly
Gly
Gly
855
Cys
Met
Glu
Gln
Glu
935
Leu
Lys

Tyr

Asp

Lys Glu
520
Val Leu

Ala Thr
Gly Lys

Thr Phe
585

Leu Gln

600

Leu Arg

Ile His
Arg Ile

Glu Ala
665

Thr Gly

680

Tyr Val

Ala Tle
Leu Val

Thr His
745

Glu Ala

760

Leu Thr

Thr Glu
Asp Tyr
Met Lys
825
Gln Tyr
840
Arg Trp
Gly Asp
Ala Leu
Lys Gly
05
Gly Tyr
920
Leu Val
Leu Ala
Ile Gly
Pro Gln

985
Leu Ser

53

Gly
Val
Arg
Leu
570
Asp
Ile
Gly
Ala
Phe
650
Val
Asp
Asn
Lys
Ser
730
Asp
Gly
Ser
Arg
Trp
810
Ala
Thr
Asp
Ile
Phe
890
Thr
Leu
Leu
Pro
Arg
970

Val

Val

Ala
Thr
Val
555
Gly
Thr
Leu
Ala
FPhe
635
Asp
Arg
Ile
Leu
Asp
715
Ala
Thr
Val
Gln
Glu
785
Glu
Ser
Asn
Glu
Val
875
Met
Arg
Gly
Lys
Ile
955
Glu

Tyr

Leu

Asp
Asp
540
Arg
Ser
Thr
Arg
Asn
620
Val
Ser
Glu
Leu
Ala
700
Met
Leu
Ser
Asp
Pro
780
Thr
Asp
Asn
Leu
Val
860
Lys
Val
Leu
Gln
Gly
940
Asp
Pro

Leu

Asn

Gly
525
Thr
Thr
Gly
Met
Gln
605
Gly
Lys
Leu
Ser
Asp
685
Lys
Ala
Lys
Gly
Ile
765
Ser
Gly
Val
Thr
Glu
B45
Lys
Val
Gln
Asp
Pro
925
Arg
Phe
Ser

Gln

Thr

Leu
Thr
Tyr
Leun
Arg
590
Arg
Val
Ala
Asn
Gly
670
Pro
Glu
Gly
Gln
Asn
750
Val
Leu
Leu
Arg
Glu
B30
Gln
His
Thr
Asn
Phe
910
Pro
Asp
Thr
His
Phe

990
Gly

Val
FPhe
Asp
Fhe
575
Phe
Ile
Gly
Ser
655
Lys
Thr
Leu
Leu
Glu
735
Ala
Asp
Asn
Ser
Pro
815

Val

Gln

Pro
Asn
895
Pro
Gly
Ala
Gln
Leu
975
Glu

Thr

Arg

Leu
560
Ser
Leu
Pro
Tyxr
Ala
640
Leu
Val
Lys
Glu
Leu
720
Ile
Gly
Ala
Gly
Leu
800
Tyr
Tyr
Ala
Tyr
Sar
880
Leu
Asp
Gly
FPhe
Val
960
Asp
Gln

Phe



995
Phe Tyr Gly
1010
Gly Lys Thr
1025
Asp Gly Arg

Ile Phe Ile

Lys Ala Glu

1075

Lys Val Leu
1090

Glu His Leu

1105

Ala Pro Leu

Ala Tle Gln

<210>3
<211> 1173
<212> PRT

ES 2 811926 T3

Leu Arg Pro Gly
1015

Leu Ile Ile Lys

1030
Arg Ile Ile Tyr
1045

Arg Asp Gln Ser

1060

Ala Gln Asn Pro

Lys Val Leu Val

1095

Leu Val Ser Glu
1110
Asp Gly Lys Ile
1125
Thr Gly Asp Leu
1140

<213> Debaryomyces hansenii

<220>
<223> DhaPYC
<400> 3

1000
Glu Glu Thr Ala Ile
1020
Leu Val Ala Val Gly
1035
Phe Glu Leu Asn Gly
1050
Ala Lys Val Ser Glu
1065
Ala His Leu Gly Ala
1080
Ala Glu Gly Asp Lys
1100
Ala Met Lys Met Glu
1115
Lys Ala Val Tyr Val
1130
Leu Ile Glu Met Glu
1145

54

1005
Thr Ile Glu Arg

Glu Leu His Pro
1040

Gln Pro Arg Glu

1055
Leu Ile Arg Arg
1070

Ser Met Pro Gly

1085

Val Arg Lys Gly

Thr Thr Ile Gln

1120

Lys Ala Gly Glu
1135



Met
Thr
Ile
Val
Ala
65

Gln
Gly
Glu
Thr
Leu
145
Ile
Pro
Val
Ser
Phe

225
Tyr

Ser
Val
Pro
Ala

50
Asp
Ala
Val
Fhe
His
130
Ala
Ala
Val
Val
Glu
210
Leu

Gly

His

Asp

Ile

35
Ile
Glu
Tyr
Asn
Ala
115
Lys
Ile
Asp
Ile
Arg
195
Ala
Asp

Asn

Gln

Gly
Gly

20
Arg
Phe
Ser
Leu
Met
100
Arg
Thr
Gln
Val
Ile
180
Glu
Lys
Lys

Val

Lys

Asn
Pro
Ile
Ser
Tyr
Gln

85
Ile
Lys
Ile
Asn
Glu
165
Lys
Gly
Thr
Pro
Ile

245
Val

ES 2 811926 T3

Glu

Fhe
His
Val

70
Ile
His
Val
Asp
Gly
150
Glu
Ala
Asp
Ser
Lys
230
His

Val

His
Asn
Arg
Glu

55
Tle
Asp
Pro
Glu
Ala
135
Val
Ala
Ala
Ser
Phe
215
His
Leu

Glu

Lys
Lys
Thr

40
Asp
Gly
Glu
Gly
Glu
120
Val
Pro
Val
Fhe
Val
200
Gly
Ile

Phe

Val

Ile
Ile

25
Ala
Arg
Lys
Ile
Tyr
105
Ala
Gly
Val
Lys
Gly
185
Gly
Asn
Glu
Glu

Ala

55

Asn

10
Leu
His
Leu
Lys
Tle

a0
Gly
Gly
Asp
Val
FPhe
170
Gly
Glu
Gly
Val
Arg

25Q
Pro

Gln
Val
Glu
Ser
Gly

75
Asn
Phe
Ile
Lys
Pro
155
Val
Gly
Ala
Thr
Gln
235
Asp

Ala

Ala
Leu
Met

60
Gln
Tle
Leu
Ser
Val
140
Gly
Glu
Gly
Phe
Cys
220
Leu

Cys

Lys

Arg
Asn
Ser

45
His
FPhe
Ala
Ser
Trp
125
Ser
Thr
Lys
Arg
Glu
205
FPhe
Leu

Ser

Thr

Arg
Arg

30
Met
Arg
Ser
Lys
Glu
110
Ile
Ala
Pro
His
Gly
1490
Arg
Tle
Ala

Val

Leu

Ala

15
Gly
Gln
Leu
Pro
Glu

a5
Asn
Gly
Arg
Gly
Gly
175
Met
Ala
Glu
Asp
Gln

255
Thr

Ser
Glu
Thr
Lys
Val

80
His
Ser
Pro
Thr
Pro
160
Leu
Arg
Val
Arg
Asn
240
Arg

Lys



Ser
Ala
asp
305
Thr
Gln
Lys
Asp
Arg
385
Ala
Ser
Ala
Leu
Thr
465
Gln
Asn
Glu
Glu
Glu
545
Thr
Ala
Ala
Thr
Leu
625
Leu
Ile
Arg
Asp
Ser
705

Leu

Ile

Val
Asn
290
Arg
Ile
Ile
Ile
Pro
370
Ser
Gly
Cys
Leu
Leu
450
Thr
Agn
Gly
Ala
Ile
530
Gln
Leu
Thr
Val
Phe
610
Arg
Arg
Asp
Val
Ala
690
Gly
Gly

Lys

Arg
275
Tyr
His
Thr
Ala
Thr
355
Ser

Ala

Ser

260
Asp

Arg
Tyxr
Glu
Ala
340
Thr
Lys
Gly

Ile

SerG ly

Ile
435
Ala
Phe
Arg
Ser
Leu
515
His
Gly
Leu
Arg
Ala
585
Asp
Gln
Gly
Gln
Phe
675
Val
Asp

Val

Asp

420
Glu

Met
Tle
Ala
Sar
500
Ile

Asn

Pro

Val
580
Leu
Val
Leu
Ala
Phe
660
Asp
Lys
Met

Val

Met
740

Ala
Asn
Phe
Glu
325
Gly
Arg
Asn
Gly
Ile
405
Ser
Phe
Leu
Asp
Thr
485
Ile
Pro
Glu
Glu
Asp
565
Arg
Asn
Cys
Arg
Asn
645
Val
Ala
Lys
Leu
Asp

725
Ala

ES 2 811926 T3

Ile
Ala
Ile
310
Ile
Ala
Gly
Fhe
Asn
390
Ser
Thr
Arg
Thr
Asp
470
Lys
Lys
aAsp
vVal
Lys
550
Thr
Thr
Gly
Met
Lys
630
Gly
Leu
Leu
Ala
Lys
710

Asp

Gly

Leu
Gly
295
Glu
Thr
Ser
Phe
Gln
375
Gly
Pro
Tyr
Ile
Asn
455
Thr
Ile
Gly
Leu
Ala
535
Phe
Thr
Ile
Cys
Arg
615
Leu
Val
Gln
Asn
Gly
695
Pro

Ile

Thr

Thr
280
Thr
Ile
Gly
Leu
Ala
360
Pro
Val
His
Glu
Arg
440
Glu
Pro
Leu
Gln
His
520
Pro
Ala
Trp
Asp
Phe
600
Phe
Val
Ala
Ala
Asp
680
Gly
Gly

Val

Leu

265
Asp

Ala
Asn
Val
Lys
345
Ile
Asp
Arg
Tyr
Ile
425
Gly
Thr
Ser
Ser
Ile
505
Asp
Arg
Gln
Arg
Leu
585
Ala
Leu
Pro
Tyr
Lys
665
Leu
Val
Lys
Lys

Lys
745

56

Ala
Glu
Pro
Asp
330
Gln
Gln
Thr
Leu
Asp
410
Val
Val
Phe
Leu
Tyr
430
Gly
Pro
Gly
Lys
Asp
570
Leu
Leu
Tyr
Asn
Ser
650
Glu
Glu
Ile
Lys
Leu

730
Pro

val
Phe
Arg
315
Ile
Leu
Cys
Gly
Asp
395
Ser
Arg
Lys
Ile
Phe
475
Leu
Glu
Lys
Trp
val
555
Ala
Asn
Glu
Glu
Ile
635
Ser
Asn
Gln
Glu
Tyr
715
Gly

Lys

Lys
Leu
300
Ile
Val
Gly
Arg
Lys
380
Gly
Met
Arg
Thr
Ser
460
Gln
Gly
Pro
Thr
Arg
540
Arg
His
Ile
Cys
Asp
620
Pro
Leu
Gly
Leu
Ala
700
Asn

Thr

Ala

Leu
285
Val
Gln
Ala
Leu
Ile
365
Ile
Gly
Leu
Lys
Asn
445
Gly
Met
Asp
Lys
Gly
525
Gln
Glu
Gln

Ala

Trp
605
Pro
Phe
Pro
Val
Lys
685
Thr
Leu
His

Ala

270
Ala

Asp
Val
Ala
Leu
350
Thr
Glu
Asn
Val
Met
430
Ile
Asp
Ile
Leu
Leu
510
Ile
Val
Phe
Ser
Pro
590
Gly
Trp
Gln
Asp
Asp
670
Val
Val
Glu

Phe

Lys
750

Arg
Glu
Glu
Gln
335
Gln
Thr
Val
Gly
Lys
415
Leu
Fro
Cys
Arg
Ile
495
Asn
Lys
Leu
Asn
Leu
575
Thr
Gly
Ser
Met
Asn
655
Ile
Gly
Cys
Tyr
Leu

735
Ile

Ser
Gln
His
320
Ile
Asp
Glu
Tyr
Phe
400
Cys
Arg
Phe
Trp
Ser
480
Val
Thr
Ile
Leu
Gly
560
Leu
Thr
Ala
Arg
Leu
640
Ala
Phe
Ile
Tyr
Tyr
720
Gly

Leu



Ile
Thr
Lys
785
Met
Glu
Tyr
Lys

Leu
865

Trp

Gln
Ala
Leu
945
Ile
Leu
Tyr
Pro
1
Leu
1025
Glu
Leu
Phe
Thr
Glu
1105
Val
Met
Glu
Ala
<210>4

<211> 1173
<212> PRT

Gly
His
770
Ala
Thr
Val
Trp
Gly
850
Thr
Met
Ile
Phe
Ser

930
Met

Pro
Gly
Lys
010
Ser
Glu
Leu
Phe
Val
1090
Val
Gly
Lys

Ile

Ser
1170

Ala Ile
755
Asp Ser

Gly Ala
Ser Gln

Glu Serx
820

Ala Gln

835

Pro Asp

Asn Leu
Leu Thrx

Val Lys
900

Met Val

915

Glu Leu

Gly Thx
Gly Thx

Pro Ile
980

Ser Asn

995

Val Tyr

Val Leu
Ile Val
Ala Ile

1060

Glu Leu
1075

ES 2 811926 T3

Arg Glu Arg

Ala Gly Thr
775
Asp Val Val
790
Pro Ser Ile
805
Gly Leu Gln

Met Arg Leu

Pro Glu Val
855
Leu Phe Gln
870
Lys Glu Ala
885
Val Thr Pro

Ser Asn Asn

Asp Phe Pro
935
Pro Tyr Gly
950
Lys Arg Val
965
Asp Phe Ala

Ile Asn Glu

Glu Asp Phe
1015
Prco Thr Arg
1030
Val Asp Ile
1045
Gly Glu Ile

Asn Gly Glu

Tyr
760
Gly
Asp
Asn
Ala
Leu
840
Tyr
Ala
Tyr
Thr
Leu
920
Ser
Gly
Lys
Ala
Cys
1000
Arg
FPhe
Glu

Ser

Met
1080

Ser Ile Glu Thr Lys Thr

1095

Gly Ala Pro Met Ala Gly

1110

Asn Glu Val Lys Lys Gly

1125

Met Glu Met Val Ile Sex

1140

Leu Ile Lys Glu Gly Asp

1155
Val Val

<213> Kluyveromyces lactis

<220>

Lys

1160

Pro
Val
Ala
Ala
Ser
825
Tyr
Gln
Gln
Lys
Ser
905
Ser
Ser
Phe
Leu
Val
985
Asp
Glu
Phe
Lys
Gln
1065
Arg
Arg
Val
Asp

Ser
1145

Lys Leu Pro

Ala Ser Met
780
Ala Ser Asn
795
Ile Leu Ala
810
Leu Val Arg

Ser Cys Phe

His Glu Ile
860
Gln Leu Gly
875
Thr Ala Asn
890
Lys Val Val

Glu Glu Asp

Val Leu Asp
940
Pro Glu Pre
955
Asn Asn Arg
970
Lys Glu Glu

Ile Ala Ser

Leu Ser Glu
1020
Leu Lys Ala
1035
Gly Lys Thrx
1050
Gln Thr Gly

Ser Val Thr

Pro Lys Ala

Ile
765
Thr
Ser
Ser
Glu
Glu
845
Pro
Leu
Lys
Gly
Val
925
Phe
Leu
Pro
Leu
Tyr
1005
Lys
Cys
Leu
Thr
Val

1085
Thr

1100
Val Val Glu Ile Arg

1115

His

Glu

Phe
Leu
830
Ala
Gly

Gly

Asp
910
Thr
Met
Arg
Gly
Val
990
Val
Tyr
Asn
Ile
Arg
1070
Asp

Ser

Pro Ile Ala Val Leu

1130

Pro Val Ser Gly Lys

1150

Val
Ala
Ser
Glu
815
Asp
Asp

Gly

Ser

Glu
Thr
Leu
975
Ser
Met
Gly
Ile
Ile
1055
Glu
Asp
Pro
Ser
Ser

1135
Ile

His
Ala
Gly
800
Gly
Asn
Leu
Gln
Lys
880
Gly
Ala
Leu
Gly
Asn
960
Asn
Arg
Tyr
Asp
Asn
1040
Lys
Val
Lys
Asn
Lys
1120
Ala

Gly

Ser Val Asp Ala Asn Asp Leu Ile

57

1165



ES 2 811926 T3

<223> KlaPYC
<400> 4

58



Met
Glu
Ile
Ser
Tyxr
65

Ala
Ile
Lys
Ile
Ala
145
Glu
Lys
Gly
Thr
Pro
225
Val
Val
Ala
Asn
Phe
305
Glu
Gly
Arg
Asn
Gly
385
Ile
Ser
Phe

Leu

Asp
465

Ser
Lys
FPhe
His

50
Val
Ile
His
Val
aAsp
130
Asp
Glu
Ala
Asp
Ala
210
Lys
His
vVal
Ile
Ala
230
Ile
Ile
Ala
Gly
Phe
370
Asn
Ser
Thr
Arg
Thr

450
Asp

Ser
Asn
Arg

35
Glu
Ile
Asp
Pro
Ala
115
Ser
Val
Ala
Ala
Asp
195
Phe
His
Leu
Glu
Leu
275
Gly
Glu
Thr
Thr
Phe
355
Gln
Gly
Pro
Tyr
Ile
435
His

Thr

Gln
Lys

20
Thr
Asp
Gly
Glu
Gly
100
Ala
Val
Pro
Gln
Phe
180
Ile
Gly
Ile
Phe
Val
260
Thr
Thr
Ile
Gly
Len
340
Ala
Pro
Val
His
Glu
420
Arg

Pro

Pro

Leu
Leu

Ala

Glu
Ile

8h
Tyr
Ser
Gly
Val
Ala
165
Gly
Ser
Asn
Glu
Glu
245
Ala
Asp
Ala
Asn
Ile
325
Glu
Ile
aAsp
Arg
Tyr
405
Ile
Gly

Val

Gln

Ala
Leu
His
Leu
Gln

70
Ile
Gly
Gly
Asp
Val
150
FPhe
Gly
Asp
Gly
Val
230
Arg
Pro
Ala
Glu
Pro
310
Asp
Gln
Gln
Thr
Leu
390
Asp
Val
Val

Fhe

Leu
470

ES 2 811926 T3

Gly
Val
Glu
Ser

55
Gly
Asn
Phe
Ile
Lys
135
Pro
Val
Gly
Ala
Thx
215
Gln
Asp
Ala
Val
Phe
295
Arg
Ile
Leu
Cys
Gly
375
Asp
Ser
Arg
Lys
Lys

455
Phe

Leu
Ala
Leu

40
Met
Lys
Ile
Leu
Thr
120
Val
Gly
Asp
Gly
Phe
200
Cys
Leu
Cys
Lys
Lys
280
Leu
Ile
Val
Gly
Arg
360
Arg
Gly
Met
Arg
Thr
440

Ser

Glu

Arg
Asn

25
Ser
His
Tyr
Ala
Ser
105
Trp
Sar
Thr
Lys
Arg
185
Gln
Phe
Leu
Ser
Thr
265
Leu
Val
Gln
Ala
Leu
345
Ile
Ile
Gly
Leu
Lys
425
Asn

Gly

Met

59

Asp

10
Arg
Met
Arg
Thr
Lys

a0
Glu
Val
Ala
Pro
Tyr
170
Gly
Arg
Ile
Ala
Val
250
Leu
Ala
Asp
Val
Ala
330
Met
Thx
Asp
Asn
Val
410
Met
Ile

Glu

Val

Asn
Gly
Lys
Leu
Pro

75
Ser
Asn
Gly
Arg
Gly
155
Gly
Met
Ala
Glu
Asp
235
Gln
Pro
Lys
Asn
Glu
315
Gln
Gln
Thr
Val
Ala
3985
Lys
Leu
Pro

Tyr

Ser
475

Ser
Glu
Thr
Lys

60
Val
His
Ser
Pro
Asn
140
Pro
Phe
Arg
Lys
Arg
220
Asn
Arg
Glu
Glu
Gln
3Q0
His
Ile
Asp
Glu
Tyr
380
Phe
Cys
Arg

Fhe

Trp
460
Ser

Asn
Tle
Val

45
Ala
Gly
Gly
Glu
Pro
125
Leu
Ile
Pro
Val
Ser
205
Phe
Tyr
Arg
Glu
Ala
2B5
Asn
Thr
Gln
Lys
Asp
365
Arg
Ala
Ser
Ala
Leu
445

Thr

Gln

Leu
Pre

30
Ala
Asp
Ala
Val
FPhe
110
Ala
Ala
Glu
Val
Val
180
Glu
Leu
Gly
His
Val
270
Gly
Arg
Ile
Ile
Ile
350
Pro
Ser
Gly
Cys
Leu
430
Leu

Thr

Asn

Met

15
Ile
Ile
Glu
Tyr
Asn

g5
Ala
Ala
Glu
Thr
Ile
175
Arg
Ala
Asp
Asn
Gln
255
Arg
Tyr
His
Thr
Ala
335
Thr
Ser
Ala
Ser
Ser
415
Ile
Thr

FPhe

Arg

Gly
Arg
Tyr
Ala
Leu

BQ
Phe
Glu
Val
Lys
Val
160
Ile
Glu
Ile
Lys
Val
240
Lys
Asp
Arg
Tyr
Glu
320
Ala
Thr
Lys
Gly
Val
400
Gly
Glu
Leu

Ile

Ala
480



Gln
Ile
Pro
Pro
Phe
545
Thr
Tyr
Ala
Arg
Leu
625
Val
Gln
Asn
Gly
Pro
705
Ile
Thr
Lys
Thr
Val
785
Ile
Asn
Leu
Val
Gln
865
Ala
Pro
Lys

Pro

Gly
945

Lys
Lys
His
Pro

530
Ala

Trp
Asp
Phe
Phe
610
Val
Ala
Ala
Asp
Gly
690
Gly
Val
Leu
Tyr
Gly
770
Asp
Asn
Val
Leu
Tyr
850
Ala
Tyr
Thr
Leu
Asp
530
Gly

Lys

Leu
Gly
Leu
515
Ala
Lys
Arg
Leu
Ala
595
Leu
Pro
Tyxr
Lys
Leu
675
Val
Lys
Asn
Lys
Pro
755
Val
Val
Ala
Gly
Tyr
835
Val
Gln
Arg
Ser
Thr
915
Ser

Phe

Leu

Leu
Gln
500
His
Gly
Gln
Asp
Ala
580
Leu
His
Asn
Ser
Asp
660
Glu
Val
Lys
Ser
Pro
740
Glu
Ala
Ala
Leu
Tyr
820
Ser
His
Gln
Glu
Lys
900
Ser
Val

Pro

Thr

His
485
Ile
Asn
Trp
Val
Ala
565
Ala
Glu
Glu
Ile
Ser
645
Asn
Gln
Glu
Tyr
Gly
725
Ser
Leu
Ser
Thr
Leu
805
Val
Cys
Glu
Leu
Ala
885
Val
Asp
Met

Glu

Gln

ES 2 811926 T3

Tyr
Gly
Glu
Arg
Arg
550
His
Ile
Cys
Asp
Pro
630
Leu
Gly
Leu
Ala
Asn
710
Thr

Ala

Pro

Asn
790
Ala
Arg
Phe
Ile
Gly
870
Asn
Val
Asp
Asp
Pro

950
Arg

Leu
Leu
Asp
Asp
535
Lys
Gln
Ala
Trp
Fro
€15
Phe
Pro
Val
Lys
Thr
695
Leu
His
Ala
Ile
Ala
775
Ser
Ala
Glu
Glu
Pro
855
Leu
Leu
Gly
Val
Phe
§35

Leu

Pro

Ala
Pro
Gly
520
Val
Phe
Ser
Fro
Gly
600
Trp
Gln
aAsp
Asp
Val
680
Ile
Asp
Ile
Arg
His
760
Ala

Met

Leu

Ala
840
Gly
Gly
Leu
Asp
Arg
920
Phe
Arg

Gly

Asp
Lys
505
Ser
Leu
Asn
Leu
Thr
585
Gly
Glu
Met
Asn
Ile
665
Gly
Cys
Tyr
Leu
Leu
745
val
Cys
Ser
Asp
Asp
825
Asp
Gly
Glu
Leu
Leu
905
Arg
Glu

Thr

Leu

60

Leu
490
Leu
Leu
Leu
Gly
Leu
570
Thr
Ala
Arg
Leu
Ala
650
Phe
Val
Tyr
Tyr
Gly
730
Leu
His
Ala
Gly
Gly
810
Ala
Leu
Gln
Lys
Gly
890
Ala
Leu
Gly

Asp

Glu

Ala
Thr
Val
Asp
Thr
555
Ala
Ala
Thr
Leu
Leu
635
Ile
Arg
Asp
Ser
Leu
715
Ile
Ile
Thr
Leu
Leu
785
Glu
Tyr
Lys

Leu

Trp
875
Asp
Gln
Ala
Leu
Val

955
Leu

Val
Thr
Asp
Tyr
540
Leu
Thr
His
Phe
Arg
620
Arg
Asp
Val
Ala
Gly
700
Asp
Lys
Gly
His
Ser
780
Thr
Ile
Trp
Gly
Thr
860
Ala
Leu
Phe
Ser
Ile
540

Leu

Ala

Asn
His
Val
825
Gly
Leu
Arg
ala
Asp
605
Thr
Gly
His
Fhe
Val
685
Asp
Ile
Asp
Ser
aAsp
765
Gly
Ser
Asp
Ala
Fro
845
Asn
Glu
vVal
Met
Ser
925
Gly

Arg

Pro

Gly
Pro
510
Ser
Pro
Met
Val
Met
590
val
Leu
Ala
Phe
Asp
670
Lys
Met
Thr
Met
Ile
750
Ser
Ala
Gln
Asn
Glu
830
Asp
Leu
Thr
Lys
Val
910
Leu
Gln

Asn

Phe

Ser
495
Thr
Ala
Glu
Asp
Arg
575
Ser
Ser
Arg
Asn
Val
655
Ala
Lys
Leu
Glu
Ala
735
Arg
Ala
Asp
Pro
Asn
815
Met
Pro
Leu
Lys
Val
B95
Thr
Asp
Pro

Lys

Glu

Ser
Ile
Lys
Glu
Thr
560

Thr

Gly

Lys
Gly
640
Lys
Leu
Ala
Ala
Lys
720
Gly
Ala
Gly
Val
Ser
800
Val
Arg
Glu
Phe
Arg
880
Thr
Asn
Phe
Tyr
Arg
960

Leu



Glu Lys Ile

Cys Asp Val
995
Arg Lys Ile
1010
Asn Phe Leu
1025
Glu Gln Gly

Asn Lys Glu

Leu Arg Lys

1075

Ser Lys Pro
1090

Met Ala Gly

1105

Ala Lys Gly

Val Ile Ser

Asp Gly Glu

1155

Lys
980
Ala
Lys
Ser

Lys

Thr

1060

Val
Lys
Val
Gln

Ser

1140
Asn Val Asp Ala Ser

965
Glu

Ser

Glu

Pro

Thr

1045

Gly
Ser
Ala
Val

Pro

1125

ES 2 811926 T3

Asp Leu
Tyr Asn
Lys Tyr
1015
Pro Val
1030
Leu Ile
Ile Arg
Val Ala

Asp Ala

1095

Val Glu
1110
Val Ala

Ser Thr
985
Met Tyr
1000
Gly Asp

Ile Gly
Ile Lys
Glu Val
1065
Asp Arg
1080
His Asp
Val Lys

Val Leu

Pro Ala Asp Gly Gln

Ala Pro Ala Lys Glu

1170
<210>5
<211> 1174
<212> PRT

<213> Lachancea thermotolerans

<220>
<223> LthPYC
<400> 5

1145

1160

61

870
Arg

Pro
Leu
Glu
Pro
1050
Tyr
Ser
Pro
Val
Ser

1130
vVal

Phe Ser Asp

Lys Val Tyr
1005
Ser Val Leu
1020
Glu Ile Val
1035
Gln Ala Ile

Phe Glu Leu

Gln Lys Val
1085
Phe Gln Ile
1100
His Lys Gly
1115
Ala Met Lys

Lys Glu Val

Asp Leu Leu Val Val

1165

975
Ile Asp
990
Glu Asp

Pro Thr
Val Thr

Gly Asp
1055

Asn Gly

1070

Glu Thr

Gly Ser
Ser Leu

Met Glu
1135

Leu Val

1150

Leu Glu

Glu
Phe
Lys
Ile
1040
Leu
Glu
Val
Pro
Ile
1120
Met

Lys

Glu



Lys
Phe
His
Met
65

Ile
His
Val
Glu
Asp
145
Glu
Ala

Asp

Ser
Asn
Arg
Glu

50
Tle
Asp
Pro
Glu
Ser
130
Val
Ala
Ala

Asp

Lys
Lys
Ser

35
Asp
Gly
Glu
Gly
Ala
115
Val
Pro
Gln
Tyr

Ile
185

Leu
Leu

20
Ala
Arg
Lys
Ile
Tyr
100
Ala
Gly
Val
Ala
Gly

180
Ala

Ala
Leu
His
Leu
Glu
Leu

85
Gly
Gly
Asp
Val
Fhe
165
Gly

Asp
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Gly
Val
Glu
Ser
Gly

70
Lys
Phe
Ile
Lys
Pro
150
Val
Gly

Ala

Leu
Ala
Leu
Met

55
Lys
Ile
Leu
Thr
Val
135
Gly
Glu
Gly

Phe

Arg
Asn
Ser

40
His
Tyr
Ala
Ser
120
Ser
Thr
Glu
Arg

Gln
200

Asp
Arg

25
Met
Arg
Thr
Lys
Glu
105
Ile
2la
Pro
Tyr
Gly

185
Arg

62

Ser

10
Gly
Lys
Leu
Pro
Glu

a0

Asn

Gly

Ser
Glu
Thr
Lys
Val

75
His
Ser

Pro

Argh sn

Gly
Gly
170
Met

Ala

Pro
155
Tyr
Arg

Thr

Asn
Ile
Val
Ala

60
Gly
Asn
Glu
Ser
Leu
140
Tle
Pro

Val

Ser

Leu
Pro
Ala

45
Asp
Ala
Val
Phe
Ala
125
Ala
Asp
Val
Val

Glu
205

Leu
Ile

30
Tle
Glu
Tyr
Asp
Ala
110
Glu
Ala
Ser
Ile
Arg

190
Ala

Gly

15
Arg
Tyr
Ala
Leu
Phe

a5
Gln
Val
Lys
Val
Ile
175
Glu

Lys

Glu
Ile
Ser
Tyr
Ala

80
Ile
Lys
Ile
Ala
Glu
160
Lys
Gly

Thr



Ala
Lys
225
His
Val
Ile
Ala
Ile
305
Tle
Ala
Gly
Phe
Asn
385
Ser
Thr
Arg
Thr
Asp
465
Lys
Lys
Thr
Pro
Phe
545
Thr
Tyr
Ala
Arg
Leu
625
Val
Gln

Asn

Asn

Phe
210
His
Leu
Glu
Leu
Gly
290
Glu
Thr
Ser
Phe
Gln
370
Gly
Pro
Tyr
Ile
Asn
450
Thr
Leu
Gly
Leu
Fro

530
Ala

Trp
Asp
Phe
FPhe
610
Val
Ala
Ala

Asp

Gly

Gly
Ile
Phe
Val
Thr
275
Thr
Ile
Gly
Leu
Ala
355
Pro
Val
His
Glu
Arg
435
Pro
Pro
Leu
Gln
His
515
Ser
Lys
Arg
Leu
Ala
595
Leu
Pro
Tyxr
Lys
Leu

675
Val

Asn
Glu
Glu
Ala
260
Asp
Ala
Asn
Ile
Gln
340
Ile
Asp
Arg
Tyr
Ile
420
Gly
Val
Glu
His
Met
500
Asp
Gly
Ala
Asp
Ala
580
Leu
His
Asn
Ser
Glu
660

Glu

Val

Gly
Val
Arg
245
Pro
Ala
Glu
Pro
Asp
325
Glu
Gln
Thr
Leu
Asp
405
Val
Val
Phe
Leu
Tyr
4B5
Gly
Ser
Trp
Val
Ala
565
Ala
Glu
Glu
Ile
Ser
645
Asn

Gln

Glu
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Thr
Gln
230
Asp
Ala
Val
Phe
Arg
310
Tle
Leu
Cys
Gly
Asp
390
Ser
Arg
Lys
Ile
Phe
470
Leu
Leu
Asn
Arg
Arg
550
His
Ile
Cys
Asp
Pro
630
Leu
Gly

Leu

Ala

Cys
215
Leu
Cys
Lys
Lys
Leu
295
Ile
Val
Gly
Arg
Arg
375
Gly
Met
Arg
Thr
Asp
455
Lys
Ala
Pro
Gly
Gln
535
His
Gln
Ala
Trp
Fro
615
Phe
Pro
Val

Lys

Thr

Phe
Leu
Ser
Thr
Leu
280
Val
Gln
Ala
Leu
Ile
360
Ile
Gly
Leu
Lys
Asn
440
Gly
Met
Asp
Lys
Glu
520
Val
Tyr
Ser
Pro
Gly
600
Trp
Gln
Asp
Asp
Val

680
Ile

Ile
Ala
val
Leu
265
Ala
Asp
val
Ala
Leu
345
Thr
Glu
Asn
Val
Met
425
Ile
Ser
Val
Leu
Leu
505
Val
Leu
Lys
Len
Thr
5B5
Gly
Glu
Met
Asn
Ile
665
Gly

Cys

63

Glu
Asp
Gln
250
Pro
Lys
Asp
Glu
Gln
330
Gln
Thr
Val
Ala
Lys
410
Leu
Pro
Tyr
Ser
Ala
490
His
Ile
Leu
Gly
Leu
570
Thr
Ala
Arg
Leu
Ala
650
Phe

Val

Tyr

Arg
Gly
235
Arg
Lys
Val
Gln
His
315
Ile
Asp
Glu
Tyr
Tyr
385
Cys
Arg
Phe
Trp
Ser
475
Val
Thr
Asp
Glu
Thr
555
Ala
Ala
Thr
Leu
Leu
635
Ile
Arg

Asp

Ser

Phe
220
Tyr
aArg
Asp
Ala
Asn
300
Thr
Gln
Lys
Asp
Arg
380
Ala
Ser
Ala
Leu
Thr
460
Gln
Asn
Gln
Val
Gln
540
Leu
Thr
His
Phe
Arg
620
Arg
Asp
Val

Ala

Gly

Leu
Gly
His
val
Gly
285
Arg
Ile
Ile
Ile
Pro
365
Ser
Gly
Cys
Leu
Leu
445
Thr
Asn
Gly
Pro
Leu
525
Gly
Leu
Arg
Ala
Asp
605
Ile
Gly
His
Phe
val

685
Asp

Asn
Asn
Gln
Arg
270
Tyr
His
Thr
Ala
Ile
350
Ala
Ala
Ser
Ser
Ile
430
Thr
Phe
Arg
Ser
Ser
510
Thr
Pro
Met
Val
Leu
590
Val
Leu
Ala
Phe
Asp
670

Lys

Met

Lys
Val
Lys
255
Asp
Lys
Tyr
Glu
Ala
335
Thr
Lys
Gly
Ile
Gly
415
Glu
Leu
Ile
Ala
Ser
495
Val
Thr
Ala
Asp
Arg
575
Ser
Ala
Arg
Asn
Val
655
Ala

Lys

Leu

Pro
Val
240
Val
Ala
Asn
Phe
Glu
320
Gly
Arg
Asn
Gly
Ile
400
Ser
Phe
Leu
Asp
Gln
480
Ile
Pro
Pro
Gln
Thr
560
Thr
Gly
Met
Lys
Gly
€40
Glu
Leu

Ala

Gln



690
Pro Gly
705
Ile Val

Thr Leun
Lys Tyr

Thr Ala
770

Val Asp

785

Ile Asn

Asn Val
Leu Leu

Val Tyr
B50

Gln Ala

865

Ala Tyr

Pro Thr
Lys Leu
Pro Asp
930
Gly Gly
945
Arg Lys
Ala Gly
Cys Asp
Arg Lys
1010
Asn Phe
1025
Glu Lys
Asn Lys
Leu Arg

Ser Lys
1090

Met Ala Gly Val Ile Ile

1105
Lys Lys

Val Ile
Asp Gly

Ser Val
1170

Lys
Gln
Lys
Pro
755
Val
Val
Ala
Asn
Tyr
B35
Glu
Gln
Arg
Ser
Thr
15
Ser
Phe
Leu
Ile
Val
985
Met
Leu
Gly
Glu

Lys
1075

Pro Lys Ala Asp

Lys
Met
Pro
740
Asp
Ala
Ala
Leu
Met
820
Ser
His
Gln
Asp
Lys
a00
Pro
Val
Pro
Thr
Lys
980
Ala
Arg

Ser

Lys

Tyr
Gly
725
Ser
Leu
Ser
Thr
Leun
805
Val
Cys
Glu
Leu
Ala
885
Val
Asp
Met
Glu
Cys
965
Glu
Ser
Glu

Pro

Thr
1045

ES 2 811926 T3

695
Asn Leu
710
Thr His

Ala Ala
Pro Ile

Met Ala
775

Asn Ser

790

Ala Ser

Arg Glu
Phe Glu

Ile Pro
855

Gly Leu

870

Asn Tyr

Val Gly
Asp Val

Asp Phe
935

Pro Leu

950

Arg Pro

Asp Leu
Tyr Asn

Thr Tyr
1015
Pro Thr
1030
Leu Ile

Thr Gly Leu Arg

1060

Val Ser Val Ile

1095

1110

Asp
Ile
Lys
His

760
Ala

Leu
Leu
Ala
840
Gly
Gly
Leu
Asp
Arg
920
Phe
Arg
Gly
Gln
Met
1000
Gly
Val

Ile

Glu

Tyr
Leu
Leu
745
Val
Cys
Ser
aAsp
Asp
825
Asp
Gly
Glu
Leu
Leu
905
Arg
Glu
Ser
Leu
Asp
985
Tyr
Asp
Gly

Lys

Val

1065

Tyr
Gly
730
Leu
His
Ala
Gly
Gly
810
Ala
Leu
Gln
Lys
Gly
890
Ala
Leu
Gly
Asp
Glu
970
Arg
Fro
Leu
Glu
Pro

1050
Tyr

Asp Lys Ser

1080

Ala His Asp Pro

Glu Val Lys Val

Gly Gln Pro Ile Ala Val Leu Ser

1125

1130

700
Leu Glu
715
Ile Lys

Ile Gly
Thr His

Phe Ala
780

Met Thr

795

Glu Ile

Tyr Trp
Lys Gly

Leu Thr
860
Trp Ala
875
Asp Leu

Gln Phe
Ala Ser

Leu Ile
940

Val Leu

955

Leu Ala

Phe Gly

Lys Val

1

Ser Val

1020

Glu Tle
1035

Gln Ala

Phe Asp
Gln Lys

FPhe Gln
1100
His Lys
1115
Ala Met

Ser Ser Pro Thr Asp Gly Gln Val Lys Asp

1140

1145

Glu Asn Val Asp Ala Ser Asp Leu Leu Val

1155

Pro Preo Lys Glu

1160

64

Ile
Asp
Ser
Asp
765
Gly
Ser
Asp
Ala
Pro
845
Asn
Glu
val
Met
Ser
925
Gly
Lys
Pro
Asp
Tyr
005
Leu
Val
Ile
Leu
Vval
1085
Ile
Gly
Lys

val

Phe
1165

Thr
Met
Ile
750
Ser
Ala
Gln
Thr
Gln
830
Asp
Leu
Thr
Lys
Val
910
Leu
Gln
Asn
Phe
Ile
990
Glu
Pro
Val
Gly
Asn
1070
Asp
Gly

Ser

Met

Asp
Ala
735
Arg
Ala
Asp
Pro
Gly
815
Met
Pro
Leu
Lys
Val
B95
Ser
Asp
Pro
Lys
Asp
975
Asp
Asp
Thr
Thr
Glu
1055
Gly
Thr
Ala

Leu

Glu
1135

Lys
720
Gly
Ala
Gly
Val
Ser
BOO
Val
Arg
Glu
Phe
Arg
BBO
Thr
Asn
Phe
Tyr
Arg
960
Leu
Glu
Phe
Lys
Tle
1040
Leu
Glu
Leu
Pro
Val

1120
Met

Leu Val Lys

1150

Leu Glu Glu



<210> 6

<211> 1179

<212> PRT

<213> Lodderomyces elongisporus
<220>

<223> LelPYC

<400> 6

ES 2 811926 T3
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Ala
Leu
Met
65

Gln
Ile
Leu
Val
Val
145
Gly
Glu
Gly
Phe
Cys
225
Leu
Cys
Lys
Lys
Leu
305
Ile

Val

Gly

Lys
385
Gly

Thr
Arg
Asn
Ser

50
His
Phe
Ala
Ser
Txrp
130
Ser
Thr
Lys
Arg
Lys
210
Phe
Leu
Ser
Asn
Leu
290
Val
Gln
Ala
Leu
Ile
370
Ile

Gly

Ser
Arg
Arg

35
Met
Arg
Thr
Lys
Glu
115
Ile
Ala
Pro
Tyr
Gly
195
Arg
Ile
Ala
Val
Leu
275
Ala
Asp
Val
Ala
Leu
355
Thr
Glu

Asn

Ile
Asp

20
Gly
Gln
Leu
Pro
Lys
100
Asn
Gly
Arg
Gly
Gly
180
Met
Ala
Glu
Asp
Gln
260
Pro
Lys
Glu
Glu
Gln
340
Gln
Thr
Val

Gly

Ala
Ser
Glu
Thr
Lys
Val

85
His
Ser
Pro
Thr
Pro
165
Tyr
Arg
Thr
Arg
Asn
245
Arg
Arg
Ser
Gln
His
325
Ile
Asp
Glu
Tyr

Phe
405

Ser
Thr
Ile
Val
Ala

70
Gly
Asn
Glu
Ser
Leu
150
Ile
Pro
Val
Ser
Phe
230
Tyr
Arg
Glu
Ala
Asn
310
Thr
Gln
Lys
Asp
Arg

390
Ala

ES 2 811926 T3

Ser
Val
Pro
Ala

55
Asp
Ala
Val
Phe
His
135
Ala
Asp
Val
Val
Glu
215
Leu
Gly
His
Val
Asn
295
Arg
Ile
Ile
Ile
Pro
375

Ser

Gly

Asn
Leu
Ile

40
Ile
Glu
Tyr
Asn
Ala
120
Lys
Ile
Asp
Ile
Arg
200
Ala
Asp
Asn
Gln
Arg
280
Tyr
His
Thr
Ala
Thr
360
Ala
Ala

Ser

Thr
Gly

25
Arg
Tyr
Ser
Leu
Met
108
Lys
Thr
Glu
Val
Tle
185
Glu
Lys
Lys
Val
Lys
265
Asp
Arg
Tyr
Glu
Ala
345
Thr
Lys
Gly

Ile

66

Gln

10
Pro
Ile
Ser
Tyr
Gln

90
Ile
Lys
Ile
Asn
Ser
170
Lys
Gly
Thr
Pro
Ile
250
Val
Ala
Asn
Phe
Glu
330
Gly
Arg
Asn

Gly

Ile
410

Asp
Met
Phe
His
Ala

75
Ile
His
Val
Asp
Asp
155
Asp
Ala
Asp
Ala
Lys
235
His
Val
Ile
Ala
Ile
315
Ile
Ala
Gly
Phe
Asn

395
Ser

Gly
Asn
Arg
Glu

60
Ile
Asp
Pro
Glu
Ala
140
Val
Ala
Ala
Asp
Phe
220
His
Leu
Glu
Leu
Gly
300
Glu
Thr
Ser
Phe
Gln
380
Gly

Pro

Arg
Lys
Thr

45
Asp
Gly
Glu
Gly
Gln
125
Val
Pro
Arg
Phe
Ile
205
Gly
Ile
Phe
Ile
Thr
285
Thr
Ile
Gly
Leu
Ala
365
Pro

Val

His

Ile
Ile

30
Ala
Arg
Lys
Ile
Tyr
110
Asn
Gly
Val
Lys
Gly
190
Glu
Asn
Glu
Glu
Ala
270
Asp
Ala
Asn
Val
Gln
350
Ile
Asp
Arg

Tyr

Asn

15
Leu
His
Leu
Lys
Ile

95
Gly
Gly
Asp
Val
Phe
175
Gly
Asp
Gly
Val
Arg
255
Pro
Ala
Glu
Pro
Asp
335
Gln
Gln
Thr

Leu

Asp
415

Gln
Val
Glu
Ser
Gly

80
Asp
Phe
Ile
Lys
Pro
160
Val
Gly
Ala
Thr
Gln
240
Asp
Ala
Val
Phe
Arg
320
Ile
Leu
Cys
Gly
Asp

400
Ser
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Met Leu Val Lys Cys Ser Cys Ser Gly Ser Thr Phe Glu Ile Ala Arg
420 425 430
Arg Lys Met Ile Arg Ala Leu Ile Glu Phe Arg Ile Arg Gly Val Lys
435 440 445
Thr Asn Ile Pro Phe Leu Leu Ala Leu Leu Thr Asn Gln Thr Phe Val
450 455 460
Glu Gly Asp Cys Trp Thr Thr Phe Ile Asp Asp Thr Pro Ser Leu Phe
465 470 475 480
Gln Met Ile Ser Ser Gln Asn Arg Ala Thr Lys Leu Leu Leu Tyr Leu
485 490 495
Ala Asp Leu Tyr Val Asn Gly Ser Ser Ile Lys Gly Gln Ile Gly Tyr
500 505 510
Pro Lys Leu Asp Thr Glu Ala Leu Ile Pro Glu Leu His Glu Pro Arg
515 520 525
Thr Gly Ile Ala Ile Asp Val Asn His Thr Pro Pro Pro Arg Gly Trp
530 535 540
Arg Gln Val Leu Leu Glu Glu Gly Pre Ala Lys Phe Ala Lys Lys Val
545 550 555 560
Arg Glu Phe Lys Gly Cys Leu Ile Thr Asp Thr Thr Trp Arg Asp Ala
565 570 575
His Gln Ser Leu Leu Ala Thr Arg Val Arg Thr Ile Asp Leu Leu Asn
580 5B5 590
Ile Ala Pro Thr Thr Ala Phe Ala Leu Asn Gly Ala Phe Ser Leu Glu
595 600 605
Cys Trp Gly Gly Ala Thr Phe Asp Val Cys Met Arg Phe Leu Tyr Glu
610 615 620
Asp Pro Trp Val Arg Leu Arg Gln Leu Arg Ala Leu Val Pro Asn Ile
625 630 635 640
Pro Phe Gln Met Leu Leu Arg Gly Ala Asn Gly Val Ala Tyr Ser Ser
645 650 655
Leu Pro Asp Asn Ala Ile Asp Gln Phe Val Lys Glu Ala Lys Glu Asn
660 665 670
Gly Val Asp Ile Phe Arg Val Phe Asp Ala Leu Asn Asp Leu Glu Gln
675 680 685
Leu Lys Val Gly Val Asp Ala Val Lys Lys Ala Gly Gly Val Val Glu
690 695 700
Ala Thr Val Cys Tyr Ser Gly Asp Met Leu Lys Pro Gly Lys Lys Tyr
705 710 715 720
Asn Leu Glu Tyr Tyr Leu Asn Phe Val Asp Glu Val Val Lys Met Gly
725 730 735
Thr His Phe Leu Gly Ile Lys Asp Met Ala Gly Thr Leu Lys Pro Ala
740 745 750
Ala Ala Lys Leu Leu Val Gly Glu Ile Arg Lys Arg His Pro Asp Leu
755 760 765
Pro Ile His Val His Thr His Asp Ser Ala Gly Thr Gly Val Ala Ser
770 115 780
Met Thr Glu Cys Ala Lys Ala Gly Ala Asp Val Val Asp Ala Ala Ser
785 780 785 80O
Asn Ser Met Ser Gly Met Thr Ser Gln Pro Ser Ile Ser Ala Ile Leu
BO5 810 815
Ala Ser Phe Glu Gly Ser Ile Glu Ser Gly Leu Ser Glu Gln Leu Val
820 825 830
Arg Glu Leu Asp Glu Tyr Trp Ala Gln Met Arg Leu Leu Tyr Ser Cys
835 840 B45
Phe Glu Ala Asp Leu Lys Gly Pro Asp Pro Glu Val Tyr Ser His Glu
850 855 860
Ile Pro Gly Gly Gln Leu Thr Asn Leu Leu Phe Gln Ala Gln Gln Leu
865 870 875 B8O
Gly Leu Gly Thr Lys Trp Leu Glu Thr Lys Lys Ala Tyr Arg Ile Ala
885 890 895
Asn Lys Ile Leu Gly Asp Leu Val Lys Val Thr Pro Thr Ser Lys Val
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<210>7

Val
Asp
Asp
945
Pro
Arg
Glu
Ser
1

Glu
1025

Gly
Ile
930
Phe
Leu
Pro
Leu
Tyr

010
Lys

Pro Ala

Thr

Gly

Leu

Ser

Thr Val

1090

Asp
915
Asn
Met
Arg
Gly
Gln
995
Val
Tyr
Asn
Ile
Arg

1075
Glu

900
Leu

Arg
Glu
Thr
Leu
980
Ser
Met
Gly
Ile
Ile
1060
Glu

Asp

Ala Gln Gln Pro

1105

Glu Val Arg Thr

Ala Val Leu Ser

Ser Gly Val Val Gly Asp

Ala Asn Asp Leu Ile Thr
1170

<211> 1174
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<223> ScePYC

<400> 7

1155

1140

Ala
Leu
Gly
Asn
965
Ser
Arg
Tyr
Asp
Gly
1045
Lys
Ile
Lys
Asn
His

1125
Ala
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905

Gln Phe Met Val
920
Ala Gly Glu Leu
935

Leu Met Gly Gln
950
Met Leu Gly Asn

Leu Pro Pro Val
985

Tyr Gly Thr Gln

1000
Prc Lys Val Tyr
1015

leu Ser Val Leu

1030

Gln Glu Ile Val

Leu Leu Ala Val

1065

Phe Phe Glu Leu
1080
Thr Ala Ser Val
1085
Asp Val Gly Ala
1110
Lys His Gln Glu

Ser
Asp
Pro
Lys
970
Lys
Val
Glu

Pro

Val

1050

Gly
Asn
Glu
Pro

Val

1130

Asn
Phe

Tyr
955
Arg

Phe
Ser
Ala
1
Thr

1035
Asp

Glu
Gly
Thr
Met

1115
Lys

Met Lys Met Glu Met Ile

1145
Ile Leu Val Lys Glu

1160

1175

68

Ser Ile Leu Lys His

Ser Leu
925

Pro Asp

940

Gly Gly

Gln Lys
Asp Glu
Glu Thr
1005
Tyr Arg
020
Arg Tyr
Ile Glu
Leu Ser
Glu Met
1085
Lys Thr
1100
Ser Gly
lys Gly
Ile Ser

Gly Asp
1165

910
Thr Glu

Ser Val
Phe Pro

Leu Thr
975

Ile Lys

990

Asp Ile

Lys Gln
Phe Leu

Gln Gly
1055
Glu Lys
1070
Arg Ser

Arg Pro
Val Val

Asp Pro
1135

Ala Pro

1150

Ser Val

Glu
Tyr
Glu
960
Gln
Gln
Ala
Val
Lys
1040
Lys
Thr
Val
Lys
Ile
1120
Ile

Val

Asp
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Met Ser Lys Leu Ala Gly Leu Arg Asp Ser Ser Asn Leu Leu Gly Glu
5 10 15
Lys Asn Lys Leu Leu Val Ala Asn Arg Gly Glu Ile Pro Ile Arg Ile
20 25 30
Phe Arg Ser Ala His Glu Leu Ser Met Lys Thr Val Ala Ile Tyr Ser
35 40 45
His Glu Asp Arg Leu Ser Met His Arg Leu Lys Ala Asp Glu Ala Tyr
50 55 60
Met Ile Gly Lys Glu Gly Lys Tyr Thr Pro Val Gly Ala Tyr Leu Ala
65 70 75 80
Ile Asp Glu Ile Leu Lys Ile Ala Lys Glu His Asn Val Asp Phe Ile
85 90 95
His Pro Gly Tyr Gly Phe Leu Ser Glu Asn Ser Glu Phe Ala Gln Lys
100 105 110
Val Glu Ala Ala Gly Ile Thr Trp Ile Gly Pro Ser Ala Glu ValI le
115 120 125
Glu Ser Val Gly Asp Lys Val Ser Ala Arg Asn Leu Ala Ala Lys Ala
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Asp
145
Glu
Ala
Asp
Ala
Lys
225
His
Val
Ile
Ala
Ile
305
Ile
Ala
Gly
Phe
Asn
385
Ser
Thr
Arg
Thr
Asp
465
Lys
Lys
Thr
Pro
Phe
545
Thr

Tyr

Ala

130
val

Ala
Ala
Asp
Phe
210
His
Leun
Glu
Leu
Gly
290
Glu
Thr
Ser
Phe
Gln
370
Gly
Pro
Tyr
Ile
Asn
450
Thr
Leu
Gly
Leu
Pro
530
Ala
Trp
Asp

Phe

Phe
610

Pro
Gln
Tyr
Ile
185
Gly
Ile
Phe
Val
Thr
275
Thr
Ile
Gly
Leu
Ala
355
Pro
Val
His
Glu
Arg
435
Pro
Pro
Leu
Gln
His
515
Ser
Lys
Arg
Leu
Ala

595
Leu

Val
Ala
Gly
180
Ala
Asn
Glu
Glu
Ala
260
Asp
Ala
Asn
Ile
Gln
340
Ile
Asp
Arg
Tyr
Ile
420
Gly
Val
Glu
His
Met
500
Asp
Gly
Ala
Asp
Ala
580

Leu

His

Val
Phe
165
Gly
Asp
Gly
Val
Arg
245
Pro
Ala
Glu
Pro
Asp
325
Glu
Gln
Thr
Leu
Asp
405
Val
Val
Phe
Leu
Tyr
485
Gly
Ser
Trp
Val
Ala
565
Ala

Glu

Glu

Pro
150
val
Gly
Ala
Thr
Gln
230
asp
Ala
val
Phe
Arg
310
Ile
Leu
Cys
Gly
Asp
390
Ser
Arg
Lys
Ile
Phe
470
Leu
Leu
Asn
Arg
Arg
580
His
Ile

Cys

Asp
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135
Gly

Glu
Gly
Phe
Cys
215
Leu
Cys
Lys
Lys
Leu
295
Ile
Val
Gly
Arg
Arg
375
Gly
Met
Arg
Thr
Asp
455
Lys
Ala
Pro
Gly
Gln
535
His
Gln
Ala

Trp

Pro
615

Thr
Glu
Arg
Gln
200
Phe
Leu
Ser
Thr
Leu
2B0
Val
Gln
Ala
Leu
Ile
360
Ile
Gly
Leu
Lys
Asn
440
Gly
Met
Asp
Lys
Glu
520
Val
Tyr
Ser
Pro
Gly

600
Trp

Pro
Tyr
Gly
185
Arg
Ile
Ala
Val
Leu
265
Ala
Asp
Val
Ala
Leu
345
Thr
Glu
Asn
Val
Met
425
Ile
Ser
Val
Leu
Leu
505
Val
Leu
Lys
Leu
Thr
585
Gly

Glu

70

Gly
Gly
170
Met
Ala
Glu
Asp
Gln
250
Pro
Lys
Asp
Glu
Gln
330
Gln
Thr
Val
Ala
Lys
410
Leu
Pro
Tyr
Ser
Ala
490
His
Ile
Leu
Gly
Leu
570
Thr

Ala

Arg

Pro
155
Tyr
Arg
Thr
Arg
Gly
235
Arg
Lys
Val
Gln
His
315
Ile
Asp
Glu
Tyr
Tyr
395
Cys
Arg
Phe
Trp
Ser
475
Val
Thr
Asp
Glu
Thr
555
Ala
Ala

Thr

Leu

140
Ile

Pro
Val
Ser
Phe

220
Tyr

Asp
Ala
Asn
300
Thr
Gln
Lys
Asp
Arg
380
Ala
Ser
Ala
Leu
Thr
460
Gln
Asn
Gln
Val
Gln
540
Leu
Thr
His
Phe

Arg
620

Asp
Val
Val
Glu
205
Leu
Gly
His
Val
Gly
285
Arg
Ile
Ile
Ile
Fro
365
Ser
Gly
Cys
Leu
Leu
445
Thr
Asn
Gly
Pro
Leu
525
Gly
Leu
Arg
Ala
Asp

605
Ile

Ser
Ile
Arg
190
Ala
Asn
Asn
Gln
Arg
270
Tyr
His
Thr
Ala
Ile
350
Ala
Ala
Ser
Ser
Ile
430
Thr
Phe
Arg
Ser
Ser
510
Thr
Pro
Met
Val
Leu
590

Val

Leu

Val
Ile
175
Glu
Lys
Lys
val
Lys
255
Asp
Lys
Tyxr
Glu
Ala
335
Thr
Lys
Gly
Ile
Gly
415
Glu
Leu
Ile
Ala
Ser
495
Val
Thr
Ala
Asp
Arg
575
Ser

Ala

Arg

Glu
160
Lys
Gly
Thr
Pro
Val
240
val
Ala
Asn
Phe
Glu
320
Gly
Arg
Asn
Gly
Ile
400
Ser
Phe
Leu
Asp
Gln
480
Ile
Pro
Pro
Gln
Thr
560
Thr
Gly

Met

Lys



Leu
625
Val
Gln
Asn
Asn
Pro
705
Ile
Thr
Lys
Thr
Val
785
Ile
Asn
Leu
Val
Gln
865
Ala
Fro
Lys
Pro
Gly
945
Arg
Ala
Cys

Arg

Asn

1025

Glu

Asn

Leu

Ser

Met

Val
Ala
Ala
Asp
Gly
690
Gly
Val
Leu
Tyr
Ala
770
Asp
Asn
val
Len
Tyr
850
Ala
Tyr
Thr
Leu
Asp
930
Gly
Lys
Gly

Asp

Lys

1010

Phe
Lys
Lys
Arg

Lys

1090

Pro
Tyr
Lys
Leu
675
Val
Lys
Gln
Lys
Pro
755
Val
Val
Ala
Asn
Tyr
835
Glu
Gln
Arg
Ser
Thr
915
Ser
Phe
Leu
Ile
Val
985
Met
Leu
Gly

Glu

Lys

1075

Pro

Asn Ile

Ser Ser
645

Glu Asn

660

Glu Gln

Val Glu
Lys Tyr

Met Gly
725

Pro Ser

740

Asp Leun

Ala Ser
Ala Thr

Leu Leu
805

Met Val

820

Ser Cys

His Glu
Gln Leu
Asp Ala
885
Lys Val
900
Pro Asp
Val Met
Pro Glu
Thr Cys
965
Lys Glu
980
Ala Ser
Arg Glu

Ser Pro

1045

Thr Gly
1060
Val Ser

Lys Ala

Ala Gly Val Ile

Pro
630
Leu
Gly
Leu
Ala
Asn
710
Thr
Ala
Pro
Met
Asn
790
Ala
Arg
Phe
Ile
Gly
870
Asn
Val
Asp
Asp
Pro
950
Arg
Asp
Tyr

Thr

Pro
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Phe
Pro
Val
Lys
Thr
695
Leu
His
Ala
Ile
Ala
775
Ser
Ser
Glu
Glu
Pro
B55
Leu
Tyr
Gly
Val
Phe
835
Leu
Pro
Leu

Asn

Tyr

1015

Thr

1030
Lys Thr Leu Ile

Len
val

Asp

Arg
Ile

Ala

1095

Gln
Asp
Asp
Val
680
Ile
Asp
Ile
Lys
His

760
Ala

Leu
Leu
Ala
840
Gly
Gly
Leu
Asp
Arg
920
Phe
Arg
Gly

Gln

Met

1000

Gly
Val
Ile
Glu

Asp

1080

His

Met Leu Leu
635
Asn Ala Ile
650
Ile Phe Arg
665
Gly Val Asp

Cys Tyr Ser

Tyr Tyr Leu
715
Leu Gly Ile
730
Leu Leu Ile
745
Val His Thr

Cys Ala Phe

Ser Gly Met
795
Asp Gly Glu
810
Asp Ala Tyr
825
Asp Leu Lys

Gly Gln Leu

Glu Lys Trp
875
Leu Gly Asp
890
Leu Ala Gln
05
Arg Leu Ala

Glu Gly Leu

Ser Asp Val
955
Leu Glu Leu
970
Asp Arg Phe
985
Tyr Pro Lys

Asp Leu Ser

Gly Glu Glu

1035

Lys Pro Gln
1050

Val Tyr Phe

1065

Lys Ser Gln

Asp Pro Phe

Ile Glu Val Lys Val His

71

Arg
Asp
Val
Ala
Gly
700
Glu
Lys
Gly
His
Ala
780
Thr
Ile
Trp
Gly
Thr
860
Ala
Leu
Phe
Ser
Ile
940
Leu
Ala
Gly

val

Val

1020

Ile
Ala
Asp

Lys

Gly
His
FPhe
Val
685
Asp
Ile
Asp
Ser
Asp
765
Gly
Ser
Asp
Ala
Pro
B45
Asn
Glu
Val
Met
Ser
925
Gly
Lys
Pro

Asp

Tyr

1005

Leu

Val

Ile

Leu

Val

1085

Ala Asn Gly
640
Phe Val Glu
655
Asp Ala Leu
670
Lys Lys Ala

Met Leu Gln

Thr Asp Lys
720
Met Ala Gly
735
Ile Arg Ala
750
Ser Ala Gly

Ala Asp Val

Gln Pro Ser
800
Thr Gly Val
815
Gln Met Arg
830
Asp Pro Glu

Leu Leu Phe

Thr Lys Arg
880
Lys Val Thr
895
Val Ser Asn
S10
Leu Asp Phe

Gln Pro Tyr

Asn Lys Arg
960
Phe Asp Leu
975
Ile Asp Glu
990
Glu Asp Phe

Pro Thr Lys

Val Thr Ile
1040
Gly Glu Leu
1055
Asn Gly Glu
1070
Asp Thr Len

Gln Ile Gly Ala Pro

1100

Lys Gly Ser Leu Val
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1105 1110 1115 1120
Lys Lys Gly Gln Pro Ile Ala Val Leu Ser Ala Met Lys Met Glu Met
1125 1130 1135
Val Ile Ser Ser Pro Thr Asp Gly Gln Val Lys Asp Val Leu Val Lys
1140 1145 1150
Asp Gly Glu Asn Val Asp Ala Ser Asp Leu Leu Val Phe Leu Glu Glu
1155 1160 1165

Ser Val Pro Pro Lys Glu

<210> 8

<211> 1216

<212> PRT

<213> Candida orthopsilosis

<220>

<223> CorPYC

<400> 8
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Met Ile Phe Ile Asn Ser Ser Ser Ile Ser Thr Lys Ser Pro Leu Asn

Ser Ile Ser Leu Ser Ser Thr Gln Leu Leu Phe Phe Cys Gln Ile Tyr
20 25 30
Ser Pro Pro Ile Thr Met Thr Ser Leu Gln Pro Thr Ala Thr Gln Asp
35 40 45
Gly Gln Ile Asn Gln Met Arg Arg Ala Ser Ser Val Leu Gly Pro Met
50 55 60
Asn Lys Ile Leu Val Ala Asn Arg Gly Glu Ile Pro Ile Arg Ile Phe
65 70 75 g0
Arg Thr Ala His Glu Leu Ser Met Gln Thr Val Ala Ile Tyr Ser His
85 90 95
Glu Asp Arg Leu Ser Met His Arg Leu Lys Ala Asp Glu Ser Tyr Val
100 105 110
Ile Gly Lys Lys Gly Gln Tyr Ser Pro Val Gly Ala Tyr Leu Gln Ile
115 120 125
Asp Glu Ile Ile Asp Ile Ala Lys Gln His Asn Val Asn Met Ile His
130 135 140
Pro Gly Tyr Gly Phe Leu Ser Glu Asn Ser Glu Phe Ala Arg Lys Val
145 150 155 160
Glu Glu Asn Gly Ile Leu Trp Val Gly Pro Ser Tyr Lys Thr Ile Asp
165 170 175
Ala Val Gly Asp Lys Val Ser Ala Arg Thr Leu Ala Ile Glu Asn Asp
180 185 190
Val Pro Val Val Pro Gly Thr Pro Gly Pro Ile Asp Asp Val Thr Asp
195 200 205
Ala Arg Lys Phe Val Glu Lys Tyr Gly Phe Pro Val Ile Ile Lys Ala
210 215 220
Ala Phe Gly Gly Gly Gly Arg Gly Met Arg Val Val Arg Glu Gly Asp
225 230 235 240
Asp Ile Glu Asp Ala Phe Lys Arg Ala Thr Ser Glu Ala Lys Thr Ala
245 250 255
Phe Gly Asn Gly Thr Cys Phe Ile Glu Arg Phe Leu Asp Lys Pro Lys
260 265 270
His Ile Glu Val Gln Leu Leu Ala Asp Asn Tyr Gly Asn Val Ile His
275 280 285
Leu Phe Glu Arg Asp Cys Ser Val Gln Arg Arg His Gln Lys Val Val
290 295 300
Glu Ile Ala Pro Ala Lys Asn Leu Pro Lys Glu Val Arg Asp Ala Ile
305 310 315 320
Leu Thr Asp Ala Val Lys Leu Ala Lys Ser Ala Asn Tyr Arg Asn Ala
325 330 335
Gly Thr Ala Glu Phe Leu Val Asp Glu Gln Asn Arg His Tyr Phe Ile
340 345 350
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Glu
Thr
Ser
385
Phe
Gln
Gly
Pro
Phe
465
Ile
Asn
Thr
Leu
Gly
545
Leu
Pro
Phe
Thr
Ile
625
Ala
Arg
Leu
Val
Glu
705
Asn
Gly
Pro
Val
Thr
785
Arg

Thr

Val

Ile
Gly
370
Leu
Ala
Fro
Val
His
450
Glu
Arg
Glu
Fro
Leu
530
Gln
His
Pro

Ala

Trp
610
Asp
Phe
Phe
Val
Ala
690
Ala
Asp
Gly
Gly
Val
770
Leu
Tyr
Gly

Asp

Asn
355
Val
Gln
Ile
Asp
Arg
435
Tyxr
Ile
Gly
Thr
Ser
515
Ser
Ile
Asp
Arg
Lys
585
Arg
Leu
Ser
Leu
Fro
675
Tyr
Lys
Leu
Val
Lys
755
Lys
Lys
Pro

Val

Ala

Pro
Asp
Gln
Gln
Thr
420
Leu
Asp
Ala
Val
Phe
500
Leu
Tyr
Gly
Pro
Gly
580
Lys
Asp
Leu
Leu
Tyr
660
Asn
Ser
Gly
Glu
Val
740
Lys
Met
Pro
Glu
Ala

820
Ala

Arg
Ile
Leu
Cys
405
Gly
Asp
Ser
Arg
Lys
485
Ile
Phe
Leu
Tyr
Lys
565
Txrp
Val
Ala
Asn
Glu
645
Glu
Ile
Ser
Asn
Gln
725
Glu
Tyxr
Gly
Ala
Leu
B05

Ser

Ser

Ile
Val
Gly
390
Arg
Lys
Gly
Met
Arg
470
Thr
Lys
Gln
Ala
Pro
550
Thr
Arg
Arg
His
Ile
630
Cys
Asp
Pro
Leu
Gly
710
Leu
Ala
Asn
Thr
Ala
790
Pro

Met

Asn
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Gln
Ala
375
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu
455
Lys
Asn
Gly
Met
Asp
535
Lys
Gly
Gln
Gln
Gln

615
Ala

Trp
Pro
FPhe
Fro
695
Val
Lys
Thr
Leu
His
775
Ala
Ile

Thr

Ser

Val
360
Ala
Leu
Thr
Glu
Asn
440
Val
Met
Ile
Asp
Val
520
Leu
Leu
Ile
Val
Tyr
600
Ser
Pro
Gly
Trp
Gln
680
Asp
Asp
Val
Val
Glu
760
Phe
Arg
His

Glu

Glu
Gln
Gln
Thr
val
425
Gly
Lys
Leu
Pro
Cys
505
Ser
Tyr
Asn
Pro
Leu
585
Asn
Leu
Thr
Gly
Asp
665
Met
Asn
Ile
Gly
Cys
745
Tyr
Leu
Leu
Val
Cys

825
Ser

74

His
Ile
Asp
Glu
410
Tyr
Phe
Cys
Arg
Phe
490
Trp
Ser
Val
Glu
Ile
570
Leu
Gly
Leu
Thr
Ala
650
Arg
Leu
Ala
Phe
Ile
730
Tyr
Tyr
Gly
Leu
His
810

Ala

Gly

Thr
Gln
Lys
385
Asp
Lys
Ala
Ser
Ala
475
Leu
Thr
Gln
Asn
Glu
555
Asp
Glu
Thr
Ala
Ala
635
Thr
Leu
Leu
Ile
Arg
715
Asp
Ser
Leu
Ile
Val
795
Thr

Lys

Leu

Ile
Ile
380
Ile
Fro
Ser
Gly
Cys
460
Leu
Leu
Thr
Asn
Gly
540
Ala
Val
Glu
Leu
Thr
620
Phe
Phe
Arg
Arg
Asp
700
Val
Ala
Gly
Ser
Lys
780
Gly
His
Ala

Thr

Thr
365
Bla
Thr
Ala
Ala
Ser
445
Ser
Ile
Ala
Phe
Arg
525
Ser
Leu
Ala
Gly
Ile
805
Arg
Ala
Asp
Lys
Gly
685
Gln
Phe
Val
Asp
Val
765
Asp
Glu
aAsp

Gly

Ser

Glu
Ala
Thr
Lys
Gly
430
Val
Gly
Glu
Leu
Ile
510
Ala
Ser
Ile
His
Pro
590
Thr
vVal
Leu
Val
Leu
670
Ala
Phe
Asp
Lys
Met
750
val
Met
Ile
Ser
Ala

830
Gln

Glu
Gly
Arg
Asn
415
Gly
Tle
Ser
Phe
Leu
495
Asp
Thr
Ile
Pro
Ile
575
Asp
Asp
Arg
Asn
Cys
655
Arg
Asn
Val
Ala
Lys
735
Leu
Asp
Ala
Arg
Ala
B1l5

Asp

Pro

Ile
Ala
Gly
400
Phe
Asn
Ser
Thr
Arg
480
Thr
Asp
Lys
Lys
Val
560
Pro
Ala
Thr
Thr
Gly
640
Met
Ala
Gly
Lys
Leu
720
Ala
Lys
Glu
Gly
Asn
800
Gly

Val

Ser



<210>9

ES 2

B35
Ile Ser Ala Ile Leu Ala Ser
B50 B55
Ser Glu Ser Leu Val Arg Glu
B65 870
Leu Leu Tyr Ser Cys Phe Glu
885
Val Tyr Ser His Glu Ile Pro
900
Gln Ala Gln Gln Leu Gly Leu
915
Thr Tyr Lys Ile Ala Asn Lys
930 935
Pro Thr Ser Lys Val Val Gly
945 950
Ser Leu Thr Glu Glu Asp Val
965
Pro Asp Ser Val Leu Asp Phe
980
Gly Gly Phe Pro Glu Pro Leu
995
Gln Lys Leu Asp Lys Arg Pro
1010 1015
Ala Ala Ile Arg Lys Glu Leu
1025 1030
Glu Thr Asp Val Ala Ser Tyr
1045
Phe Arg Lys Gln Val Glu Lys
1060
Arg Phe Phe Leu Lys Pro Ala
1075
Ile Glu Lys Gly Lys Thr Leu
1090 1095
Ile Ser Glu Lys Thr Gly Thr
1105 1110
Glu Met Arg Ser Val Ser Val
1125
Lys Thr Arg Pro Lys Ala Ser
1140
Ala Gly Val Val Ile Glu Val
1155
Lys Gly Asp Pro Ile Ala Val
1170 1175
Ile Ser Ala Pro Val Ser Gly
11B5 1150
Gly Asp Ser Val Asp Ala Asn
1205

<211> 1180
<212> PRT
<213> Candida tropicalis

<220>

<223> CtrPYC

<400> 9

811926 T3

B40
Phe Glu Gly Ser Ile
860
Leu Asp Thr Tyr Trp
875
Ala Asp Leu Lys Gly
830
Gly Gly Gln Leu Thr
905
Gly Glu Lys Trp Leu
920
Ile Leu Gly Asp Leu
940
Asp Leu Ala Gln Phe
955
Asn Arg Leu Ala Ser
870
Met Glu Gly Leu Met
985
Arg Thr Asn Met Leu
1000
Gly Leu Tyr Leu Lys
1020
Ile Ser Arg Tyr Gly
1035
Val Met Tyr Pro Lys
1050
Tyr Gly Asp Leu Ser
1065
Asn Ile Gly Glu Glu
1080
Ile Ile Lys Leu Leu

1100

Arg Glu Val Phe Phe
1115
Glu Asp Asn Thr Val
1130
Ala Pro Asn Asp Val
1145

Arg Thr His Lys His
1160

Leu Ser Ala Met Lys

1180

4945
Asp

Ala
Pro
Asn
Gln
925
Val
Met
Glu

Gly

Gly

1005

Pro

Ser

Val

Val

Ile

1085

Ala
Glu
Ser
Gly

Gln

1165

Met

Thr Gly Leu

Gln Met Arg
880
Asp Pro Glu
895
Leu Leu Phe
9140
Thr Lys Glu

Lys Val Thr

Val Ser Asn
960
Leu Asp Phe
975
Lys Pro Tyr
990
Asn Lys Arg

Val Asp Phe

Gln Ile Asp
1040
Phe Glu Ala
1055
Leu Pro Thr
1070
Val Val Asp

Val Gly Glu

Leu Asn Gly
1120
Val Glu Thr
1135
Ala Pro Met
1150
Glu Val Lys

Glu Met Val

Leu Val Asp Asp Leu Leu Val Arg Glu

1195

1200

Asp Leu Ile Thr Ser Ile Leu Lys Ala

1210

75

1215
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Met Ser Val Pro Val Gln Lys Ala Asn Ser Gln Asp Thr Arg Ile Ser
5 10 15
Gln Met Arg Arg Asp Ser Thr Val Leu Gly Pro Met Asn Lys Ile Leu
20 25 30
Val Ala Asn Arg Gly Glu Ile Pro Ile Arg Ile Phe Arg Thr Ala His
35 40 45

76
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Glu Leu Ser Met Gln Thr Val Ala Ile Tyr Ser His Glu Asp Arg Leu
50 55 60
Ser Met His Arg Leu Lys Ala Asp Glu Ser Tyr Val Ile Gly Lys Lys
65 70 75 g0
Gly Gln Phe Ser Pro Val Gly Ala Tyr Leu Gln Ile Asp Glu Ile Ile
85 90 95
Asn Ile Ala Lys Lys His Asn Val Asn Met Ile His Pro Gly Tyr Gly
100 105 110
Phe Leu Ser Glu Asn Ser Glu Phe Ala Arg Lys Val Glu Glu Asn Gly
115 120 125
Ile Ile Trp Ile Gly Pro Ser Tyr Lys Thr Ile Asp Ala Val Gly Asp
130 135 140
Lys Val Ser Ala Arg Thr Leu Ala Ile Glu Asn Asp Val Preo Val Val
145 150 155 160
Pro Gly Thr Pro Gly Pro Ile Glu Thr Val Glu Glu Ala Lys Ala Phe
165 170 175
Val Asp Lys Tyr Gly Leu Pro Val Ile Ile Lys Ala Ala Phe Gly Gly
180 185 190
Gly Gly Arg Gly Met Arg Val Val Arg Glu Gly Asp Asp Ile Glu Asp
195 200 205
Ala Phe Lys Arg Ala Thr Ser Glu Ala Lys Thr Ala Phe Gly Asn Gly
210 215 220
Thr Cys Phe Ile Glu Arg Phe Leu Val Lys Prc Lys His Ile Glu Val
225 230 235 240
Gln Leu Leu Ala Asp Asn Tyr Gly Asn Val Ile His Leu Phe Glu Arg
245 250 255
Asp Cys Ser Val Gln Arg Arg His Gln Lys Val Val Glu Ile Ala Pro
260 265 270
Ala Lys Ser Leu Pro Lys His Val Arg Asp Ala Ile Leu Thr Asp Ala
275 280 285
Val Lys Leu Ala Lys Ser Ala Asn Tyr Arg Asn Ala Gly Thr Ala Glu
290 295 300
Phe Leu Val Asp Ala Gln Asp Arg His Tyr Phe Ile Glu Ile Asn Pro
305 310 315 320
Arg Ile Gln Val Glu His Thr Ile Thr Glu Glu Ile Thr Gly Val Asp
325 330 335
Leu Val Ala Ala Gln Ile Gln Ile Ala Ala Gly Ala Ser Leu Gln Gln
340 345 350
Leu Gly Leu Leu Gln Asp Lys Ile Thr Thr Arg Gly Phe Ala Ile Gln
355 360 365
Cys Arg Ile Thr Thr Glu Asp Pro Thr Lys Asn Phe Gln Pro Asp Thr
370 375 380
Gly Lys Ile Glu Val Tyr Arg Ser Ala Gly Gly Asn Gly Val Arg Leu
385 390 395 400
Asp Gly Gly Asn Gly Phe Val Gly Ser Ile Ile Ser Pro His Tyr Asp
405 410 415
Ser Met Leu Val Lys Cys Ser Cys Ser Gly Ser Thr Tyr Glu Ile Ala
420 425 430
Arg Arg Lys Met Leu Arg Ala Leu Ile Glu Phe Arg Ile Arg Gly Val
435 440 445
Lys Thr Asn Ile Pro Phe Leu Leu Ala Leu Leu Thr Asn Asp Ile Phe
450 455 460
Ile Lys Gly Asp Cys Trp Thr Thr Phe Ile Asp Asp Thr Prc¢ Ser Leu
465 470 475 480
Phe Gln Met Ile Ser Ser Gln Asn Arg Ala Thr Lys Met Leu Ser Tyr
485 490 495
Leu Ala Asp Leu Val Val Asn Gly Ser Ser Ile Lys Gly Gln Val Gly
500 505 510
Tyr Pro Lys Leu Glu Thr Glu Pro Val Val Pro Asp Ile His Glu Pro
515 520 525
Lys Thr Gly Ile Val Ile Asp Val Asn Asn Thr Pro Ala Pro Arg Gly
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530
Trp Arg
545
Val Arg

Ala His
Asn Ile

Glu Cys
610

Glu Asp

625

Ile Pro

Ser Leu
Asn Gly

Gln Leu
690

Glu Ala

7058

Tyr Asn

Gly Thr
Ala Ala

Leu Pro
770

Ser Met

785

Ser Asn

Leu Ala
Val Arg
Cys Phe
B50
Glu Ile
865
Leu Gly
Ala Asn
Val Val
Glu Asp
930
Leu Asp
945
Glu Pro
Glu Arg
Glu Glu

Ala Ser
1010

Gln
Ala
Gln
Ala
595
Trp
Pro
Phe
Pro
Val
675
Thr
Leu
Hisg
Ala
755
Ile
Thr
Ser
Ser
Glu
835
Asp
Pro
Leu
Ser
Gly
915
Val
Phe
Leu
Pro
Leu

995
Tyr

Val
Phe
Ser
580
Ser
Gly
Trp
Gln
Asp
660
Asp
Val
Val
Glu
Phe
740
Lys
His
Gln
Met
Phe
820
Leu
Ala
Gly
Gly
Ile
900
Asp
Asn
Phe
Arg
Gly
980

Ser

Val

Leu
Lys
565
Leu
Thr
Gly
Ala
Met
645
Asn
Ile
Gly
Cys
Tyr
725
Leu
Ile
Val
Cys
Ser
805
Glu
Asp
Asp
Gly
Ser
885
Leu
Leu
Arg
Gln
Thr
965
Leu

Ser

Met

ES 2 811926 T3

535
Leu Glu
550
Gly Thr

Leu Ala
Thr ala

Ala Thr
615

Arg Leu

630

Leu Leun

Ala Ile
Phe Arg

Ile Asp
695

Tyr Ser

710

Tyr Leu

Gly Ile
Leu Ile

His Thr
775

Ala VvVal

790

Gly Met

Gly Ser
Asn Tyr
Leu Lys
855
Gln Leu
870
Gln Trp
Gly Asp
Ala Gln
Leu Ala
935
Gly Leu
950
Asn Ile
Thr Leu
Arg Tyr

Tyr Pro
1015

Glu Gly
Leu Ile

Thr Arg
585

Phe Ala

600

Phe Asp

Arg Lys
Arg Gly

Asp Gln
665

Val Phe

6B0O

Ala Val

Gly Asp
Asn Val

Lys Asp
745

Gly Glu

760

His Asp

Ser Gly
Thr Ser

Ile Asp
825

Trp Ala

840

Gly Pro

Thr Asn
Val Gln

Leu Val
905

Phe Met

920

Ala Glu

Met Gly
Leu Gly
Pro Pro

985
Gly Gly

1000
Lys Val

78

Pro
Thr
570
Val
Leu
Val
Leu
Ala
650
Phe
Asp
Lys
Met
Val
730
Met
Ile
Ser
Ala
Gln
810
Thr
Gln
Asp
Leu
Thr
890
Lys
Val
Leu
Thr
Ser
970
Val

Gln

Phe

540
Glu Ala Phe
555
Asp Thr Thr

Arg Thr Ile

Asn Gly Ala
605
Cys Met Arg
620
Arg Ala Leu
635
Asn Gly Val

Val Lys Glu

Ala Leu Asn
685
Lys Ala Gly
700
Leu Lys Pro
715
Asp Glu Ile

Ala Gly Thr

Arg Ser Arg
765
Ala Gly Thr
780
Asp Val Val
795
Prc Ser Ile

Gly Leu Ser

Met Arg Leu
845
Pro Glu Val
860
Leu Phe Gln
B75
Lys Glu Ala

Val Thr Pro

Ser Asn Thr
925
Asp Phe Pro
940
Pro Tyr Gly
955
Lys Arg Gln

Asp Phe Val

Ile Thr Glu

1005

Glu Gln Phe
1020

Ala
Trp
Asp
590
Phe
Fhe
Val
Ala
Ala

670
Asp

Gly
Val
Leu
750
Tyr
Gly
Asp
Ser
Glu
830
Leu
Tyr
Ala
Tyr
Thr
910
Leu
Asp
Gly
Lys
Gly
850

Thr

Arg

Lys
Arg
575
Leu
Ser
Leu
Pro
Tyr
655
Lys
Leu
Val
Lys
Lys
735
Lys
Pro
Val
Ala
Ala
815
Ser
Tyr
Gln
Gln
Lys
895
Ser
Thr
Ser
Phe
Leu
975
Ile

Asp

Asn

Lys
580
Asp
Val
Leu
Tyxr
Asn
540
Ser
Asp
Glu
Val
Lys
720
Leu
Pro
Asp
Ala
Ala
800
Leu
Met
Ser
His
Gln
880
Val
Lys
Glu
Val
Pro
960
Asn
Arg

Ile

Ile
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Ile Asp Lys Tyr Gly Asp Leu
1025 1030
Lys Pro Cys Ala Ile Gly Glu
1045
Lys Thr Leu Ile Ile Lys Leu
1060
Thr Gly Asn Arg Glu Val Phe
1075
Val Ser Val Glu Asp Lys Ala
1090 1095
Lys Ala Ser Ser Pro Asn Asp
1105 1110
Ile Glu Ile Arg Ala His Arg
1125

Ser Val Leu Pre Thr
1035
Glu Leu Ser Val Asp
1050
Leu Ala Val Gly Asp
1065
Phe Glu Leu Asn Gly
1080
Ala Ala Val Glu Thr
1100
Val Gly Ala Pro Met
1115
His Gln Glu Val Lys
1130

Lys Tyrx
Ile Glu
Ile Ser
1070
Glu Met
1085
Arg Val
Ala Gly

Lys Gly

Ile Ala Val Leu Ser Ala Met Lys Met Glu Met Val Ile Ser

1140

1145

1150

Phe Leu
1040
Gln Gly
1055
Asp Lys

Arg Ser
Lys Pro

Val Val
1120

Asp Pro

1135

Ser Pro

Cys Asp Gly Glu Val Gly Glu Ile Val Ile His Glu Gly Asp Ser Val

1155
Asp Ala Asn Asp Leu Ile Thr
1170 1175

<210> 10

<211> 1176

<212> PRT

<213> Naumovozyma castellii
<220>

<223> NcaPYC

<400> 10

1160
Asn Ile Ile Gln His
1180

79

1165



Leu
Ile
Ile
Glu
65

Tyxr
Asp
Ala
Ser
Thr
145
Thxr
Tle
Asn
Ala
Asn

225
Asn

Ser
Gly
Arg
Tyr

50
Ser
Leu
Tyxr
Asp
Val
130
Lys
Val
Tle
Glu
Len
210

Lys

Val

Ile
Thr
Ile

35
Ser
Tyr
Ala
Tle
Lys
115
Ile
Ala

Gln

Lys

Asn
Arg

20
Phe
His
Val
Tle
His
100
Val
Asp
Asn

Asp

Ala

180

Gly
1495
Thr
Pro

Tle

Asp
Ala
Lys

His

Lys
Asn
Arg
Glu
Ile
Asp

85
Pro
Ala
Ser
Val
Ala
165
Ala
Asp
Phe
His

Leu
245

Lys
Lys
Ser
Asp
Gly

70
Glu
Gly
Lys
Val
Pro
150
Gln
Phe
Leu
Gly
Ile

230
FPhe

ES 2 811926 T3

Leu
Ile
Ala
Arg

55
Glu
Tle
Tyr
Ala
Gly
135
Thr
Asp
Gly
Ala
Asp
215

Glu

Glu

Asn Gly

Leu Val

25

His Glu
4Q

Leu Ser

Pro His
Ile Asn
Gly Phe
105
Gly Ile
12Q
Asp Lys
Val Pro
Phe Val
Gly Gly
185
Asp Ala
200
Gly Thr
Val Gln

Arg Asp

80

Leu

10
Ala
Leu
Thr
Gln
Tle

90
Leu
Thr
Val
Gly
Asn
170
Gly
Phe
Cys

Leu

Cys
250

Arg
Asn
Ser
His
Phe

75
Ala
Ser
Trp
Ser
Thr
155
Glu
Arg
Gln
Phe
Leu

235
Ser

Asp
Arg
Met
Arg

60
Thr
Lys
Glu
Tle
Ala
149
Pro

Tyr

Gly

Val
220
Ala

Vval

Asn Phe

Gly Glu

30

Gln Thr
45

Leu Lys

Pro Val
Arg His
Asn Ser
110
Gly Pro
125
Arg Asn
Gly Pro
Gly Tyr
Met Arg
190
Ala Ser

205
Glu Arg

Asp Thr

Gln Arg

Asn

15
Ile
Val
Ala
Gly
Gly

95
Glu
Pro
Leu
Ile
Pro
175
val
Ser
Phe
His

Arg
255

Leu
Prao
Ala
Asp
Ala

g0
Val
Phe
Ala
Ala
Arg
160
Val
Val
Glu
Leu
Gly

240
His



ES 2 811926 T3

Gln Lys Val Val Glu Val Ala Pro Ala Lys Thr Leu Pro Arg Glu Val
260 265 270
Arg Asp Ala Ile Leu Thr Asp Ala Val Lys Leu Ala Lys Glu Cys Gly
275 280 285
Tyr Gln Asn Ala Gly Thr Ala Glu Phe Leu Val Asp Asp Gln Asn Arg
290 295 300
His Tyr Phe Ile Glu Ile Asn Pro Arg Ile Gln Val Glu His Thr Ile
305 310 315 320
Thr Glu Glu Ile Thr Gly Ile Asp Ile Val Ala Ala Gln Ile Gln Ile
325 330 335
Ala Ala Gly Ala Ser Leu Glu Gln Leu Gly Leu Leu Gln Asp Lys Ile
340 345 350
Thr Thr Arg Gly Phe Ala Ile Gln Cys Arg Ile Thr Thr Glu Asp Pro
355 360 365
Ala Lys Asn Phe Gln Pro Asp Thr Gly Arg Leu Glu Val Tyr Asp Ser
370 375 380
Ala Gly Gly Asn Gly Val Arg Leu Asp Gly Gly Asn Ala Tyr Ala Gly
385 350 385 400
Ala Ile Ile Ser Pro His Tyr Asp Ser Met Leu Val Lys Cys Ser Cys
405 410 415
Ser Gly Ser Thr Tyr Glu Val Val Arg Arg Lys Met Ile Arg Ala Leu
420 425 430
Ile Glu Phe Arg Ile Arg Gly Val Lys Thr Asn Ile Pro Phe Leu Leu
435 440 445
Thr Leu Leu Thr His Pro Val Phe Ile Ala Gly Asp Tyr Trp Thr Thr
450 455 460
Phe Ile Asp Asp Thr Pro Gln Leu Phe Lys Met Val Ser Ser Gln Asn
465 470 475 480
Arg Ala Gln Lys Leu Leu His Tyr Leu Ala Asp Leu Ala Val Asn Gly
485 490 4395
Ser Ser Ile Lys Gly Gln Val Gly Ile Pro Gln Leu Lys Lys Val Pro
500 505 510
Asp Ile Pro His Ile His Asp Ala Gln Gly Asn Val Ile Asp Val Thr
515 520 525
Asn Val Pro Pro Pro Ala Gly Trp Arg Gln Val Leu Leu Glu Gln Gly
530 535 540
Pro Glu Glu Phe Ala Lys Gln Val Arg Gln Phe Gln Gly Thr Leu Leu
545 550 555 560
Met Asp Thr Thr Trp Arg Asp Ala His Gln Ser Leu Leu Ala Thr Arg
565 570 575
Val Arg Thr His Asp Leu Ala Lys Ile Ala Pro Thr Thr Ala His Ala
580 585 590
Leu Ala Ser Ala Phe Ala Leu Glu Cys Trp Gly Gly Ala Thr Phe Asp
595 600 605
Val Ala Met Arg Phe Leu His Glu Asp Pro Trp Lys Arg Leu Arg Thr
610 615 620
Leu Arg Lys Leu Val Pro Asn Ile Prc Phe Gln Met Leu Leu Arg Gly
625 630 635 640
Ala Asn Gly Val Ala Tyr Ser Ser Leu Pro Asp Asn Ala Ile Asp His
645 650 655
Phe Val Lys Gln Ala Lys Asp Asn Gly Val Asp Ile Phe Arg Val Phe
660 665 670
Asp Ala Leu Asn Asp Leu Asp Gln Leu Lys Val Gly Val Asp Ala Val
675 680 685
Lys Lys Ala Gly Gly Val Val Glu Ala Thr Val Cys Tyr Ser Gly Asp
€90 695 700
Met Leu Gln Pre Gly Lys Lys Tyr Asn Leu Asp Tyr Tyr Leu Glu Val
705 710 715 720
Thr Glu Lys Ile Val Gln Met Gly Thr His Ile Leu Gly Ile Lys Asp
725 730 735
Met Ala Gly Thr Met Lys Pro Ala Ala Ala Arg Leu Leu Ile Gly Ser

81



<210> 11
<211> 1178
<212> PRT

Ile Arg

Ser Ala
770

Ala Asp

785

Gln Pro

Thr Ser
Glu Met

Asp Pro
850

Leu Leu

865

Thr Lys

Lys Val
Val Ser

Leu Asp
930

Gln Pro

945

Asn Lys

Phe Glu

Ile Asn

995

Glu Asp

1010

Pro Thr
1025

Val Thr

Gly Asp
Asn Gly

Glu Thr
1090

Ala
755
Gly
Val
Ser
Ile
Arg
835
Glu
Phe
Arg
Thr
Asn
915
Phe
Tyr
Arg
Leu
Glu
Phe
Lys
Ile

Leu

Glu

1075

Val

740
Lys

Thr
Ile
Ile
Asn
820
Leu
Val
Gln
Ala
Pro
900
Lys
Pro
Gly
Arg
Asn
9BO
Cys
Gln
Ser
Gln
Asn
1060

Met

Ala

Gly Ala Pro Met

1105

Ser Leu Val Lys

Mat Glu Met Val
1140
Leu Val Asn Glu

11

35

Tyr
Ala
Asp
Asn
)
Val
Leu
Tyr
Ala
Tyr
885
Thr
Leu
Asp
Gly
Lys
965
Asn
Asp
Lys
Phe
Gln
1045
Lys
Arg
Lys
Ala

Lys
1125

ES 2 811926 T3

Pro
Val
Val
790
Ala
Gln
Tyr
Glu
Gln
B70
Lys
Ser
Thr
Ser
Phe
950
Leu
Ile

Ile

Met
1

Asp
Ala
775
Ala
Leu
His
Ser
His
855
Gln
Glu
Lys
Ser
Val
935
Pro
Thr
Lys
Ala
1000

Lys
015

Leu
760
Ser
Thr
Leu
Val
Cys
840
Glu
Leu
Ala
Val
Glu
920
Mat
Glu
Cys
Glu

Ser

Glu

Leu Ala Pro

1030
Gly

Glu
Lys
Pro

Gly
1110

Lys
Thr

Ile

Thr
Gly

Ser

1080

745
Pro

Met
Asn
Ala
Arg
825
Phe
Ile
Gly
Asn
Val
905
Asp
Asp
Pro
Arg
Asp
985
Tyr
Lys
Ala

Leu

Lys

1065

Val

Lys Ala Asp

1085

Val Ile Val

Gly Glu Ala Val

Ile Ser Ser Pro Ala
1145
Ser Glu Asn Val Asp

11

60

leu Glu Glu Ser Thr Pro Pro Ser

1170

1175

82

Ile
Ser
Ser
Ser
810
Glu
Gly
Pro
Leu
Met
890
Gly
Val
Phe
Leu
Pro
970
Leu
Asn
Tyr
Glu
Ile
1050
Arg
Thr
Thr

Glu

Ala
1130

His Val

Ala Ala
780

Met Ser

795

Leu Asp

Leu Asp
Ala Asp

Gly Gly
860

Gly Glu

875

Leu Leu

Asp Leu
Lys Arg

Phe Glu
940

Arg Ser

955

Gly Leu

Gln Thr

Met Tyr
1005
Gly Asp
1020
Ile Gly
1035
Ile Lys

Glu Val
Asp Lys

His Asp
1100

His
765
Ala
Gly
Gly
Ala
Leu
845
Gln
Gln
Gly
Ala
Leu
925
Gly
Asp
Glu
Arg
Pro
Leu
Glu

Leu

Phe

750
Thr

Tyr
Leu
Glu
Tyr
830
Lys
Leu
Trp
Asp
Gln
910
Ala
Leu
Ile
Leu
Phe
990
Lys
Ser

Glu

Gln

His
Ala
Thr

Ile
815

Trp
Gly
Thr
Thr
Ile
895
Phe
Asn
Met
Leu
Val
975
Gly
Val
Val

Ile

Ala
1055

Asp
Gly
Ser
800
Asn
Ala
Pro
Asn
Glu
880
Val
Met
Ser
Gly
Arg
960
Pro
Asp
Tyr
Leu
Leu

1040
Ile

Phe Glu Leu

1070

Ser Gln Lys Val

1085

Pro Phe Gln Ile

Val Lys Val His Lys Gly

1115

1120

Val Leu Ser Ala Met Lys

1135

Asp Gly Leu Val Lys Glu Val

11

50

Ala Ser Asp Leu Leu Val Leu

11

65
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<213> Naumovozyma dairenensis
<220>

<223> NdaPYC

<400> 11

83



Met
Gly
Arg
Tyr
Ser
65

Leu
Phe
Asp
Val
Arg
145
Ala
Ile
Glu
Val
Lys
225
Val
Lys
Asn
Lys
Tyr
305
Glu
Ala
Thr
Lys
Gly
3B5
Ile
Gly

Glu

Leu

Ser
Pro
Ile
Ser

50
Tyr
Ala
Ile
Lys
Ile
130
Ala
Lys
Lys
Gly
Thr
210
Pro
Ile
Val
Ala
Asn
290
Phe
Glu
Gly
Arg
Asn
370
Gly
Ile
Ser

Phe

Leu
450

Asn
Lys
Phe

35
His
Val
Ile
His
Val
115
Asp
Asn
Glu
Ala
Asp
195
Ala
Lys
His
Val
Ile
275
Ala
Ile
Ile
Ala
Gly
355
Phe
Asn
Ser
Thr
Arg

435
Thr

Lys
Asn

20
Arg
Glu
Ile
Asp
Pro
100
Ala
Ser
Val
Ala
Ala
180
Asp
Phe
His
Leu
Glu
260
Leu
Gly
Glu
Thr
Ser
340
Phe
Gln
Gly
Pro
Tyr
420

Ile

His

Lys
Lys
Thr
Asp
Gly
Glu

B5
Gly
Lys
Val
Pro
Glu
165
Phe
Ile
Gly
Ile
Phe
245
Val
Thr
Thr
Ile
Gly
325
Leu
Ala
Pro
Val
His
405
Glu

Arg

Pro

ES 2 811926 T3

Phe
Ile
Ser
Arg
Glu

70
Ile
Tyr
Asn
Gly
Thr
150
Glu
Gly
Ala
Asn
Glu
230
Glu
Ala
Asp
Ala
Asn
310
Ile
Glu
Ile
Asp
Arg
390
Tyr
val

Gly

Val

Asn
Leu
His
Leu

55
Pro
Ile
Gly
Gly
Asp
135
Val
Phe
Gly
Asp
Gly
215
Val
Arg
Pro
Ala
Glu
295
Pro
Asp
Gln
Gln
Thr
375
Leu
Asp
val

val

Phe
455

Gly
Val
Glu

40
Ser
Asn
Asn
Phe
Ile
120
Lys
Pro
Val
Gly
Ala
200
Thr
Gln
Asp
Ala
Val
280
Phe
Arg
Ile
Leu
Cys
360
Gly
Asp
Ser
Arg
Lys

440
Ile

84

Ile
Ala

25
Leu
Thr
Gln
Ile
Leu
105
Ala
Val
Gly
Ala
Gly
185
Phe
Cys
Leu
Cys
Lys
265
Lys
Leu
Ile
Val
Gly
345
Arg
Arg
Gly
Met
Arg
425

Thr

Ser

Arg

10
Asn
Ser
His
Phe
Ala

1]
Ser

Trp
Ser
Thr
Lys
170
Arg
Gln
Phe
Leu
Ser
250
Thr
Leu
Val
Gln
Ala
330
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu
410
Lys

Asn

Gly

Asp
Arg
Mat
Arg
Thr

75
Lys
Glu
Val
Ala
Pro
155
Tyr
Gly
Arg
Val
Ala
235
Val
Leu
Ala
Asp
Val
315
Ala
Leu
Thr
Glu
Asn
395
Val
Met

Ile

Gln

Asn
Gly
Lys
Leu

60
Pro
Lys
Asn
Gly
Arg
140
Gly
Gly
Met
Ala
Glu
220
Asp
Gln
Pro
Lys
Asp
300
Glu
Gln
Gln
Thr
Val
380
Ala
Lys
Ile

Pro

Tyr
460

Phe
Glu
Thr

45
Lys
Val
His
Ser
Pro
125
His
Pro
Phe
Arg
Ser
205
Arg
Asn
Arg
Arg
Glu
285
Gln
His
Ile
Asp
Glu
365
Tyr
Tyr
Cys

Arg

Phe
445

Trp

Asn
Ile

30
Val
Ala
Gly
Asn
Glu
110
Pro
Leu
Ile
Pro
Val
190
Ser
Phe
Tyr
Arg
Asp
270
Cys
Asn
Thr
Gln
Lys
350
Asp
Gly
Ala
Ser
Ala
430

Leu

Thr

Leu

15
Pro
Ala
Asp
Ala
Val

95
Phe
Ala
Ala
Lys
Val
175
Val
Glu
Leu
Gly
His
255
Ile
Gly
Arg
Ile
Ile
335
Tle
Pro
Ser
Gly
Cys
415
Leu

Leu

Thr

Leu
Ile
Ile
Glu
Tyr

80
Asp
Ala
Ser
Glu
Ser
160
Ile
Arg
Ala
Asn
Asn
240
Gln
Arg
Tyr
His
Thr
320
Ala
Thr
Ala
Ala
Ala
400
Ser
Tle

Thr

Phe



Ile
465
Ala
Ser
Ile
Thr
Val
545
Asp
Arg
Ser
Ala
Arg
625
Asn
Val
Ala
Lys
Leu
705
Asp
Ala
Arg
Ala
Asp
785
Pro
Gly
Met
Pro
Leun
B65
Lys
Val
Ser

Asp

Pro

Asp
Gln
Ile
Pro
Pro
530
Glu
Thr
Thr
Gly
Met
610
Lys
Gly
Lys
Leu
Ala
690
Ala
Lys
Gly
Ala
Gly
770
Val
Ser
Ile
Arg
Glu
850
Phe
Arg
Thr
Asn
Phe

930
Tyr

Asp
Lys
Lys
Pro
515
Pro
Phe
Thr
Tyr
Ala
595
Arg
Leu
Val
Gln
Asn
675
Gly
Lys
Ile
Thr
Lys
755
Thr
Val
Ile
Asn
Leu
835
Val
Gln
Ala
Pro
Lys
915

Pro

Gly

Thr
Leu
Gly
500
Leu
Fro
Ala
Trp
Asp
580
Phe
Phe
Val
Ala
Ala
660
Asp
Gly
Gly
Val
Met
740
Tyr
Bla
aAsp
Asn
Val
820
Leu
Tyr
Ala
Tyr
Thr
900
Leu

aAsp

Gly

Pro
Leu
485
Gln
Tyr
Ala
Lys
Arg
565
Leu
Ala
Leu
Pro
Tyr
645
Lys
Leu
Val
Lys
Gln
725
Lys
Pro
Val
val
Ala
805
Gln
Tyr
Gln
Gln
Arg
885
Ser
Thr

Ser

Phe

Gln
470
His
Val
Asp
Gly
Gln
550
Asp
Ala
Leu
His
Asn
630
Ser
Asp
Asp
Val
Lys
710
Met
Pro
Asp
Ser
Ala
790
Leu
His
Ser
His
Gln
B70
Glu
Lys
Ser

Val

Pro

ES 2 811926 T3

Leu
Tyr
Gly
Thr

Trp
535
Val
Ala
Thr
Glu
Glu
615
Ile
Ser
Asn
Gln
Glu
695
Tyr
Gly
Ala
Leu
Ser
775
Ile
Leu
Val
Cys
Glu
855
Leu
Ala
Val
Asp
Met

935
Glu

Phe
Leu
Ile
Asn
520
Arg
Arg
His
Ile
Cys
600
Asp
Fro
Leu
Gly
Leu
680
Ala
Asn
Thr
Ala
Pro
760
Met
Asn
Ala
Arg
Phe
840
Ile
Gly
Asn
Val
Asp
920

Asp

Pro

Gln
Ala
Pro
505
Asn
Gln
Gln
Gln
Ala
585
Trp
FPro
Phe
Pro
Val
665
Lys
Thr
Leun
His
Ala
745
Ile
Ala
Ser
Ser
Asp
825
Gly
Fro
Leu
His
Gly
905
Val

Fhe

Leu

85

Met
Asp
490
Arg
Asn
val
Phe
Ser
570
Pro
Gly
Trp
Gln
Asp
650
Asp
Val
Len
Asp
Phe
730
Lys
His
Ala
Met
Leu
B10
Leu
Ala
Gly
Gly
Leu
890
Asp
Lys

Phe

Arg

Val
475
Ile
Leu
Lys
Leu
Gln
555
Leu
Thr
Gly
Ala
Met
635
Asn
Tle
Gly
Cys
Tyr
715
Leu
Leu
Val
Ala
Ser
795
Asp
Asp
Asp
Gly
Glu
B75
Leu
Leu
Arg

Glu

Ser

Ser
Ala
Thr
Ile
Leu
540
Gly
Leu
Thr
Ala
Arg
620
Leu
Ala
Phe
Val
Tyr
700
Tyr
Gly
Leu
His
Ala
780
Gly
Gly
Ala
Leu
Gln
860
Gln
Gly
Ala
Leu
Gly

940
Asp

Ser
Val
Lys
Asp
525
Glu
Thr
Ala
Ala
Thr
605
Leu
Leu
Ile
Arg
Asp
685
Sar
Leu
Ile
Ile
Thr
765
val
Leu
Glu
Tyr
Lys

845
Leu

Trp
Asp
Gln
Ala
925

Leu

Ile

Gln
Asn
Ile
510
vVal
Lys
Leu
Thr
His
590
Phe
Arg
Arg
Asp
Val
670
Ala
Gly
Glu
Lys
Gly
750
His
Ser
Thr
Ile
Trp
830
Gly
Thr
Ala
Ile
Phe
910
Asn

Met

Leu

Asn
Gly
495
Pro
Leu
Gly
Leu
Arg
575
Ala
Asp
Thr
Gly
His
655
Phe
Val
Asp
Val
Asp
735
Ser
Asp
Gly
Ser
Asp
B15
Ala
Pro
Asn
Glu
Val
895
Met
Ser

Gly

Arg

Arg
480
Ser
Asp
Lys
Pro
Met
560
Val
Leu
val
Leu
Ala
640
Phe
Asp

Lys

Thr
720
Met
Ile
Ser
Ala
Gln
800
Thr
Glu
Asp
Leu
Thr
880
Lys
Val
Leu

Gln

Asn
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945 950 955 960
Lys Arg Arg Lys Leu Thr Ser Arg Pro Gly Leu Glu Leu Ala Pro Phe
965 970 975
Asp Leu Asn Thr Ile Arg Glu Asp Leu Gln Thx Arg Phe Gly Asp Asp
980 985 990
Ile Asp Glu Cys Asp Val Ala Ser Tyr Asn Met Tyr Pro Lys Val Tyr
995 1000 1005
Glu Asp Phe Gln Lys Ile Arg Glu Thr Tyr Gly Asp Leu Ser Val Leu
1010 1015 1020
Pro Thr Lys Asn Phe Leu Ala Pro Ala Glu Ile Gly Glu Glu Ile Glu
1025 1030 1035 1040
Ile Val Ile Glu Gln Gly Lys Thr Leu Ile Val Lys Leu Gln Ala Ile
1045 1050 1055
Gly Asp Leu Asn Lys Lys Thr Gly Ile Arg Glu Val Tyr Phe Glu Leu
1060 1065 1070
Asn Gly Glu Met Arg Lys Ile Gly Thr Leu Asp Arg Ser Gln Lys Val
1075 1080 1085
Glu Thr Val Ala Lys Pro Lys Ala Asp Gly His Asn Pro Phe Gln Ile
1090 1095 1100
Gly Ala Pro Met Ala Gly Val Ile Val Glu Val Arg Val His Lys Gly
1105 1110 1115 1120
Ser Leu Val Lys Lys Gly Glu Ala Val Ala Val Leu Ser Ala Met Lys
1125 1130 1135
Met Glu Met Ile Ile Ser Ser Pro Thr Asp Gly Gln Val Lys Asp Val
1140 1145 1150
Leu Val Asn Asp Gly Glu Asn Val Glu Ala Ser Asp Leu Leu Val Leu
1155 1160 1165
Leu Glu Glu Thr Glu Ile Pro Glu Glu Ala
1170 1175

<210> 12

<211> 1178

<212> PRT

<213> Saccaromyces kudriavzevii
<220>

<223> SkuPYC

<400> 12

86



Met
Gly
Arg
Tyr
Ala
65

Leu
Phe
Asp
Val
Arg
145
Val

Ile

Ser
Glu
Ile
Ser
50

Tyr
Ala
Ile
Lys
Ile
130
Ala
Gln

Lys

Gln
Lys
Phe

35
His
Val
Ile
His
Val
115
Asn
Asn

Glu

Ala

Lys
Asn

20
Arg
Glu
Ile
Asp
Pro
100
Ala
Ser
Val
Ala

Ala

Lys
Lys
Thr
Asp
Gly
Glu
85

Gly
Lys
Val
Pro
Leu

165
Phe

ES 2 811926 T3

Phe
Ile

Ala

Glu

70
Ile
Tyr
Ala
Gly
Thr
150
Asp

Gly

Ala
Leu
His
Leu
55

Ala
Ile
Gly
Gly
Asp
135
Val
Phe

Gly

Gly
Val
Glu

40
Ser
Gly
Ser
Phe
Ile
120
Lys
Pro

Val

Gly

Leu
Ala

25
Leu

Gln
Ile
Leu
105
Thr
Val
Gly
Gly

Gly

87

Arg Asp
10
Asn Arg

Ser Met
His Lys

Tyr Thr
75

Ala Gln

g0

Ser Glu

Trp Ile
Ser Ala

Thr Pro
155

Glu Tyr

170

Arg Gly

Asn
Gly
Gln
Gln
60

Pro
Lys
Asn
Gly
Arg
140
Gly
Gly

Met

Phe
Glu
Thr

45
Lys
Val
His
Ser
Pro
125
Asn
Pro

Tyr

Arg

Asn
Ile

30
Val
Ala
Gly
Gln
Glu
110
Pro
Leu
Ile

Pro

Val

Leu
15
Pro
Ala
Asp
Ala
Val
95
Phe
Ala
Ala
Glu
Val

175
Val

Leu
Ile
Ile
Glu
Tyr

80
Asp
Ala
Glu
Ala
Ser
160
Ile

Arg



Glu
Arg
Lys
225
Val
Lys
Asp
Arg
Tyr
305
Glu
Ala
Thr
Lys
Gly
385
Ile
Gly
Glu
Leu
Ile
465
Ala
Ser
Ile
Thr
Ala
545
Asp
Arg
Ala
Ala
Arg
625

Asn

val

Gly
Thr
210
Pro
Val
Val
Ala
Asn
290
Phe
Glu
Gly
Arg
Asn
370
Gly
Ile
Ser
Phe
Leu
450
Asp
Gln
Ile
Pro
Thr
530
Glu
Thr
Thr
Gly
Met
610
Ala

Gly

Lys

Asp
195
Ala
Lys
His
Val
Ile
275
Ala
Ile
Ile
Ala
Gly
355
Phe
Asn
Ser
Thr
Arg
435
Thr
Asp
Lys
Lys
His
515
Pro
Phe
Thr
His
Ala
595
Arg
Leu

Val

Gln

180
Asp

Phe
His
Leu
Glu
260
Leu
Gly
Glu
Thr
Ser
340
Phe
Gln
Gly
Pro
Tyr
420
Ile
His
Thr
Leu
Gly
500
Leu
Pro
Ala
Trp
Asp
580
Phe
Phe
Val

aAla

Ala
660

Val
Gly
Ile
Fhe
245
Val
Thr
Thr
Ile
Gly
325
Leu
Ala
Pro
Val
His
405
Glu
Arg
Pro
Pro
Leu
485
Gln
His
Ser
Lys
Arg
565
Leu
Ala
Leu
Pro
Tyr

645
Lys

ES 2 811926 T3

Ala
Asn
Glu
230
Glu
Ala
Asp
Ala
Asn
310
Ile
Pro
Ile
Asp
Arg
390
Tyr
Ile
Gly
Val
Gln
470
His
Ile
asp
Gly
Gln
8580
Asp
Ala
Leu
His
Asn
830

Ser

Asp

Asp
Gly
215
Val
Arg
Pro
Ala
Glu
295
Pro
Asp
Gln
Gln
Thr
375
Leu
Asp
val
val
Phe
455
Leu
Tyr
Gly
Ser
Trp
535
Val
Ala
Thr
Glu
Glu
615
Ile

Ser

Asn

Ala
200
Thr
Gln
Asp
Ala
Val
280
Phe
Arg
Ile
Leu
Cys
360
Gly
Asp
Ser
Arg
Lys
440
Ile
Phe
Leu
Ser
Gln
520
Arg
Arg
His
Ile
Cys
600
Asp
Pro

Leu

Gly

1B5
Phe

Cys
Leu
Cys
Lys
265
Lys
Leu
Ile
Val
Gly
345
Arg
Arg
Gly
Met
Arg
425
Thr
Asp
Gln
Ala
Pro
505
Gly
Gln
Gln
Gln
Ala
585
Trp
Pro
Phe

Pro

Val
665

88

Gln
Phe
Leu
Ser
250
Thr
Leu
Val
Gln
Ala
330
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu
410
Lys
Asn
Gly
Met
Asp
490
Lys
Asn
Val
Phe
Ser
570
Pro
Gly
Trp
Gln
Asp

650
Asp

Arg
Val
Ala
235
Val
Leu
Ala
Asp
Val
315
Ala
Phe
Thr
Glu
Asn
395
Val
Met
Met
Thr
Val
475
Val
Leu
Val
Leu
Asn
555
Leu
Thr
Gly
Glu
Met
635

Asn

Ile

Ala
Glu
220
Asp
Gln
Pro
Lys
Asn
300
Glu
Gln
Gln
Thr
Vval
380
Ala
Lys
Ile
Pro
Tyr
460
Ser
Ala
Gly
Ile
Leu
540
Gly
Leu
Thr
Ala
Arg
620
Leu

Ala

Phe

Thr
205
Arg
Asn
Arg
Arg
Glu
285
Gln
His
Ile
Asp
Glu
365
Tyr
Tyr
Cys

Arg

Phe
445

Trp
Ser
Val
Ser
Asn
525
Glu
Thr
Ala
Ala
Thr
605
Leu
Leu

Ile

Arg

180
Ser

Phe
His
Arg
Glu
270
Cys
Asn
Thr
Gln
Lys
350
Asp
Arg
Ala
Ser
Ala
430
Leu
Thr
Gln
Asn
Asn
510
Val
Lys
Leu
Thr
His
590
Phe
Arg
Arg
Asp

Val
670

Glu
Leu
Gly
His
255
Val
Gly
Arg
Ile
Ile
335
Tle
Pro
Ser
Gly
Cys
415
Leu
Leu
Thr
Asn
Gly
495
Pro
Thr
Gly
Leu
Arg
575
Ala
Asp
Lys
Gly
His

655
Phe

Ala
Val
Asn
240
Gln
Arg
Tyr
His
Thr
320
Ala
Thr
Ala
Ala
Thr
400
Ser
Ile
Thr
Phe
Arg
480
Ser
Ser
Lys
Pro
Met
560
Val
Leu
Val
Leu
Ala
640

Phe

Asp



Ala Asn
675

Gly

Leu

Ala
690
Gln

Lys

Leu
705
Glu

Pro

Lys Ile

Ala Gly Thr

Arg Ala Lys

755
Thr

Ala Gly

770
Asp Val Val
785
Pro

Ser Ile

Gly Ile Asn

Met Leu
835
Val

Arg

Glu
850
Phe

Pro

Leu
865
Lys

Gln

Arg Ala

Val Thr Pro

Ser Asn Lys
915
Phe Pro
930

Tyr

Asp

Fro
945
Lys

Gly

Arg Arg

Asp Leu Glu

Asn Glu Cys
995
Phe Gln
1010
Thr Arg
1025

Ile Ile

Asp
Ser
Glu
Asn

Asp Leun

Gly Glu Met

1075

Thr Val
1090

Ala Pro Met

1105

Leu Ile Lys

Thr

Glu Met Ile

Val Ser Glu

Asp Leu

Gly Val

Gly Lys

Val Lys
725
Met Lys
740
Tyr Pro

Ala Val

Asp Val
Ala
805
Glu

Asn

Val
520
Leu Tyr

Tyr Gln

Ala Gln

Tyr Arg
885
Thr Ser
300
Leu Thr

Asp Ser

Gly Phe
Leu
965
Ile

Lys

Lys
980
Asp Val

Lys Met

Phe Leu

Gln Gly
1045
Lys Lys
1060
Arg Lys

Lys Ser

Ala Gly

Lys Gly
1125
Ile Ser
1140

Gly Glu

ES 2 811926 T3

Gln Leu
680

Ala

Asp
Val Glu
695
Lys Tyr Asn
710
Met

Gly Thr

Fro Ala Ala
Pro
760

Met

Asp Leu

Ala Ser
775
Ala Ile
790

Leu

Asn

Leu Ala

His Val Arg
Phe
840

Ile

Ser Cys
Glu
855
Leu

His

Gln
870
Glu

Gly

Ala Asn

Lys Val Val

Pro Asp Asp

920

Val Met Asp

935

Pro Glu Pro

950

Thr Cys Arg

Arg Glu Asp

Ala Ser Tyr

1000

Glu
1015
Ser Pro
1030

Lys Thr

Arg Thr
Leu
Leu
Thr Gly Glu

Ile Arg Val

1080

Lys Ala
1095

Val Ile Val

1110

Gln Pre Val

Asp

Ser Pro Ser

Asn Val Asp

Lys Val Gly Val Asp

685
Thr Vval Phe Ser
700

Tyr

Cys

Leu Asp Tyr Leu
715

Ile Leu

730

Lys

His Gly Ile
Ala
745

Ile

Leu Leu Ile

Val Thr
765

Leu

His His

Ala Ala Ala
780

Gly

Cys

Met Ser Leu
795

Glu

Ser

Leu Asn
810

Leu

Ser Gly
Glu
B25
Glu

Asp Ala Tyr

Ala Asp Leu Lys
845

Gln Leu

860
Gln

Pro Gly Gly
Glu
875

Leu

Leu Gly Trp
Leu

890
Asp

Tyxr Gly Asp

Gly Leu Ala Gln
905
Val Ala
925

Leu

Lys Arg Leu

Phe Phe Glu Gly

940
Phe Ser Asp Val
955

Leu

Arg

Pro Gly Glu Leu

970
Leu Gln Asn Phe
98BS

Asn

Arg

Met Tyr Pro Arg
1005
Leu Ser

1020
Asp Glu
1035
Ile Lys Leu
1050

Glu Val Tyr

Tyr Gly Asp

Glu Thr Glu

Ile Gln

Arg Phe
1065

Val Asp Arg Ser Leu

1085

Met His Asp Pro Leu
1100
Glu Val Lys Val His
1115
Ala Val Leu Ser Ala
1130

Asp Gly Gln Val Lys
1145

Ser Ser Asp Leu Leu

89

Ala Val Lys

Gly Asp

Glu Ile Ala

720

Lys Asp Met
735

Gly Ser Leu

750

His Asp Ser

Ala Gly Ala

Thr Gln
800
Thr

Ser

Ile Asp

B15
Trp Ala Glu
830
Gly

Prc Asp

Thr Asn Leu

Ala Glu Thr

880

Ile Val Lys
895

Phe Met

910

Asn

Val

Ser Leu

Ile Gly Gln
Asn
960

Phe

Leu Arg

Glu Pre
975
Gly Asp Ile
930
Val

Tyr Glu

Val Leu Pro

Ile Glu Val
1040
Ala Val Gly

1055
Asp Leu Asn
1070

Lys Val Ala
His Ile Gly

Lys Gly Ser
1120
Met Lys Met
1135
Glu Val Phe
1150
Val Leu Leu



<210> 13
<211> 1185
<212> PRT

1155

<213> Schizosaccharomyces pombe

<220>
<223> SpoPYC
<400> 13

Met Thr
Asn Pro
FPhe Thr

Phe Arg
50

Tyr Glu

65

Pro Ile

Ile Asp
His Pro

Val Asn
130

Asp Ser

145

Gly Val

Glu Ala
Ala Ala

Asp Thr
210

Ser Phe

225

Lys His

His Leu
Val Glu
Leu Tyr
290
Ala Gly
305
Ile Glu
Ile Thr
FPhe Thr
Gly Phe

370
Phe Ala

Ser
Fhe
Lys

35
Thr
Asp
Gly
Glu
Gly
115
Glu
Leu
Pro
Glu
Met
195
Leu
Gly
Ile
His
Ile
275
Asp
Thr
Ile
Gly
Leu
355
Ala

Pro

Lys
Ser

20
Val
Ala
Arg
Lys
Ile
100
Tyr
Ala
Gly
Val
Ala
180
Gly
Lys
Asp
Glu
Glu
260
Ala
Asp
Ala
Asn
Val
340
Pro

Ile

Asp

Tyr
Lys
Leu
His
Leu
Val

85
Val
Gly
Gly
Asp
Val
165
Fhe
Gly
Glu
Gly
Ile
245
Arg
Pro
Ala
Glu
Pro
325
Asp
Glu
Gln

Ile

Asp
Leu
Val
Glu
Ser

70
Gly
Ser
Fhe
Met
Lys
150
Pro
Val
Gly
Ser
Thr
230
Gln
Asp
Ala
Ile
Phe
310
Arg
Ile
Ile
Cys

Gly
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Ala
Gln
Ala
Leu

55
Met
Gln
Ile
Leu
Gln
135
Thr
Gly
Lys
Gly
Fhe
215
Val
Len
Cys
Lys
Lys
295
Len
Tle
Val
Gly
Arg

375
Lys

Leu
Asp
Asn

40
Ser
His
Tyr
Ala
Ser
120
Fhe
Lys
Thr
Glu
Arg
200
Glu
Phe
Met
Ser
Asp
280
Ile
Leu
Gln
Ser
Leu
360
Val

Ile

1160

Leu
Arg

25
Arg

Arg
Ser
Lys
105
Glu
Val
Ala
Pro
Tyr
185
Gly
Arg
Tle
Ala
Val
265
Leu
Ala
Asp
Val
Ala
345
Thr
Thr

Glu

90

His

10
Ser
Ser
His
Gln
Pro

214}
Arg
Asn
Gly
Arg
Gly
170
Gly
Met
Ala
Glu
Asp
250
Gln
Asp
Lys
Gln
Glu
330
Gln
Gln
Thr

Val

Asn
Ser
Glu
Thr
Lys

75
Val
Thr
Ala
Pro
Ala
155
Pro
Leu
Arg
Arg
Arg
235
Lys
Arg
Pro
Glu
Lys
315
His
Leu
Asp
Glu

Tyr

Gln
Leu
Ile
Val

60
Ala
Gly
Gly
Glu
Ser
140
Tle
Val
Pro
Val
Ser
220
FPhe
Ala
Arg
Lys
Val
300
Gly
Thr
His
Lys
Asp

380
Arg

Ser
Leu
Ala

45
Ala
Asp
Ala
Ala
Phe
125
Pro
Ala
Glu
Val
Val
205
Glu
Leu
Gly
His
Ile
285
Lys
Arg
Tle
Val
Ile
365

Pro

Ser

1165

Thr
Gly

30
Ile
Ile
Glu
Tyr
Asn
110
Ala
Glu
Tle
His
Ile
1990
Arg
Ala
Asp
Asn
Gln
270
Arg
Tyr
His
Thr
Ala
3540
Ser

Asn

Ala

Asn

15
Glu
Arg
Tyr
Ser
Leu

a5
Leu
Arg
Val
Arg
Tyr
175
Ile
Ser
Leu
Lys
Val
255
Lys
Gln
Cys
Tyr
Glu
335
Ala
Thr

Asn

Gly

Thr
Lys
Val
Ser
Tyr

80
Ala
Val
Lys
Ile
Cys
160
Glu
Lys
Ala
Ala
Pro
240
Tle
Val
Ala
Asn
Phe
320
Glu
Gly
Arg
Gly

Gly



385
Asn

Thr

Thr

Met
485
Asp
Lys
Lys
Val
Glu
545
Ala
Trp
Asp
Tyr
Phe
625
Val
Cys
Ala
Asp
Gly
705
Lys

Val

His
Ala
785
Asp
Gly
Asp

Leu

Val
865

Gly
Pro
Tyr
Val
450
His
Thr
Leu
Gly
Leu
530
Lys
Lys
Arg
Leu
Ser
610
Leu
Pro
Tyr
Lys
Val
690
Val
Lys
Glu
Lys
Pro
770
Val
Val
Ala
Asn
Leu

850
Tyr

Val
His
Glu
435
Arg
Asp
Pro
Leu
Gln
515
Leu
Gly
Ala
Asp
Val
595
Leu
His
Asn
Ser
Lys
675
Asn
Val
Lys
Met
Preo
155
Glu
Ala
Ala
Val
Asn
835

Tyr

Asn

Arg
Tyr
420
Tyr
Gly
Thr
Glu
Ala
500
Asn
Asp
Trp
Val
Ala
580
Asn
Glu
Glu
Ile
Ser
660
Asn
Asn
Glu
Tyr
Gly
740
Lys
Leu
Ser
Thr
Leu
820
Gln

Ser

His

Leu
405
Asp
Thr
Val
Phe
Leu
485
Tyr
Gly
Ser
Arg
Arg
565
His
Ile
Met
Cys
Pro
645
Leu
Gly
Leu
Ala
Asn
725
Ile
Ala
Pro
Met
Asp
805
Ala
Leu

Fro

Glu

390
Asp

Ser
Arg
Lys
Ile
470
Phe
Leu
Glu
Thr
Lys
550
Asn
Gln
Ala
Trp
Pro
630
Phe
Pro
Ile
Sear
Thr
710
Leu
His
Ala
Ile
Ala
790
Ser
Ser
Arg

Phe

Ile
870
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Gly
Met
Arg
Thr
455
Gln
Gln
Gly
Pro
Gly
535
Leu
His
Ser
Pro
Gly
615
Trp
Gln
Asp
Asp
Leu
695
Met
Asp
Ile
Arg
His
775
Ala
Met
Val
Glu
Glu

855
Pro

Ala
Leu
Lys
440
Asn
Gly
Leu
Asp
Ala
520
Asn
Leu
Lys
Leu
Tyr
600
Gly
Asp
Met
Asn
Ile
680
Gly
Cys
Tyr
Leu
Leu
760
Val
Ala
Ser
Asp
Ile
840

Ser

Gly

Asn
Val
425
Met
Ile
Asn
Tyxr
Leu
505
Leu
Gln
Leu
aArg
Leu
585
Thr
Ala
Arg
Leu
Val
665
Fhe
Ile
Tyr
Tyr
Gly
745
Leu
His
Leu
Gly
Gly
825
Asp

Glu

Gly

91

Gly
410
Lys
Ile
Pro
Cys
Arg
490
Ala
Lys
Ile
asp
Gly
570
Ala
Ser
Thr
Leu
Leu
650
Ile
Arg
Asp
Ser
Val
730
Ile
Ile
Thr
Glu
Leun
810
Thr
Ser

Ile

Gln

395
Phe

Cys
Arg
Phe
Trp
475
Ser
val
Ser
Asp
Asn
555
Leu
Thr
His
Phe
Arg
635
Arg
Tyr
val
Ala
Gly
715
Agn
Lys
Ser
His
Ala
795
Thr
Asp
Tyr

Lys

Leu
875

Ala
Thr
Ser
Val
460
Thr
Arg
Asn
Glu
Val
540
Gly
Ile
Arg
Ala
Asp
620
Arg
Gly
Phe
Phe
Ala
700
Asp
Leu
Asp
Ala
Asp
780
Gly
Ser
Lys
Trp
Gly

B60
Thr

Gly
Cys
Leu
445
Leu
Thr
Asn
Gly
Ile
525
Ser
Pro
Met
Val
Leu
605
Val
Leu
Ala
Phe
Asp
685
Lys
Met
Val
Met
Ile
765
Ser
Ala
Gln
Gln
Ala
B45

Thr

Asn

Ser
His
430
Ile
Arg
Phe
Arg
Ser
510
Val
His
Ala
Asp
Arg
590
Ala
Ser
Arg
Asn
Cys
670
Ala
Arg
Leu
Asp
Ala
750
Arg
Ala
Asp
Pro
Leu
B30
Gln

Asp

Leu

Val
415
Asp
Glu
Leu
Ile
Ala
4385
Ser
Met
Pro
Ala
Thr
575
Thr
Ser
Met
Lys
Gly
655
Glu
Leu
Ala
Asn
Lys
735
Gly
Glu
Gly
Val
Ser
815
Glu
Met

Ser

Lys

400
Ile

Ala
Phe
Leu
Asp
480
Gln
Ile
Pro
Ser
Phe
560
Thr
Ile
Ala
Arg
Leu
640
Leu
Gln
Asn
Gly
Pro
720
Met
Val
Lys
Thr
Val
800
Phe
Phe
Arg
Asp

Phe
880



Gln Ala
Ala Tyr
Pro Thr

Lys Leu

Thr

Ile

Ser

Ser

Glu

Leu

885

900

915

930

Pro Ala

945

Gly Gly
Gln Pro
Asp Ala

Cys Asp

Ser

Ser

Phe

Leu

Ile

Lys
Ala
Val
Pro

Thr

Ala

Val

Glu

Leu

Glu

Gly
Asn
Val
Asp

Asp
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Leu
Lys
Gly

Val

Gly
Leu

Asp

Thr

Leu

Gln

890

905

920

935

950

965

980

995

1010

Arg Gln

1025

Phe Phe
Asp Gln
Asn Pro

Asn Arg

Ile
Phe
Leu

Gly

Arg
Ala
Val

Ser

Asp
Lys
Ala

Asp

Pro
Arg

Leu

Tyr Thr

Phe

Leu

Pro

Leu

Glu
Phe
Arg

Gly

Leu
Asn
Gln
Thr

Lys

Gly
Ala
Arg
Gly

Asn

Trp
Asp
Gln
Ala

Leu

Ala

Ile

Phe

Thr

Glu

Ile

Met

Thr

Lys

Lys Lys

895

910

925

940

955

970

985

Ser Glu

1000

1015

Arg Tyr

1030

Arg Pro

1045

1060

1075

1090

Thr Arg Pro

1105

Met Ser Gly
Lys Lys Gly

Val Ile Ser

<210> 14
<211> 1175
<212> PRT

His

Lys Thr Leu
Arg Thr Gly Gln
Val Thr Val

Arg Ala Asp

Glu
Ile

Arg

Gln
Gly
Met
Val

Glu

Phe
Asp
Asn

Lys

Phe
Lys
Pro

Leu

Val

Leu

Phe

Gly Val

Met

Leu

Pro

Gly Val

Thr
Gly
Lys

Ala

Val
Leu
Gln
Gly

Ala

Val Thr
Gln Asn
Asp Phe

Pro Tyr

960

Arg Arg

975

990

1005

1020

Thr Thr

1035

Glu Glu

1050

1065

1080

Glu Asp

1095

1110

1125

1140

1155

<213> Tetrapisispora blattae

<220>
<223> TbIPYC
<400> 14

Met Thr
Gly Glu
Arg Ile
Tyr Ser

50
Ser Tyr

65
Leu Ala

Asn
Lys
Phe

35
His
Val

Ile

Lys
Asn

20
Arg
Glu

Ile

Asp

Lys
Lys
Thr
Asp
Gly

Glu
85

Phe
Val
Ala
Arg
Ala

70
Ile

Ser
Leu
His
Leu

55
Glu

Ile

Pro Gly
Thr Ile Val Glu Ile
Asp Ile Ile Ala Val

Ala Pro His Ser Gly

Val Tyr
Lys Lys
Asn Pro

Arg Val

Phe

Val
Phe
Ala

Gly

Met

Ala

Glu

Phe

Val

His

Leu

Ser

Glu

Pro

vVal

Asp Phe
Ser Asp
Glu Tyr

Thr Lys

1040

Glu Ile

1055

1070

1085

Ala Tle

1100

1115

1130

1145

1160

Gly
Val
Glu

40
Ala

Asn

Asn

Leu
Ala

25
Leu
Met

Gln

Ile

92

Arg

10
Asn
Ser
His
Tyr

Ala
90

Asp
Arg
Met
Arg
Thr

75
Lys

Asn
Gly
Arg
Leu

60

Pro

Lys

His Val
Lys Glu Gly
Leu Ser Ala Met Lys

Val Leu Lys Ser Leu

Gly Pro Leu
Leu Asn Gly Glu
Glu Thr Val

Ala Ala Pro

1120

Ala Lys Val

1135

1150

1165

Phe
Glu
Thr

45
Lys

Val

His

Ser
Ile

30
Val
Ala

Gly

Asn

Leu

15
Pro
Ala
Asp

Ala

Val
95

Met Glu Ile

Ala Val Val

Leu
Ile
Ile
Glu
Tyr

80
Asp



Phe
Arg
Val
Lys
145
Val
Ile
Glu
Arg
His
225
Val
Lys
Asp
Thr
Tyr
305
Glu
Ala
Tyr
Lys
Gly
385
Thr
Gly
Glu
Leu
Ile
485
Ala
Ser
Ile
Ala
Lys
545

Asp

Arg

Ile
Lys
Ile
130
Val
Glu
Lys
Gly
Thr
210
Pro
Val
Val
Ser
Asn
290
Fhe
Glu
Gly
Arg
Asn
370
Gly
Ile
Ser
Phe
Leu
450
Asp
Gln
Ile
Pro
Glu
530
Glu

Thr

Thr

His
Val
115
Asp
Asn
Glu
Ala
Asp
195
Ala
Lys
His
Val
Ile
275
Ala
Ile
Ile
Ala
Gly
355
Phe
Asn
Ser
Thr
Arg
435
Thr
aAsp
Lys
Lys
Ala
515
Fro
Phe

Thr

Tyxr

Pro
100
Thr
Ser
Val
Ala
Ala
180
Asp
Phe
His
Leu
Glu
260
Leu
Gly
Glu
Thr
Ser
340
Phe
Gln
Gly
Pro
Tyr
420
Ile
His
Thr
Leu
Gly
500
Leu
Pro
Ala

Txp

Asp

Gly
Glu
Val
Pro
Lys
165
Phe
Ile
Gly
Ile
Phe
245
Val
Thr
Thr
Ile
Gly
325
Leu
Ala
Pro
Val
His
405
Glu
Arg
Pro
Pro
Leu
485
Gln
His
Ser
Lys
Arg

565
Leu
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Ser
Gly
Thr
150
Ala
Gly
Ala
Asn
Glu
230
Glu
Ala
Asp
Ala
Asn
310
Ile
Glu
Ile
Asp
Arg
as0
Tyr
Ile
Gly
Val
Gln
470
His
Ile
Asp
Gly
Gln
550
Asp

Ala

Gly
Gly
Asp
135
Val
Fhe
Gly
Asp
Gly
215
Val
Arg
Pro
Ala
Glu
295
Fro
Asp
Asp
Gln
Thr
375
Leu
Asp
Val
Val
Phe
455
Leu
Tyr
Gly
Lys
Trp
535
Val

Ala

Ala

Phe
Ile
120
Lys
Pro
Val
Gly
Ala
200
Thx
Gln
Asp
Ala
val
280
Phe
Arg
Ile
Leu
Cys
360
Gly
Asp
Ser
Arg
Lys
440
val
Phe
Leu
Leu
Asn
520
Arg
Arg
His

Ile

Leu
105
Thr
Val
Gly
Glu
Gly
185
Phe
Cys
Leu
Cys
Lys
265
Lys
Leu
Ile
Val
Gly
345
Arg
Arg
Gly
Met
Arg
425
Thr
Ser
Gln
Ala
Pro
505
Gly
Lys
Glu

Gln

Ala

93

Ser
Trp
Ser
Thr
Lys
170
Arg
Gln
FPhe
Leu
Ser
250
Thr
Leu
Val
Gln
Ala
330
Leu
Ile
Leu
Gly
Leu
410
Lys
Asn
Gly
Met
Asp
490
Lys
Glu
Ala
Phe
Ser

570
Pro

Glu
Ile
Ala
Pro
155
His

Gly

Ile
Ala
235
Val
Leu
Ala
Asp
Val
315
Ala
Leu
Thr
Glu
Asn
395
Val
Met
Ile
Asp
Val
475
Leu
Leu
Val
Leu
Asn
555

Leu

Thr

Agn
Gly
Arg
140
Gly
Gly
Met
Ala
Glu
220
Asp
Gln
Pro
Lys
Asn
300
Glu
Gln
Gln
Thr
val
380
Ala
Lys
Leu
Pro
Tyr
460
Ser
Ala
Ala
Ile
Leu
540
Gly

Leu

Thr

Ser
Pro
125
Asn
Pro
Phe
Arg
Thr
205
Arg
Asn
Arg
Arg
Glu
285
Leu
His
Ile
Asp
Glu
365
Tyr
Tyr
Cys
Arg
Phe
445
Trp
Ser
Val
Thr
Asn
525
Glu
Cys

Ala

Ser

Glu
110
Pro
Leu
Ile
Pro
Val
130
Ser
FPhe
Tyr
Arg
Glu
270
Ala
Gly
Thr
Gln
Arg

350
Asp

Val
Ser
Ser
430
Leu
Thr
Lys
Asn
Arg
510
Val
Lys
Leu

Thr

Phe

Phe
Ala
Ala
Asp
Val
175
Val
Glu
Leu
Gly
His
255
Val
Gly
Arg
Ile
Ile
335
Ile
Pro
Ser
Gly
Cys
415
Leu
Leu
Thr
Asn
Gly
495
Pro
Thr
Gly
Ile
Arg

575
Ala

Ala
Ala
Ala
Thr
160
Ile
Arg
Ala
Asp
Asn
240
Gln
Arg
Tyr
His
Thr
320
Ala
Thr
Ser
Ala
2la
400
Ser
Ile
Thr
Phe
Arg
480
Ser
Asp
Asn
Pro
Met
560

Leu

Leu



Ala Gly

Ala Met
610

Arg Lys

625

Asn Gly

Val Lys
Ser Leu

Len Ala
690

Leu Gln

705

Glu Lys

Ala Gly
Arg Lys

Ala Gly
770

Asp Val

785

Gly Ser

Asn Ile
Met Arg

Pro Glu
B50

Leu Phe

865

Lys Arg

Val Thr
Thr Asn

Asp Phe
930

Pro Tyr

945

Lys Arg

Asp Ile
Asp Glu
Asp Phe
1010
Thr Lys
1025
Thr Ile

Asp Leu

Ala
595
Arg
Leu
Val
Gln
Asn
675
Gly
Pro
Ile
Thr
Lys
755
Thr
Val
Ile
Asn
Leu
B35
Val
Gln
Ala
Pro
Lys
a15
Pro
Gly
Lys
Ala
Cys
995
Gln
Asn

Glu

Asn

580
Phe

Phe
Val
Ala
Ala
660
Asp
Gly
Gly
Val
Met
T40
Tyr
Ala
Asp
Asn
Ala
820
Leu
Tyr
Ala
Tyr
Thr
00
Leu
Asp
Gly
Lys
Ala
980
Asp
Lys
Phe

Gln

Lys

1060

Ala
Leun
Pro
Tyr
645
Lys
Val
Val
Lys
Gly
725
Lys
Pro
Val
Val
Ala
BO5
Gln
Tyr
Glu
Gln
Arg
885
Ser
Thr
Ser
Phe
Met
965
Ile
Val
Ile

Leu

Gly

1045

Ala

ES 2 811926 T3

Leu Glu

His Glu
615

Asn Ile

630

Ser Ser

Asp Asn
Glu Gln

Val Glu
695

Lys Tyr

710

Leu Gly

Pro Ala
Asp Leu

Thr Ser
775

BAla Ile

790

Leu Leu

His Val
Ser Cys

His Glu
855

Gln Leu

870

Glu Ala

Lys Val
Ser Asp

Val Met
935

Pro Glu

950

Thr Ser

Lys Glu
Ala Ser
Arg Glu
1015
Ala Pro
1030
Lys Thr

Thr Gly

Cys
600
Asp
Pro
Leu
Gly
Leu
680
Ala
Asn
Thr
Ala
Pro
760
Met
Asn
Ala
Arg
Phe
840
Ile
Gly
Asn
Val
Asp
920
Asp
Pro
Arg

Asp

Tyr

1000

Lys
Fro
Leu

Thr

585
Trp

Pro
Phe
Pro
Val
665
Lys
Thr
Leu
His
Ala
745
Ile
Val
Ser
Ser
Glu
825
Glu
Pro
Leu
Tyr
Gly
905
Val
Phe
Leu
Pro
Leu
985
Asn
Tyr
Val

Ile

Arg

1065

94

Gly
Trp
Gln
Asp
650
Asp
Val
Met
Asp
Ile
730
Lys
His
Ala
Met
Leu
810
Leu
Ala
Gly
Gly
Leu
890
Asp
Arg
Phe
Arg
Gly
970
Gln
Met
Gly

Thr

Ile

1050

Gly
Glu
Met
635
Asn
Ile
Gly
Cys
Tyr
715
Leu
Leu
Val
Cys
Ser
795
Asp
Asp
Asp
Gly
Glu
875
Leu
Leu
Arg
Glu
Thr
955
Leu
Asn
Tyr
Asp

Gly

Ala
Arg
620
Leu
Ala
Fhe
Ile
Tyxr
700
Tyr
Gly
Leu
His
Ala
780
Gly
Gly
Ala
Leu
Gln
860
Lys
Gly
Ala
Leu
Gly
940
Asp
Glu
Arg
Pro
Leun

1020
Glu

1035

Lys

Cys

Glu Val Tyxr

Thr
605
Leu
Leu
Ile
Arg
Glu
685
Ser
Leu
Ile
Ile
Ser
765
Lys
Leu
Asp
Tyr
Lys
845
Leu
Trp
Asp
Gln
Ala
925
Leu
Ile
Leu
Phe
Lys
1005
Ser
Glu

Gln

Phe

590
Phe

Arg
Arg
Asgn
Val
670
Ala
Gly
Glu
Lys
Ser
750
His
Tyr
Thxr
Ile
Trp
830
Gly
Thr
Lys
Ile
Phe
910
Asn
Leu
Leu
Gln
Gly
990
Val
Val
Ile

Ala

Glu
1070

Asp
Thr
Gly
His
655
Phe
Val
Asp
Leu
Asp
735
Ser
Asp
Gly
Ser
Glu
B15
Ala
Pro
Agn
Glu
Val
895
Met
Ser
Gly
Lys
Pro
975
Asp
Tyr
Leu
Glu
Val

1055
Leu

Val
Len
Ala
640
Phe
Asp
Lys
Met
Ser
720
Met
Leu
Ser
Ala
Gln
BOO
Thr
Glu
Asp
Leu
Thr
BBO
Lys
val
Leu
Gln
Gly
960
Phe
Ile
Glu
Pro
Val
1040
Gly

Asn



Gly Glu Leu Arg
1075
Ilea Val Ala Lys
1090
Ala Pro Met Ala
1105
Leu Val Lys Lys

Glu Met Val Ile

1140

Val

1155
Asp Pro Glu
1170

Glu

<210> 15

<211> 1177

<212> PRT

<213> Torulaspora delbrueckii
<220>

<223> TdePYC

<400> 15

ES 2 811926 T3

Lys Ile Pro Val Val
1080
Pro Lys Ala Asp Thr
1095
Gly Val Ile Val Glu
1110

Gly Gln Pro Val Ala
1125

Ser Ser Pro Ser Asp

1145
Ala Asp Gly Glu Asn Val Asp Ala Ser Asp Leu Leu Ile Thr Leu

1160
Pro FPro Lys

1175

95

Asp Arg Ser Leu Lys
1085
His Asp Pro Tyr Gln
1100
Val Lys Val His Lys
1115

Val Leu Ser Ala Met
1130

Gly Leu Val Lys Asn

1150

1165

Val Asp
Ile Gly

Gly Ser
1120

Lys Met

1135

Val Thzx



Leu
Ile
Ile
Glu
65

Tyr
Asp
Ala
Asp
Leu
145
Asn
Tle
Arg
Ala
Val
225
Asn
Gln

Arg

Tyr

Ser
Gly
Arg
Tyr

50
Ala
Leu
Phe
Lys
Val
130
Lys
Val
Tle
Glu
Arg
210
Lys
Val
Lys

Asn

Arg
290

Lys
Glu
Ile

35
Ser

Ala
Ile
Lys
115
Ile
Ala
Gln
Lys
Gly
195
Thr
Pro
Val
Val
Ala

275
Asn

Asn
Lys

20
Phe
His
Val
Ile
His
100
Val
Asp
Asp
Glu
Ala
180
Asp
Ala
Lys
His
Val
260

Tle

Ala

Lys
Asn
Arg
Glu
Ile
Asp

85
Pro
Ala
Ala
Val
Ala
165
Ala
Asp
Phe
His
Leu
245
Glu

Leu

Gly

ES 2 811926 T3

Lys
Ser
Asp
Gly

70
Glu
Gly
Asp
Val
Pro
150
Lys
Phe
Tle
Gly
Ile
230
Phe
Val

Thr

Thr

Fhe
Leu
Ala
Arg

55
Glu
Ile
Tyr
Asn
Gly
135
Thr
Ala
Gly
Glu
Asn
215
Glu
Glu
Ala

Asp

Ala
295

Ala
Leu
His

40
Leu
Glu
Ile
Gly
Gly
120
Asp
Val
FPhe
Gly
Asp
200
Gly
Val
Arg
Pro
Ala

280
Glu

Gly
Val

25
Glu

Ser

Glu
Phe
105
Tle
Lys
Pro
Val
Gly
185
Ala
Thr
Gln
Asp
Ala
265

Val

Phe

96

Leu
10
Ala

Leu

Lys
Ile

90
Len
Thr
Val
Gly
Glu
170
Gly
Phe
Cys
Leu
Cys
250
Lys

Lys

Leu

Arg
Asn
Ser
His
Tyr

75
Ala
Ser
Trp
Ser
Thr
155
Lys
Arg
Gln
Phe
Leu
235
Ser
Thr

Leu

Val

Asp
Arg
Met
Lys

60
Thr
Lys
Glu
Ile
Ala
149
Pro
Tyr
Gly
Arg
Ile
22Q
Ala
Val
Leu

Ala

Asp
300

Asn
Gly
Arg

45
Leu
Pro
Gln
Asn
Gly
125
Arg
Gly
Gly
Met
Ala
205
Glu
Asp
Gln
Pro
His

285
Asn

Phe
Glu

30
Thr
Lys
Val
His
Ser
110
Pro
Asn
Pro
Tyr
Arg
190
Thr
Arg
Asn
Arg
val
270

Thr

Gln

Ser

15
Ile
Val
Ser
Gly
Asn

95
Glu
Pro
Leu
Ile
Pro
175
Val
Ser
Phe
Tyr
Arg
255
Glu

Ala

Asn

Leu
Pro
Ala
Asp
Ala

g0
Val
Phe
Ala
Ala
Glu
160
Val
Val
Glu
Leu
Gly
240
His
Val

Gly

Arg



His
305
Thr
Ala
Thr
Ser
Ala
385
Ala
Ser
Ile
Thr
FPhe
465
Ser
Thr
Ser
Pro
545
Met
Val
Leu
Val
Leu
625
Ala
Phe
Asp
Lys
Met
705
Thr
Met
Ile

Ser

Ala

Tyr
Glu
Ala
Thr
Lys
370
Gly
Ile
Gly
Glu
Leu
450
Ile
Ala
Ser
Ile
Ala
530
Lys
Asp
Arg
Ser
Ala
610
Arg
Asn
Val
Ala
Lys
690
Leu
Gly
Ala
aArg
Ala

770
Asp

Phe
Glu
Gly
Arg
355
Asn
Gly
Ile
Ser
Phe
435
Leu
Asp
Gln
Ile
Pro
515
Ala
Glu
Thr
Thr
Gly
595
Met
Lys
Gly
Lys
Leu
675
Ala
Gln
Lys
Gly
Ala
755
Gly

Val

Ile
Ile
Ala
340
Gly
Phe
Asn
Ser
Thr
420
Arg
Thr
Asp
Lys
Lys
500
His
Pro
Phe
Thr
Tyr
580
Ala
Arg
Leu
Val
Gln
660
Asn
Gly
Pro
Ile
Thr
740
Lys

Thr

Val

Glu
Thr
325
Ser

FPhe

Gln

Pro
405
Tyr
Ile
Asn
Thr
Leu
485
Gly
Leu

Pro

Ala

Trp
565
Asp
Phe
Phe
Val
Ala
645
Ala
Asp
Gly
Gly
Val
725
Met
Tyr
Ala

Asp
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Ile
310
Gly
Leu
Ala
Fro
Val
390
His
Glu
Arg
Pro
Pro
470
Leu
Gln
His
Ala
Lys
550
Arg
Leu
Ala
Leu
Pro
630
Tyr
Lys
Leu
Val
Lys
710
Glu
Lys
FPro

Val

Val

Asn
Ile
Glu
Ile
Asp
375
Arg
Tyr
Ile
Gly
Val
455
Gln
His
Leu
Asp
Gly
535
Gln
Asp
Ala
Leu
Hisg
615
Asn
Ser
Glu
Glu
Val
695
Lys
Met
Pro
Asp
Ala

775
Ala

Pro
Asp
Gln
Gln
360
Thr
Leu
Asp
Val
Val
440
Phe
Leu
Tyr
Gly

Ala
520
Trp

Val
Ala
Ala
Glu
600
Glu
Ile
Ser
Asn
Gln
680
Glu
Tyr
Gly
Ser
Leu
760

Ser

Thr

Arg
Ile
Leu
345
Cys
Gly
Asp
Ser
Arg
425
Lys
Val
FPhe
Leu
Val
505
Gln
Arg
Arg
His
Ile
585
Cys
Asp
Fro
Leu
Gly
665
Leu
Ala
Asn
Thr
Ala

745
Pro

Asn

97

Ile
Val
330
Gly
Arg
Arg
Gly
Met
410
Arg
Thr
Asn
Gln
Ala
490
Pro
Gly
Gln
Asp
Gln
570
Ala
Trp
Pro
Phe
Pro
650
Val
Lys
Thr
Leu
His
730
Ala
Ile

Ala

Ser

Gln
315
Ala
Leu
Ile
Leu
Gly
395
Leu
Lys
Asgn
Gly
Met
475
Asp
Lys
Glu
Ile
Phe
555
Ser
Pro
Gly
Trp
Gln
635
Asp
asp
Val
Val
Asp
715
Ile
aArg
His
Ala

Met

Val
Ala
Met
Thr
Glu
380
Asn
Val
Met
Ile
Asp
460
Ile
Leu
Leu
Ile
Leu
540
Asp
Leu
Thr
Gly
Glu
620
Met
Asn
Ile
Gly
Cys
700
Tyr
Leu
Leu
Val
Cys

780
Ser

Glu
Gln
Gln
Thr
365
Val
Ala
Lys
Ile
Pro
445
Tyr
Ser
Ala
Thr
Ile
525
Leu
Gly
Leu
Thr
Ala
605
Arg
Leu
Ala
Phe
Val
685
Tyr
Tyr
Gly
Leu
His
765

Ala

Gly

His
Ile
Asp
350
Glu
Tyr
Phe
Cys
Arg
430
Phe
Trp
Ser
Val
Thr
510
Asn
Asp
Thr
Ala
Ala
590
Thr
Leu
Leu
Ile
Arg
670
Asp
Ser
Leu
Ile
Ile
750
Thr

Leu

Leu

Thr
Gln
335
Arg
Asp
Arg
Ala
Ser
415
Ala
Leu
Thr
Gln
Asn
495
His
Val
Tyr
Leu
Thr
575
His
FPhe
Arg
Arg
Asp
655
val
Ala
Gly
Glu
Lys
735
Gly
His
Ala

Thr

Ile
320
Ile
Ile
Pro
Ser
Gly
400
Cys
Leu
Leu
Thr
Asn
480
Gly
Pro
Asn
Gly
Ile
560
Arg
Ala
Asp
Ile
Gly
640
His
Phe
Val
Asp
Val
720
Asp
Ser
Asp

Gly

Ser



785
Gln Pro

Thr Asn
Glu Met
Asp Pro
850
Leu Leu
865
Thr Lys
Lys Val
Val Ser
Leu Asp
930
Gln Pro
945
Asn Lys
Phe Asp
Ile Asp
Glu Asp
1010
Pro Thr
1025
Val Thr
Gly Asp
Asn Gly

Glu Ser

1080

Gly Ala
1105

Ser Leu
Met Glu
Tyr Ile

Leu Glu

1170

<210> 16
<211> 1177
<212> PRT

Ser
Ile
Arg
835
Glu
Phe
Arg
Thr
Asn
915
Phe
Tyr
Arg
Leu
Glu
995
Phe
Lys
Ile

Leu

Glu

1075

vVal

Pro

Val

Met

Asn

1155

Met
Asp
820
Leu
Val
Gln
Ala
Pro
900
Lys
Pro
Gly
Arg
Glu
980
Cys
His
Asn

Glu

Asn

1060

Leu
Ala
Met
Lys

Val

1140

Asn
805
Val
Leu
Tyr
Ala
Tyr
885
Thr
Leu
Asp
Gly
Lys
965
Lys
Asp
Lys

Phe

Lys

1045

Lys
Arg
Lys
Ala

Lys

1125

Ile

ES 2 811926 T3

790
Ala Leu

Gln His
Tyr Ser

Glu His
855

Gln Gln

870

Lys Glu

Ser Lys
Thr Ser

Ser Val
935

Phe Pro

950

Leu Thr

Ile Arg
Val Ala

Ile Lys
1015
Leu Ser
1030
Gly Lys

Glu Thr

Lys Ile

Pro Lys
1095

Gly Val

1110

Gly Glu

Ser Ala

Asp Gly Asp Asn

Glu Ala Val Pro Ala

<213> Zygosaccharomyces rouxii

<220>
<223> ZroPYC
<400> 16

1175

Leu
Thr
Cys
840
Glu
Leu
Ala
Val
Gly
920
Met
Glu
Cys
Glu
Ser
1000
Glu
Pro
Thr
Gly
Pro
1080
Ala
Ile
Pro
Gln
vVal

1160
Glu

Ala
Arg
825
Phe
Ile
Gly
Asn
Val
905
Asp
Asp
Pro
Arg
Asp
985
Tyr
Arg
Pro
Leu
Val
1065
vVal
Asp

Val

Val

Ser
810
Glu
Glu
Pro
Leu
Tyr
890
Gly
Val
Phe
Leu
Pro
970
Leu
Asn
Tyr
Lys
Ile
1050
Arg
vVal
Gly

Glu

Ala
1130

795
Leu

Leu
Ala
Gly
Gly
875
Leu
Asp
Lys
Phe
Arg
955
Gly
Gln
Met
Gly
Ile
103
Ile
Glu
Asp
His

Val
111

Asp
Asp
Asp
Gly
860
Glu
Leu
Leu
Arg
Glu
940
Thr
Leu
Asp
Tyr
Asp
1020
Gly
5
Lys
Val
Lys
Asp
110

Lys
5

Gly
Ala
Leu
845
Gln
Lys
Gly
Ala
Leu
925
Gly
Asp
Glu
Arg
Pro
1005
Leu
Glu
His

Tyr

Gln
Tyr
830
Lys
Leu
Trp
Asp
Gln
910
Ala
Leu
Ile
Leu
Phe
990
Lys
Ser
Glu

Gln

Phe
1070

Ile
815
Trp
Gly
Thr
Ala
Leu
895
Phe
Ser
Ile
Leu
Ala
975
Gly
vVal
vVal
Ile
Ala

10585
Glu

800
Asn

Ala
Pro
Asn
Glu
880
Val
Met
Ser
Gly
Lys
960
Pro
Asp
Tyr
Leu
Glu
1040

Val

Leu

Ser Gln Lys Val

1085

Pro
0

Val

Val Leu Ser

Ala Asp Gly Gln Val

1145

Asp Ala Ser Asp Leu

Asn

98

1165

Leu
His
Ala

Lys
1150

Gln
Lys
Met

1135
Glu

Val
Gly
1120
Lys

Val

Leu Val Val



ES 2 811926 T3

Met Ser Thr Lys Lys Phe Ser Gly Leu Arg Asp Asn Phe Ser Leu Leu
5 10 15
Gly Glu Lys Asn Lys Ile Leu Val Ala Asn Arg Gly Glu Ile Pro Ile
20 25 30

99



Tyr
Ala
65

Leu
Phe
Lys
Val
Lys
145
Val
Ile
Glu
Arg
Lys
225
Val

Lys

Asn

Tyr
305
Glu
Ala
Thr
Lys
Gly
385
Val
Gly
Glu
Leu
Ile
465
Ala

Ser

Val

Ile
Ser

50
Tyr
Ala
Ile
Lys
Ile
130
Ala
Asp
Lys
Gly
Ser
210
Pro
Val
Val
Ala
Asn
250
Phe
Glu
Gly
Arg
Asn
370
Gly
Ile
Ser
Fhe
Leu
450
Asp
Gln

Ile

Pro

Phe

35
His
Val
Ile
His
Val
115
Asp
His
Glu
Ala
Asp
195
Ser
Lys
His
Val
Ile
275
Ala
Ile
Ile
Ala
Gly
355
Phe
Asn
Ser
Thr
aArg
435
Thr
Asp
Lys

Lys

Arg

Arg
Glu
Ile
Asp
Pro
100
Glu
Ser
val
Ala
Ala
180
Asp
Phe
His
Leu
Glu
260
Leu
Gly
Glu
Thr
Ser
340
Phe
Gln
Gly
Pro
Tyr
420
Ile
His
Thr
Leu
Gly

500
Leu

Ser
Asp
Gly
Glu

B85
Gly
Ala
Val
Ala
Ile
165
Phe
Val
Gly
Ile
Phe
245
Leu
Thr
Thr
Ile
Gly
325
Leu
Ala
Pro
Val
His
405
Glu
Arg
Pro
Pro
Leu
485

Gln

His
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Ala
Arg
Glu

70
Ile
Tyr
Asn
Gly
Thr
150
Glu
Gly
Ala
Asn
Glu
230
Glu
Ala
Asp
Ala
Asn
310
Ile
Asp
Ile
Asp
Arg
390
Tyr
Ile
Gly
Thr
Gln
470
His
Val

Gly

His
Leu

55
Glu
Ile
Gly
Gly
Asp
135
Val
FPhe
Gly
Asp
Gly
215
Val
Arg
Pro
Ala
Glu
285
Fro
Asp
Gln
Gln
Thr
375
Leu
Asp
Val
Val
Phe
455
Leu
Tyr

Gly

Ser

Glu

40
Ser
Gly
Ala
Phe
Ile
120
Lys
Pro
Thr
Gly
Ala
200
Thr
Gln
Asp
Ala
Val
280
Phe
Arg
Ile
Leu
Cys
380
Gly
Asp
Ser
Arg
Lys
440
Val
Phe
Leu

Leu

Asn

Leu
Met
Lys
Ile
Leu
105
Thr
Val
Gly
Lys
Gly
185
Phe
Cys
Leu
Cys
Lys
265
Lys
Leu
Ile
val
Gly
345
Arg
Arg
Gly
Met
Arg
425
Thr
Gln
Gln
Ala
Pro

505
Gly

100

Ser
His
Tyr
Ala

90
Ser
Trp
Ser
Thr
Lys
170
Arg
Gln
Phe
Leu
Ser
250
Ala
Leu
Val
Gln
Ala
330
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu
410
Lys
Asn
Gly
Met
Asp
490

Lys

Glu

Met
Arg
Thr

75
Lys
Glu
Ile
Ala
Pro
155
Tyr
Gly
Arg
Met
Ala
235
Val
Leu
Ala
Asp
Val
315
Ala
Leu
Thr
Glu
Asn
395
Val
Met
Ile
Gln
Ile
475
Leu

Leu

Val

Arg
Leu

60
Pro
Lys
Asn
Gly
Arg
140
Gly
Gly
Met
Ala
Glu
220
Asp
Gln
Pro
Lys
Asn
300
Glu
Gln
Gln
Thr
Val
380
Thr
Lys
Ile
Pro
Phe
460
Ser
Ala

Lys

Ile

Ser

45
Lys
Val
His
Ser
Fro
125
Asn
Pro
Phe
Arg
Ser
205
aArg
Asn
Arg
Val
Thr
285
Glu
His
Ile
Asp
Glu
3865
Tyr
Tyr
Cys
Arg
FPhe
445
Trp
Ser
Val

Thr

Asp

Val
Ala
Gly
Asn
Glu
110
Pro
Leu
Ile
Pro
Val
190
Ser
Phe
Tyr
Arg
Glu
270
Ala
Asn
Thr
Gln
Arg
350
Asp
Arg
Ala
Ser
Ala
430
Leu
Thr
Gln
Asn
His

510
Val

Ala
Asp
Ala
Val

95
Phe
Ala
Ala
Glu
Val
175
Val
Glu
Leu
Gly
His
255
Thr
Gly
Arg
Ile
Ile
335
Ile
Pro
Ser
Gly
Cys
415
Leu
Leu
Thr
Asn
Gly
495

Pro

Leu

Val
Glu
Tyr

80
Asp
Ala
Glu
Ala
Ser
160
Ile
Arg
Ala
Val
Asn
240
Gln
Arg
Tyr
His
Thr
320
Ala
Thr
Ser
Ser
Ala
400
Ser
Val
Thr
Phe
Arg
480
Ser

Thr

Ala



Thr
Glu
545
Asp
Arg
Ser
Ala
Arg
625
Asn
Val
Ala
Lys
Leu
705
Glu
Ala
Arg
Ala
Asp
785
Pro
Gly
Met
Pro
Leu
865
Lys
Val
Ser
Asp
Pro
945
Lys

Asp

Asp

Pro
530
Glu
Thr
Thr
Gly
Met
610
Arg
Gly
Lys
Leu
Ala
690
Gln
Gln
Gly
Ala
Gly
770
Val
Cys
Tle
Arg
Glu
B50
Phe
Lys
Thr
Asn
Phe
830
Tyr
Arg

Leu

Glu

515
Pro

Phe
Thr
Tyr
Ala
595
Arqg
Leu
Val
Gln
Asn
675
Gly
Pro
Ile
Thr
Lys
755
Thr
Val
Met
Asn
Leu
B35
Val
Gln
Ala
Pro
Lys
915
Pro
Gly
Arg

Glu

Cys
995

Pro
Ala
Trp
Asp
580
Phe
Phe
Val
Ala
Ala
660
Asp
Gly
Gly
Val
Met
740
Tyr
Gly
Asp
Asn
Ala
820
Leu
Tyr
Ala
Tyxr
Thr
900
Leu
Asp
Gly
Lys
Ala

980
Asp

Ser
Lys
Arg
565
Leu
Ser
Leu
Pro
Tyr
645
Lys
Leu
Val
Lys
Lys
725
Lys
Pro
Val
Val
Ala
805
Asn
Tyr
Glu
Gln
Lys
885
Ser
Thr
Ser
FPhe
Leu
965

Val

Val
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Gly
Arg
550
Asp
Ala
Len
His
Asn
630
Ser
Glu
Asp
Val
Lys
710
Met
Pro
Asn
Ala
Ala
790
Leu
Tyr
Ser
His
Gln
870
Glu
Lys
Ser
Val
Pro
950
Thr

Arg

Ala

Trp
535
Val
Ala
Ala
Glu
Glu
615
Val
Ser
Asn
Gln
Glu
695
Tyr
Gly
Ala
Leu
Ser
775
Val
Leu
Ala
Cys
Glu
855
Leu
Ala
Val
Asp
Met
935
Glu
Asn

Glu

Ser

520
Arg

Arg
His
Ile
Cys
600
Asp
Pro
Leu
Gly
Leu
6B0O
Ala
Asn
Thr
Ala
Pro
760
Met
Asn
Ala
Arg
Phe
B40
Ile
Gly
Asn
Val
Asp
920
Asp
Pro
Arg

Asp

Tyr
1000

Gln
Gln
Gln
Ala
585
Trp
Pro
Phe
Pro
Val
665
Lys
Thr
Leu
His
Ala
745
Ile
Ala
Ser
Ser
Glu
825
Asp
Pro
Leu
Tyr
Gly
905
Val
Phe
Leu
Pro
Leu

985
Asn

101

Val
Phe
Ser
570
Pro
Gly
Trp
Gln
Asp
650
Asp
Val
Val
Asp
Phe
730
Lys
His
Ala
Met
Leu
810
Leu
Thr
Gly
Gly
Leu
890
Asp
Arg
Fhe
Arg
Gly

970
Gln

Leu
Asn
555
Leu
Thr
Gly
Glu
Met
635
Asn
Ile
Gly
Cys
Tyr
715
Leu
Leu
Ile
Cys
Ser
795
Asp
Asp
Asp
Gly
Glu
875
Leu
Leu
Arg
Glu
Ser
955
Leu

Asp

Tyr

Leu
540
Gly
Leu
Thr
Ala
Arg
620
Leu
Ala
Phe
Val
Tyr
700
Tyr
Gly
Leu
His
Ala
780
Gly
Gly
Ala
Leu
Gln
860
Lys
Gly
Ala
Leu
Gly
940
Asp
Asp

Arg

Pro

525
Glu

Cys
Ala
Ala
Thr
605
Leu
Leu
Ile
Arg
Asp
685
Ser
Leu
Ile
Val
Thr
765
Val
Leu
Glu
Tyr
Lys

845
Leu

Trp
Asp
Gln
Ala
925
Leu
Val
Leu

Phe

Lys
1005

His
Leu
Thr
His
580
Phe
Arg
Arg
Asp
Val
670
Ala
Gly
Glu
Lys
Gly
750
His
Ser
Thr
Ile
Trp
830
Gly
Thr
Ile
Leu
Phe
910
Asn
Ile
Leu
Ala
Gly

990
Val

Gly
Ile
Arg
575
Ala
Asp
Ile
Gly
His
655
Phe
Val
Asp
Val
aAsp
735
Ser
Asp
Gly
Ser
Asn
815
Ala
Pro
Asn
Glu
Val
895
Met
Ser
Gly
Arg
Pro
97%

Asp

Tyr

Pro
Met
560
Val
Leu
Val
Leu
Ala
640
Fhe
Asp
Lys
Met
Thr
720
Met
Ile
Ser
Ala
Gln
800
Thr
Glu
Asp
Leu
Thr
880
Lys
Val
Leu
Gln
Asn
980
Phe

Thr

Glu



Asp Phe
1010
Thr Lys
1025
Thr Ile

Asp Leu
Gly Glu

Ile Val

1080

Ala Pro
1105

Leu Ile
Glu Met
Ala Asn

Glu Asp

1170

<210> 17
<211> 294
<212> PRT

Gln
Asn
Glu
Asn
Leu
1075
Ser
Met
Lys

Val

Lys
Phe
Gln
Lys
1060
Arg
Lys
Ala
Lys

Ile
1140

ES 2 811926 T3

Ile Lys

1

Leu Ser

1030

Gly Lys
1045

Glu Thr

Lys Ile
Pro Lys

Gly Val
1110
Gly Gln
1125
Ser Ala

Gly Gly Asp Asn

1155

Ala Val Pro Pro

<213> Archaeoglobus fulgidus

<220>
<223> AfuMDH
<400> 17

Glu
015
Pro
Thr
Gly
Pro
Ala
1095
Ile
Pro
Gln
Val

Lys
1175

Gln Phe Gly Asp Leu Ser Val Leu Pro
1020

Pro Gly Ile Gly Glu Glu Ile Glu Val
1035 1040

Leu Ile Ile Lys His Gln Ala Val Gly

1050 1055
Met Arg Glu Val Tyr Phe Glu Leu Asn
1065 1070

Val Val Asp Arg Ser Gln Lys Val Glu

1080 1085

Asp Gly His Asp Pro Tyr Gln Val Gly

1100

Val Glu Ile Lys Val His Lys Gly Ser
1115 1120

Val Ala Val Leu Ser Ala Met Lys Met

1130 1135
Thr Asp Gly Gln Val Lys Glu Val Leu
1145 1150

Asp Ala Ser Asp Leu Leu Val Thr Leu

1160 1165

Glu Asn

102



<210> 18
<211> 326
<212> PRT

Met
Phe
Ile
Ala
Ser
65

Arg
Ile
Lys
Trp
Gln
145
Arg
Phe
Ala

Lys

Lys
225

Lys

Lys
Thr
Ala
Ala

50
Lys
Ile
Ile
Lys
130
Leu
Asn
Val
Val
Gly

210
Ala

Gln

Leu

Leu
Cys
Glu

35
Gly
Leu
Pro
Lys
Leu
115
Glu
Asp
Ile
Ala
Glu
195
Ala

Val

Gly

Gly

Gly
Leu

20
Asp
Ile
Lys
Gly
Asp
100
Val
Ser
Ser
Arg
Lys
180
Asn

Thr

Val

Glu

Lys
260

<213> Congregibacter litoralis

<220>

<223> CIiIMDH

<400> 18

Phe
Leu
Leu
Asp
Gly
Met

85
Ile
Val
Gly
Gln
Arg
165
Ser
Asp
Ile
Glu
Tyr

245
Asn

ES 2 811926 T3

Val
Asn
Ala
Lys
Ser

70
Thr
Ala
Thr
Lys
Arg
150
Ala
Leu
Val

Phe

Asp
230

Gly

Gly

Gly
Leu
Val
Tyr

55
Glu
Arg
Lys
Asn
Pro

135
Leu

Trp
Ala
Arg
Gly

215
Thr

Ile

Ala

Ala
Asp
Gly

40
Pro
Ile
Leu
Lys
Pro
120
Arg
Lys
Ile
Asp
Phe
200

Pro

Gly

Glu

Glu

Gly
Val

25
Glu
Lys
Ile
Asp
Ile
105
Met
Asn
Glu
Ile
Phe
185
Val
Ala

Glu

Asn

Val
265

103

Arg

10
Asp
Ala
Ile
Val
Leu

90
Val
Asp
Glu
Arg
Gly
170
Asp
Ala
Val

Ile

Val
250
Ala

Val
Glu
Met
Val
Val

75
Ala
Glu
Val
Val
Leu
155
Glu
Gly
Ala

Ala

Ile
235

Ala

Asp

Gly
Ile
Asp
Gly

60
Thr
His
Asn
Met
Phe
140
Tyr
His
Glu
Glu
Ile

220
Pro

Val

Ile

Ser
Ala
Leu

45
Gly
Ala
Lys
Ala
Thr
125
Gly
Asn
Gly
Val
Val
205
Tyr

Thr

Gly

Lys

Thr
Leu

30
Ala
Ala
Gly
Asn
Pro
110
Tyr
Met
Ala
Asp
Asp
190
Ile
Arg

Ser

Val

Leu
270

Ser

15
Val
His
Asp
Leu
Ala

a5
Glu
Ile
Gly
Gly

Ser
175

Trp
Lys
Met

Met

Pro
255
Ser

Ala
Asp
Ala
Tyr
Ala

g0
Gly
Ser
Met
Asn
Ala
160
Met
Glu
Arg

Val

Ile
240

Ala

Asp



Gly
Asp
Ala
Leu
65

Ala
Glu
Gly
Val
Pro
145
Asn
Ala
Pro
Val
Arg
225
Ala
Pro
Gly
Gly
Gly
305

Val

<210>19
<211> 328
<212> PRT

Lys
Tyr
Gln
Leu

50
Ala
Asp
Arg
Lys

Gly
130

Glu
210
Gly
Ala
Glu
Ile
Asp
290
Arg

Ala

Ala
Ala
FPro

35
Glu
Gly
Tyr
Lys
Ala
115
Asn
Ile
Ala
Ser
Leu
195
Gln
Ala
Asn

Gly

Ala
275

Trp
Met

Asp

<213> Delftia acidovorans

<220>

<223> DacMDH

<400> 19

Pro
Leu

20
Val
Gly
Ile
Ala
Asp
100
Ila
Pro
Asp
Lys
Thr
180
His
Gln
Ala
Ala
Asp
260
Glu
Ser

Gln

Leu

Val
Leu
Ile
Val
Val
Leu

85
Lau
Azn
Ala
Pro
Thr
165
Mat
His
Trp
Ila
Ala
245
Trp
Gly
Ile

Ala

Leu
125

ES 2 811926 T3

Arg
Fhe
Leu
Arg
Cys

70
Leu
Lau
Asp
Asn
Arg
150
Gln
Thr
Ser
Tyr
Ila
230
Ila
Val
Leu
Val
Thr

310
Pro

Val
Arg
His
Met

55
Thr
Val
Glu
His
Thr
135
Asn
Ile
Val
Thr
Glu
215
Lys
Asp
Sar
Ile
Gln

295
Elu

Thr
Ile
Leau

40
Glu
Asp
Gly
Ala
Ala
120
Asn
Fhe
Ala
Trp
Val
200
Asp

Ala

His

Iyr
280
Gly

Gln

Wal
Ala

25
Leu
Leu
Asp
Ala
A=n
105
Ser
Ala
Thr
Gln
Gly
185

Asn

Glu

Gly
265
Ser

Leu

Glu

104

Thr

10
Ser
Asp
Asp
Pro
Arg

a0
Ala
Arg
Leu
Ala
Lys
170
Asn
Gly
Phe
Gly
Arg
250
Val
Phe

Glu

Leu

Gly
Gly
Ila
Asp
Asn

75
Pro
Ala
Asp
Ile
Mat
155
Leau
His
Lys
Ile
Ala
235
Asp
Tyr
Pro

Ile

Thr
315

Ala
Ala
Thr
Cys

&0
Val
Arg
Ila
Ile
Thr
140
Met
Asp
Ser
Val
Pro

220
Ser

Trp
Ser
Cys
Asn

300
Glu

Ala

Met
Pro

45
Ala
Gly
Gly
Fha
Arg
125
Gln
Arg
Ala
Ala
Ala
205
Thr
Ser
Ala
Asp
Arg
285
Asp

Glu

Gly
Leu

30
Ala
Phe
Phe
Pro
Ser
110
Val
Arg
Leu
Pro
Thr
190
Val
Val
Ala
Lau
Gly
270
Cys

FPhe

Arg

Gln

15
Gly
Mat
Pro
Lys
Gly

95
Val
Leu
Az=n
Asp
Val
175
Gln
Asp
Gln
Ala
Gly
255
Sar
Ser

Ser

Asp

Ile

Asp

Leu
Asp

80
Mat
Gln
Val
Ala
His
160
Thr
Tyr
Ala
Gln
Sar
240
Thr
Tyrx
Gly
Arg

Ala
320



Met Ser
Ile Gly
Lys Asp

Ala Gln
50

Phe Pro

65

Phe Lys

Pro Gly
Thr Ala

Val lLeu
130

Lys Ser

145

Leu Asp

Lys Val
Thr Met

Lys Ala
210

Thr Val

225

Ser Ala

Ala leu
Gly Glu

Thr Glu
290

Phe Ser

305

Gln Asp

<210> 20
<211> 324
<212> PRT

Lys
Tyr
Gln

35
Asn
Leu
Asp
Met
Gln
115
Val
Ala
His
Gly
Tyr
195
Lys
Gly
Ala
Gly
Tyr
275
Asn

Gln

Gly

<213> Halomonas elongata

<220>
<223> HelMDH
<400> 20

Lys
Ala

20
Pro
Ala
Leu
Thr
Glu
100
Gly
Val
Pro
Asn
Asp
1B0O
Ala
Ile
Lys
Ser
Ser
260
Gly
Gly
Glu

Val

Pro
Leu
Val
Leu
Ala
Asp

85
Arg
Lys
Gly
Asp
Arg
165
Ile
Asp
Asn
Arg
Ala
245
Gly
Ile
Glu
Cys

Lys
325

ES 2 811926 T3

Val
Leu
Ile
Lys
Gly

70
Tyr
Ala
Ala
Asn
Leu
150
Ala
Arg
Tyr
Asp
Gly
230
Ala
Gly
Pro
Tyr
Ile

310
His

Arg
Phe
Leu
Gly

55
Ile
Ala
Asp
Leu
Pro
135
Pro
Ala
Lys
Arg
Gln
215
Ala
Asn
Glu
Ala
Lys
295
Asp

Leu

Val
Arg
Gln

40
Val
Glu
Leu
Leu
Asn
120
Ala
Ala
Ser
Leu
Phe
200
Ala
Ala
Ala
Trp
Gly
2B0D
Ile

Lys

Leu

Ala
Ile

25
Leu
Ile
Ala
Leu
Leu
105
Ala
Asn
Lys
Gln
Thr

1485
Ala

Trp
Ile
Ala
Val
265
Ile

Val

Thr

Val

10
Ala
Leu
Met
His
Val

S0
Ala
Ala
Thr
Asn
Leu
170
Val
Thr
Asn
Ile
Ile
250
Thr
Val
Glu

Leu

Thr
Ser
Glu
Glu
Ser

75
Gly
Ala
Ala
Asn
Phe

155
Ala

Trp
Val
Lys
Ala
235
Asp
Met
Phe
Gly

Ala
315

Gly
Gly
Ile
Leu

60
Asp
Ala
Asn
Ser
Ala
140
Thr
Ala
Gly
Asn
Asp
220
Ala
His
Gly
Gly
Leu

300
Glu

Ala
Glu
Pro

45
Glu
Pro
Arg
Ala
Arg
125
Tyr
Ala
Lys
Asn
Gly
205
Val
Arg
Met
Val
Phe
285
Glu

Leu

Ala
Met

30
Asp
Asp
Leu
Pro
Gln
110
Asn
Ile
Met
Ala
His
190
Glu
Phe
Gly
Arg
Pro
270
Pro

Ile

Gln

Gly

15
Leu
Glu
Cys
Gln
Arg

85
Ile
Val
Ala
Leu
Gly
175
Ser
Ser
Leu
Leu
Asp
255
Ser
Val
Asp

Gly

Gln

Lys
Ala
Ala

80
Gly
Phe
Lys
Met
Arg
160
Phe
Pro
Val
Pro
Ser
240
Asn
Thr

Ala

Glu
320

Met Lys Asp Pro Val Arg Ile Ala Ile Thr Gly Ala Ala Gly Gln Ile

5

105

10

15



Ser

Ala
Val
65

Ala
Glu
Gly
Val
Pro

145
Asn

Pro
Val

Arg
223
Ala

Asp
Glu
Tyr
Met
305
His

<210> 21
<211> 311
<212> PRT

<213> Shewanella putrefaciens

<220>

Tyr
Gln
Leu

50
Gln
Asp
Arg
Lys
Gly
130
Asp
Arg
Val
Asp
Asp
210
Gly
Ala
Gly
Pro
Glu
290

Asn

Leu

<223> SpuMDH

<400> 21

Ser
Pro

a5
Asn
Asp
Phe
Lys
Ala
115
Asn
Leu
Ala
Glu
Leu
195
Gln
Ala
Ser
Ile
Gly
275
Ile
Ala

Leu

Leu

20
Val
Gly
Ile
Ala
Asp
100
Leu
Pro
Asp
Lys
Ser
180
Ala
Ala
Ala
Ala
Val
260
Ile
Val
Thr

Gly

Ala
Ile
Val
Val
Leu

85
Leu
Asn
Ala
Ala
Thr
165
Met
His
Trp
Ile
Ala
245
Ser
Met
Gln

Glu

Phe

Val
Ala

70
Leu

Asp
Asn
Gly
150
Gln
Ile
Cys
Tyr
Ile

230
Ile

Tyr
Asp

Gln
310

ES 2 811926 T3

Gln
Met

55
Ser
Val
Glu
His
Thr
135
Gln
Leu
Val
Lys
Glu
215
Lys
Asp
Gly
Ser
Leu

295
Glu

Ile
Leu

40
Glu
Asp
Gly
Ala
Ala
120
Asn
Phe
Ala
Trp
Val
200
Asn
Ala
His
Ile
Tyr
280
Glu

Leu

Ala

25
Leu
Leu
Asp
Ala
Asn
105
Ser
Ala
Thr
Gln
Gly
185
Asp
Asp
Arg
Met
Pro
265
Pro

Ile

Arg

106

Ser
Glu
Asn
Pro
Arg

80
Ala
Arg
Leu
Ala
Lys
170
Asn
Gly
Phe
Gly
Arg
250
Ala
Val
Gly

Glu

Gly
Ile
Asp
Asn

75
Pro
Ala
Asp
Ile
Met
155
Val
His
Lys
Ile
Ala
235
Asp
Asp
Val
Asp

Glu
315

Asp
Pro
Cys

60
Val
Arg
Ile
Val
Ala
140
Met
Gly
Ser
Pro
Pro

220
Ser

Trp
Gly
Cys
Phe

300
Arg

Met
Pro

45
Ala
Ala
Gly
Phe
Arg
125
Ser
Arg
Lys
Ala
Ala
205
Thr
Ser
Ala
Ser
Lys
285

Ser

Asp

Leu

30
Ala
Phe
Phe
Pro
Ser
110
Val
Cys
Leu
His
Thr
190
Leu
Val
Ala
Leu
Tyr
270
Asn
Arg

Ala

Gly
Met
Pro
Lys
Gly

95
Val

Asn
Asp
Val
175
Gln
Glu
Gln
Ala
Gly
255
Gly
Gly
Glu

Val

Lys
Asp
Leu
Asp

80
Met
Gln
Val
Ala
His
160
Thr
Tyr
Leu
Gln
Ser
240
Ser
Ile
Gln
Arg

Glu
320



<210> 22
<211> 569

Met
Ala
Tyr
Ile

Pro
65

Ile
Leu
Ala
Gly
145
Leu
His
Thr
Ala
Leu
225
Gly
Gly
Asn

Ala

Leu
305

<212> PRT
<213> Schizosaccharomyces pombe

<220>

<223> SpoPDC2

<400> 22

Lys
Leu
Asp
Pro

50
Ala

Lys

Val
Val
Glu
130
Val
Lys
Ser
Phe
Gly
210
Ser
Leu
Ser
Gly
Asn

290
Gly

Val
Leu
Ile

35
Thr

Leu

Pro

Arg
Gly
115
Val
Thr
Gly
Gly
Ser
195
Thr
Met
Gln
Glu
Ile
275
Ala

Val

Ala
Leu

20
Ala
Ala
Val

Gly

Asn
100
Ile
Met
Thr
Leu
Val
180
Asp
Glu
Gly
Gly
His
260
Glu
Arg

Asp

Val
Lys
Pro
Val
Gly

Met
85

Leu
Ile
Lys
Leu
Asn
165
Thr
Glu
Val
Gln
Glu
245
Ala
Lys
Asp

Phe

ES 2 811926 T3

Leu
Thr
Val
Glu
Ala

70
Asp

Ile
Thr
Lys
Asp
150
Val
Ile
Glu
Val
Ala
230
Ala
Glu
Val

Ser

Val
310

Gly
Gln
Thr
Ile

55
Asp

Arg

Glu
Asn
Ala
135
Val
Ala
Leu
Val
Glu
215
Ala
Asn
Phe
Leu
Met

295
Lys

Ala
Leu
Pro

40
Lys
Val

Ser

Lys
Pro
120
Gly
Ile
Asp
Pro
Ala
200
Ala
Cys
Val
Phe
Pro

280
Leu

Ala
Pro

25
Gly
Gly
Val

Asp

Val
105
Val
Val
Arg
Val
Leu
185
Ser
Lys
Arg
Val
Ala
265
Tyr

Asp

107

Gly

10
Ala
Val
Phe

Leu

Leu
90

Ala
Asn
Tyr
Ser
Lys
170
Leu
Leu
Ala
Phe
Glu
250
Gln
Gly

Thr

Gly
Gly
Ala
Ala
Ile

75
Phe

Ala
Thr
Asp
Glu
155
Ile
Ser
Thr
Gly
Gly
235
Cys
Pro

Glu

Leu

Ile
Ser
Val
Gly

60

Ser

Asn

Thr
Lys
140
Thr
Asn
Gln
Lys
Gly
220
Met
Ala
Val
Val

Lys
300

Gly
Lys
Asp

45
Glu
Ala

Ile

Cys
Val
125
Asn
Phe
Val
Val
Arg
205
Gly
Ser
Tyr
Leu
Ser

285
Gly

Gln
Leu

30
Leu
Asp
Gly

Asn

Pro
110
Ala
Arg
Ile
Ile
Glu
190
Ile
Ser
Leu
Val
Leu
270
Ala

Asp

Ala

15
Ser
Ser
Pro

Val

Ala
95

Lys
Ile
Leu
Ala
Gly
175
Gly
Gln
Ala
Val
Asp
255
Gly
Phe

Ile

Leu
Leu
His
Thr
Ala

80
Gly

Ala
Ala
Phe
Glu
160
Gly
Val
Asn
Thr
Arg
240
Gly
Lys
Glu

Lys



Gln
Asp
Ser
Gly
65

Val
Asn
Ser
Tyr
Lys
145
Ala

Ala

Thr
Arg
Tyr
Glu

50
Tyr
Gly
Len
Ser
Gln
130
Arg
Ile

Asn

Lys
Leu
Asn

35
Tle
Ala
Ala
Pro
Gly
115
Met
Ala

Leu

Gln

Asp
Val

20
Leu
Gly
Arg
Leu
Val
100
His
Glu
Glu
Gln

Pro
180

Ala
Glu
Arg
Cys
Ser
Thr

85
Ile
Leu
Ile
Asp
His

185
Cys

Glu
Tle
Leu
Cys
Asn

70
Ala
Leu
Leu
Ala
Ala
150
Lys

Pro

ES 2 811926 T3

Ser
Gly
Leu
Asn

55
Gly
Fhe
Val
His
Lys
135
Pro

Pro

Val

Thr
Ile
Asp

40
Glu
Ile
Asp
Ser
His
120
Val

Val

Pro

Lys

25
Phe
Leu
Ala
Gly
Gly
105
Thr

Leu

Tyr

Gly
185

108

Thr

10
Asn
Leu
Asn
Cys
Ile

a0
Ser
Leu
Thr
Ile
Ile

170
Pro

val
His
Glu
Cys
Ala

75
Gly
Pro
Gly
Cys
Asp
155
Glu

Ile

Gly
Phe
Tyr
Ala

60
Val
Gly
Asn
Thr
Ala
1490
His
Ile

Ser

Thr
Val
Tyr

45
Phe
Val
Ala
Thr
His
125
Ala
Ala

Pro

Ala

Tyr
Val

30
Pro
Ala
Thr
Tyr
Asn
110
Asp
Val
Ile
Thr

Val
190

Leu

15
Pro
Gly
Ala
Tyr

Ala
a5
Asp

Phe
Ala
Arg
Asn

175
Ile

Ala
Gly
Leu
Glu
Ser

840
Glu
Leu
Glu
Tle
Gln
160

Met

Ser



<210> 23
<211> 56

Pro
Ala
Lys
225
Ala
Ser
Ser
Gly
Ala

305
Ile

Asn
Ala
Asp
385
Gly
Gln
Val
Phe
Pro
465
Gln
Ala
His
Gln
Asp

545
Asn

5

<212> PRT
<213> Schizosaccharomyces pombe

<220>

Glu
Glu
210
Leu
Glu
Ser
Ala
290

Pro

Pro

Lys
Ala

370
Ser

Trp
Ala
Gln
450
Val
Ile
Phe
Ala
Asn
530
Cys

Ala

<223> Spomae2

<400> 23

Ile
155
Leu
Arg
Asn
Glu
Glu
275
Gly
Asn
Gly
Ala
Ala
355
Leu
Asn
Gln
Gly
Ala
435
Leu
Leu
His
Cys
Lys
515
Lys

Thr

Arg

Ser
Ile
Ala
Cys
His
260
Thr
Val
Pro
Tyr
Lys
340
Arg
Asn
Thr
Met
His
420
Pro
Thr
Ile
Asp
Glu
500
Thr
Glu

Gln

Pro

Asp
Ser
Ala
Ala
245
Lys
Thr
Leu
Asn
Val
325
Lys
Pro
Arg
Thr
Lys
405
Ile
Glu
Gly
Phe
Gly
485
Ser
Gly
Gly

Glu

Pro
565

Lys
Lys
Gly
230
Ala
Asn
Lys
Phe
Ile
310
Phe
Val
Gln
Val
Leu
390
Leu
Gly
Arg
Gln
Leu
470
Pro
Leu
Glu
Pro
Leu

550
Thr

ES 2 811926 T3

Glu
Lys
215
Ala
Phe
Tyr
Ala
Asn
295
Leu
Ser
Ser
Thr
Glu
375
Tyr
Pro
Trp
Arg
Glu
455
Tyr
Asn
Glu
Thr
535

Val

Ala

Ser
200
Glu
Glu
Ile
Ala
Val
280
Asp
Leu
Arg
Lys
Val
360
Val
Ala
Ala
Ser
Thr
440
Ile
Asn
Asn
Gly
Leu
520
Leu

Asp

Asp

Leu
Lys
Ser
Met
Gly
265
Tyr
Tyr
Asn
Val
Lys
345
Val
Met
Glu
Gly
Val
425
Ile
Ser
Asn
Arg
Glu
505
Thr
Ile
Trp

Asn

109

Glu
Pro
Ala
Pro
250
Val
Glu
Ser
Ser
Tyr
330
Pro
Pro
Arg
Thr
Ala
410
Pro
Val
Gln
Arg
Ile
490
Thr
Ser

Glu

Gly

Lys
Ile
Phe
235
Ala
Tyr
Ser
Thr
Asp
315
Met
Ala
Lys
Gln
Gly
395
Lys
Ser
Met
Met
Gly
475
Gln
Gly
Ala

Cys

Lys
555

Ala
Leu
220
Val
Ala
Trp
Ser
Val
300
Tyr
Ala
Thr
Ala
Ile
380
Asp
Phe
Ala
Val
Ile
460
Tyr
Asn
Lys
Ile
Ala

540
Ala

Thr
205
Leu
Lys
Lys
Gly
Asp
285
Gly
Thr

Glu

Ala
365
Gln
Ser
Glu
Met
Gly
445
Arg
Thr
Trp
Ala
Lys
525
Ile

Val

Asp
Ala
Leu
Gly
Glu

270
Leu

Trp
Ser
Phe
Glu
350
Glu
Gly
Trp
Val
Gly
430
Asp
His
Ile
Asp
Lys
510
Val

Asp

Arg

Ile

Ala
Phe
255
Val
Val
Arg
Val
Leu
335
Ala
Pro
Leu
Phe
Glu
415
Tyr
Gly
Lys
Glu
Phe
4195
Gly
Ala

Thr

Ser

Ala
Pro
Glu
240
Tyr
Ser
Ile
Ala
Ser
320
Glu
Tyr
Lys
Val
Asn
400
Met
Ala
Ser
Leu
Ile
480
Ala
Leu
Leu

Asp

Ala
560



ES 2 811926 T3

Met Pro Ala Gly Thr Lys Glu Gln Ile Glu Cys Pro Leu Lys Gly Val
5 10 15
Thr Leu Leu Asn Ser Pro Arg Tyr Asn Lys Asp Thr Ala Phe Thr Pro
20 25 30

110



Glu
Glu
Ile
65

Val
Glu
Gln
Asp
Lys
145
Leu
Lys
Leu
Asn
Tyr
225
Pro
Arg
Ile
His
Ala
305
Val
Tle
Asp
Fro
Thr
385
Ala
Tle
Lys
Fro
Ala
465
Lys

Thr

Leu

Glu
Thr

50
Gly
Thr
Met
Phe
His
130
Ser
Gly
Gly
Fro
His
210
Asp
Glu
Ile
Gln
Val
290
Gly
Thr
Asp
Gly
Ser
370
Ile
Ile
Ser
Trp
Leu
450
Leu
Leu

Val

Asn

Arg

35
Leu
Asp
Asn
Ile
Ser
115
Asn
Asp
Ile
His
Ile
195
Gln
Ser
Ala
Leu
Gly
275
Thr
Thr
Asp
Arg
Gln
355
Gly
Leu
Arg
Asn
Ser
435

Asn

Leu

Pro

Asn

Gln
Gln
Glu
Gln
Pro
100
Asp
Asp
Ser
Gly
Leu
180
Val
Tyr
Phe
Phe
Asp
260
Thr
Lys
Ala
Gly
Cys
340
Lys
Asp
Leu
Glu
Pro
420
Asp
Arg
Tyr
Ser
Arg

500
Ala

Lys
Gln
Pro
Thr

85
Ile
Ile
Leu
Val
Asp
165
Met
Leu
Met
Leu
Ile
245
His
Gly
Ser
Gly
Leu
325
Gly
Pro
Ile
Gly
Met
405
Thr
Gly
Asn
Pro
Asp
485

Ser

Arg

ES 2 811926 T3

Phe
Gln
Leu

70
Leu
Ile
Tyr
Ser
Glu
150
Gln
Thr
Asp
Gly
Asp
230
His
Tyr
Ala
Pro
Val
310
Ser
Leu
Phe
Asn
Cys
380
Ser
Thr
Lys
Gly
Ala
470
Gly

Leu

Glu

Glu
Val

55
Gln
Fhe
Tyr
Arg
Tyr
135
Tyr
Gly
Leu
Val
Leu
215
Asn
Fhe
Arg
Val
Leu
295
Gly
Leu
Leu
Leu
Leu
375
Ser
Lys
Leu
Ala
Lys
455
Leu
Met

Fhe

Ile

Ile

40
Asp
Lys
Tyr
Thr
Tyr
120
Ile
Ile
val
Cys
Gly
200
Arg
Val
Glu
Pro
Ala
280
Thr
Ile
Asp
Leu
Lys
360
Glu
Gly
His
Met
Leu
440
Lys
Gly
Leu

Ala

Ser

Ser
Arg
Asn
Ala
Pro
105
Pro
Lys
Ile
Gly
Ala
185
Thr
Lys
Ile
Asp
Asp
265
Leu
Glu
Ala
Lys
Glu
345
Lys
Ser
Gln
val
Glu
425
Ile
Tyxr
Val
Lys
Ala

505
Arg

111

Ser
Cys
Leu
Leu

a0
Thr
Glu
Gln
Ile
Gly
170
Gly
Asn
Asp
Lys
Phe
250
Ile
Ala
Gln
Asn
Ala
330
Arg
Asp
Ala
Pro
Glu
410
Ala
Ala
Val
Ala
Ala
4380

Asp

His

Arg
Tyr
Tyr

75
Ile
Glu
Gly
Gln
Thr
155
Val
Leu
Asn
Arg
Ala
235
Gly
Ala
Ala
Arg
Gln
315
Arg
His
Ser
Ile
Gly
385
Arg
Lys
Thr
Ile
Cys
475
Ala

Glu

Ile

Leu
Asp

60
Leu
Sar
Gly
Cys
Leu
140
Asp
Leu
Asp
Glu
Val
220
Ile
Leu
Cys
Ile
Ile
300
Ile
Gly
Ala
Asp
Ala
380
Lys
Pro
Pro
Gly
Ser
460
Val
Ser

Ala

Val

Pro

45
Gln
Ser
Gln
Asp
Tyr
125
Ser
Ser
Ile
Pro
Thr
205
Arg
Arg
Ala
Phe
Ile
285
Met
val
Asn
Lys
Fhe
365
Leu
Phe
Ile
Asp
Ser
445
Gln
Leu
Asp

Leu

Phe

Pro
Tyr
Gln
His
Ala
110
Leu
Glu
Glu
Ser
Asn
180
His
Gly
Glu
Asn
Asn
270
Gly
Ile
Ala
Leu
Tle
350
Lys
Val
Thr
Ile
Gln
430
Pro
Cys
Ser
Ala
Leu

510
Ala

Ile
Lys
Leu
Leu

95
Ile
Asp
Phe
Gly
Val
175
Arg
Arg
Glu
Val
Ala
255
Asp
Ala
Phe
Gly
Phe
335
Ala
Glu
Lys
Glu
Phe
415
Tle
Leu
Asn
Arg
Leu
495

Pro

Val

Val
Ala
Ser

80
Ile
Lys
Ile
Gly
Ile
160
Ala
Phe
Lys
Gln
Phe
240
Lys
Asp
Leu
Gly
Met
320
Met
Thr
Val
Fro
Lys
400
Pro
Asp
Fro
Asn
Cys
480
Ala

Asp

Leu
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10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

515 520 525
Lys Gln Ala Val Ser Glu Gly Met Ser Thr Val Asp Leu Pro Lys Asp
530 535 540
Asp Ala Lys Leu Lys Glu Trp Ile Ile Glu Arg Glu Trp Asn Pro Glu
545 550 555 560
Tyr Lys Pro Phe Val
565
<210> 24
<211>21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: UF para el fragmento eliminado pdc2
<400> 24

ctctccagct ccatccataa g 21

<210> 25

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: UR para el fragmento eliminado pdc2
<400> 25

gacacaactt cctaccaaaa agcctttctg cccatgtttt ctgtc 45

<210> 26

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: OF para el fragmento eliminado pdc2
<400> 26

gctttttggt aggaagttgt gtc 23

<210> 27

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: OR para el fragmento eliminado pdc2
<400> 27

agtgggattt gtagctaage tgtatccatt tcagecegttt gtg 43

<210> 28

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DF para el fragmento eliminado pdc2
<400> 28

aagtttcgtc aatatcacaa gctgacagaa aacatgggca gaaag 45

<210> 29

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DR para el fragmento eliminado pdc2
<400> 29

gttccttaga aaaagcaact ttgg 24

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: FF para el fragmento eliminado pdc2
<400> 30

cataagcttg ccaccacttc 20
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<210> 31

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: FR para el fragmento eliminado pdc2
<400> 31

gaaaaagcaa ctttggtatt ctgc 24

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: F para el fragmento ura4
<400> 32

agcttagcta caaatcccac t 21

<210> 33

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: R para el fragmento ura4
<400> 33

agcttgat attgacgaaa ctt 23

<210> 34

<211> 5400

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Fr.1 para pSMh
<400> 34

cacaccctaa

tggggagcct
tgactaggtt

cccattgtct
tagatttect
taactcattt
aaggtagacg
aagaagtgag
aaaaagtatc
cttgctagtt
Etecgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggattte

ggggactttc
taaaccacgt
accacttgga
actagatttt
ctatgatgtt
aaataataga
tgagttggta
gatttagtag
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgecocccctat
ccttatggga
tgatgeggtt
caagtctcca

gggtgaccaa
caaggacggc
agtcgectat
gtataatgca
gtaattatga
gtgcaaggag
aaagaaatag
atcaattacg
ggtaaatggc
gtatgttccce
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
ttggcagtac
ccccattgac

ctgacacaca
attgtcaagc
aagtacgtct
tttaacgaca
atttcttttt
gggagtaaca
agagaatcgt
cattatcgta
gggtcattag
cegectgget
atagtaacgc
geccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatgggce
gtcaatggga
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ttccacagga
gtgagcttgce
ccaaggagct
tatacactgt
ttgaaatcaa
agggagtaac
accaatacat
ctgtgtgaag
ttcatagceccce
gaccgcoecaa
caatagggac
cagtacatca
ggcccgectyg
tctacgtatt
gtggatageg
gtttgttttg

cattgattat
cactggtgtc
cattgacaac
ttttctacac
atcaaactac

ggggtggtgyg
taggaggaag
agtttacagt
atatatggag
cgaccecege
tttcecattga
agtgtatcat
gcattttgeo
agtcateget
gtttgactca
gcaccaaaat

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



caacgggact
cgtgtacggt
gataaagaca
caattgggcc
gatgcagcaa
tttactgacc
attgagcata
tctectgeaa
tttaagattyg
ggocaagagt
ggaaattacyg
cgteoegettte
cgcagtttag
gtttgtecatt
acccttgecea
tttgttttge
tcaggtcact
atatgtggte
ttgatggtaa
tctetgteca
cgcaagatgg
cagatgcttce
teggattetg
ccttacgaac
cgtaccgcag
ttgeetggta
agcactcottg
gtegecactyg
gctacattte
attgttttag
atggatgcta
gccaaggaat
ttgacgaaga
atcaagacac
geettaggta
aatacegtca
acaaattgee
coetttgggac
ggttcctaca
tttatagectyg
atcggettgg
attgtaaact
aatcctgttg
ctttetecage
gatgcocttgt
atacaagtac
acaccttggg
tacctctagt
gttcegegtt
cccattgacyg
acgtcaatgg
tatgecaagt
ccagtacatg
tattaccatg
acggggattt
tcaacgggac
gcgtgtacgg
agataaagac
gagcteggta
agtttettea
catttttata

ttccaaaatg
gggaggtcta
ctttttecaaa
gaatgatggt
attctcctge
ccgatgcaat
ttaacactga
ctctgegatg
cacttcctga
ttggttatec
ttgttecatca
atgttgaaaa
acggaaaagt
tagtatatge
tggatgeggt
aagatggtga
acaccattga
tteettteag
atattttagg
tteeceggtge
gacacgttac
ttgacgtcaa
atttaagcaa
ttactattgt
cttcaagagyg
tggttgetge
acggagttga
ttgetatcaa
aaccctocot
aaaaggctga
gagtatttca
tgttggettt
aatccgaaat
atattgacgt
aaaageateg
agctacaata
atacagtgee
gtggtetett
cagagaaaac
gtcgtegatt
atgttaaagg
goeggtagcga
tcgaagcoccaa
attaaaaaaa
ttgegtttgt
tctttggtaa
aataaaaagt
tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgeccocta
accttatggg
gtgatgeggt
ccaagtctee
ttteccaaaat
tgggaggtet
actttttcaa
cccggggate
acaggattac
ttataactet

ES 2 811926 T3

tegtaacaac
tataagcaga
tatgagecgaa
agaggcagece
caaacaaatt
tgttgaactg
tgccttggea
cattcaagac
attttgegat
ttttgtactyg
accatctgag
gttegttect
ttatgcttat
ccctgetegt
gocgeactttt
gaccatttta
agcttgccca
cgaaatcaac
tactgatgat
aactttgeat
catcatttet
agatcctgte
gatgaaagat
ttcagectcac
gttgogtgty
aatgacacct
ctectetteac
taatagccaa
tttggectget
taaattagaa
aagctattca
gatggaagaa
cttagaattg
tgtegaggat
ttttettate
tgcatetggt
aggegagggt
gcttttgget
cttagaatgg
tcctaacctt
agacgggctg
tatcatcatt
gagatataga
gactaatgta
tttectagge
aattttatgt
aatttgctat
aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttee
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttectac
tttggecagta
accccattga
gtcgtaacaa
atataagcag
acatgtcgat
ctctagagtc
agtgtagcta
gtataataga

teoegeececat
tttetettta
aaacagqgttg
catcgcttaa
gatggaggac
tctaagaagt
gcegttacga
aaatatcttc
gecacctgace
aaaagtaaaa
attcctactg
tteteecatgg
cctacaactg
ctteccttet
gaaggcgctg
ctcaacgaaa
acttctecagt
acccaactct
cctgattatyg
ctttatggta
gattcaccte
gaatcacctyg
gctgecgtea
cgcacaccaqg
attattgctyg
cttecagtaa
tetattgtte
aatgeoggta
atggagagct
aaagttggtt
gctagagetg
aagcaaagca
gtagataaaa
ttcgaccagg
tttgaggate
gtgtacaaaa
attatacaag
gaaatgtctt
tttgagaagc
caaagcgact
ggacagcaat
gttggtcegty
gaagctggtt
aaattttttt
gttttatgte
agcegactaaa
agtaatttat
ggggtcatta
ccegectgge
catagtaacg
tgceccacttg
tgacggtaaa
ttggeagtac
catcaatggg
cgtcaatggg
ctecgeccca
atttctecttt
tacaaggatg
gacctgcagg
cctacatget
gataagtcca

114

tgacgcaaat
gttetttgea
tagggatect
acatcaaatg
gtgagcacat
gcacgttatt
aatctgttge
aaaaacagca
aggaaagtgt
cattggctta
ccatcaaage
aaattgcagt
agaccattca
caattcaaca
gtatatatgg
ttgcteecteg
ttgaagctca
cgacttceac
tttcaaagat
aagctgaate
aagaatgtga
ttgttggtat
ttttagatga
atcgcatggt
gtgetgatgg
teggegttee
agatgccteg
ttttageetg
ttatggacaa
ggaaaaatta
aggggatgaa
acttgtcagt
ttggacccta
atatggtaga
gcaaattege
ttgettettyg
gcectcaaaga
ccaaaggcte
ataccgattt
acataactat
atcgtactec
gagtctatgg
ggaaggcata
ggttggttat
agaaggcatt
atattaacta
taaacatgect
gttcatagce
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacate
tggocegeoct
atctacgtat
cgtggatage
agtttgtttt
ttgacgcaaa
agttctttge
atgatgataa
catgcaaget
gaaaaatata
ttttttaaaa

gggeggtagyg
agaaggtaga
tggaggtggt
catcatcttyg
tgatgcatca
aacaactgaa
tgttgaacce
tttacaggtt
tgaaaaagca
cgacggtegt
acttggtgat
gatggtagta
aaaggataat
gcgtgeotecaa
tgtagagatg
gectcacaat
cttacgggecc
aactcatgeg
cgetaaacgt
tagaaagggt
acgtaggtat
tatcatgggt
attcaaggtg
tacttatgcect
tgccgeteat
tgtaaaagga
aggtgtocet
tegtatactt
tatgaaagag
ttctgecatag
aaatcccatt
cgeggtegat
tgtctgtgtt
aaaactggtg
agacattgga
ggctcatate
agttggttta
tttggctact
ttgctttgge
gtccocctggt
tgaagaagtg
agctggtegt
tcagcaaaga
tgaaaaagtec
tagaattagt
ttatagataa
cctacaacat
catatatgga
acgaccccey
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattttge
tagteatege
ggtttgacte
ggcaccaaaa
tgggcggtag
aagaaggtag
gtaagaattc
taaataggaa
geetttaaat
atgtttteeo

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
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caaaccataa aaccctatac aagttgttct agtaacaata catgagaaag atgtctatgt 4680
agctgaaaat aaaatgacgt cacaagacga tctgcctegce gecgttteggt gatgacggtg 4740
aaaacctctg acacatgcag ctecccggaga cggtcacagce ttgtctgtaa geggatgecg 4800
ggagcagaca agcccgtcag ggcegegtcag cgggtgttgg cgggtgtcgg ggcgcagceca 4860
tgacccagtc acgtagcgat agcggagtgt aatcgtttgt gaagagttta cagtcttgca 4920
gcaagtttct caatgettta gagtgecctat gtctacgatg gatgctacgt cttectctga 4980
atagtctatt aaaaatcaac aatacctttt tgttacaagg tgttgagtgt cattaaaaga 5040
caaagtgaaa tacaagggga ttattaagaa attatagtgc ggcggagcaa agtagactag 5100
tagtccattt tctatgcaca gtagaaaaca aaaagtattc aacaaaaaaa aaaaaaaaca 5160
gaatacattg caaggattag aaagcaaaca acccttcttt acaaggatgt aatgaagcat 5220
atttttatta tcaaaaacat tgatgatgaa attggtatge ttttggatac tactattget 5280
ttttactcta cgacaatgac atttcacatt caattggttt aaaccacgtg gattactggc 5340
ttaactatge ggcatcagag cagattgtac tgagagtgca ccatatgegg tgtgaaatac 5400

<210> 35

<211> 8849

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pPSMh
<400> 35

115



gaattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
tcatttcgaa
gcgetgcgaa
gccaagctet
acccagccgg
caagcaggca
cctggegaac
gacaagaccg
gaatgggcag
tacttteteg
tagcagccag
cgtegtggee
caggtcggtc
atcagagcag
ggccggagaa
ctcttgatca
ttctggtttt
cctcactact
aaaattagtc
ggcggagtta
ctgectgetg
ctttgcatac
ttccacagga
gtgagcttge
ccaaggagct
tatacactgt
ttgaaatcaa
agggagtaac
accaatacat
ctgtgtgaag
ttcatagecce
gaccgeoecaa
caatagggac
cagtacateca
ggcccgectg
tctacgtatt

gtggatageqg

tgttaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
ccccagagte
tcgggagegyg
tcagcaatat
ccacagtcga
tcgeccatggg
agttcggectg
gectteocatee
gtagccggat
gcaggagcaa
tcecectteecg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgtet
cctgegtgea
gatccgggac
tcagttecte
tctggaatag
agccatgggyg
gggdgcgggac

gggagectgy
ttetgectge

cattgattat
cactggtgte
cattgacaac
ttttectacac
atcaaactac

ggggtggtgg
taggaggaag
agtttacagt
atatatggag
cgacccecege
tttececattga
agtgtatcat
gcattttgece
agtcatcgect
gtttgactea
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tttattgcag
geattttttt
gtectggateg
ccgctcagaa
cgataccgta
cacgggtagc
tgaatccaga
tcacgacgag
gcgecgageec
gagtacgtgc
caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
geegegetge
gaaccggygcy
gttgtgecceca
atccatecttg
ctgaaataaa
gaggagcttt
ctecagaggcc
cggagaatgy
tatggttget
ggactttceca
tggggagect
tgactaggtt
cccattgtet
tagatttcet
taactcattt
aaggtagacqg
aagaagtgag
aaaaagtatc
cttgctagtt
tteccgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggattte

cttataatgg
cactgcatte
atcccggecag
gaactcgtca
aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggeca
atcctegecg
ctgatgctct
tcgetegatg
cagccgecge
caggagatce
aacgtcgage
ctegtectge
cccectgeget
gtcatagceg
ttcaatcatg
agacaaaaag
ttgcaaaage
gaggcggect
geggaactgyg
gactaattga
cacctggttg
ggggacttte
taaaccacgt
accacttgga
actagatttt
ctatgatgtt
aaataataga
tgagttggta
gatttagtag
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgcececctat
ccttatggga
tgatgeggtt
caagtcteca

116

ttacaaataa
tagttgtggt
gttgggegtc
agaaggcgat
aageggteag
tcctgatage
ttttecaceca
tcgggecatge
tcgteccagat
cgatgttteg
attgcatcag
tgececcggea
acagctgcgc
agttcattca
gacagcegga
aatagcctct
cgaaacgatc
actaaactta
ctaggectece
cggecectetge
geggagttag
gatgcatgct
ctgactaatt
cacaccctaa
gggtgaccaa
caaggacggc
agtcgcctat
gtataatgca
gtaattatga
gtgcaaggaq
aaagaaatagq
atcaattacg
ggtaaatgge
gtatgtteee
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
ttggcagtac
ceccattgac

agcaatagca
ttgtccaaac
gettggtegg
agaaggcgat
cccattegee
ggtccgeocac
tgatattegg
gogecttgag
catcctgate
cttggtggtc
ccatgatgga
cttegeccaa
aaggaacgce
gggcaccgga

acacggcggc
ccaceccaagc

ctcatcctgt
ccagttaact
aaaaaagcct
ataaataaaa
gggegggaty
ttgcatactt
gagatgcatyg
ctgacacaca
attgtcaagc
aagtacgtct
tttaacgaca
atttecttttt
gggagtaaca
agagaategt
cattategta
gggtcattag
ccgectgget
atagtaacqgce
geccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatggge
gtecaatggga

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

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



gtttgtttty
tgacgcaaat
gttctttgea
tagggatcct
acatcaaatg
gtgagcacat
gecacgttatt
aatctgttge
aaaaacagea
aggaaagtgt
cattggctta
ccatcaaage
aaattgcagt
agaccattca
caattcaaca
gtatatatgg
ttgetecteyg
ttgaagctea
cgacttecac
tttcaaagat
aagctgaate
aagaatgtga
ttgttggtat
ttttagatga
atecgcatggt
gtgctggtgyg
tcggegtteco
agatgccteyg
ttttageetg
ttatggacaa
ggaaaaatta
aggggatgaa
acttgtcagt
ttggacccta
atatggtaga
gcaaattcge
ttgettettyg
gectcaaaga
ccaaaggcte
ataccgattt
acataactat
atecgtactee
gagtctatgg
ggaaggcata
ggttggttat
agaaggcatt
atattaacta
taaacatgct
gttecatagee
tgaccgecca
ccaataggga
gcagtacate
tggccegect
atctacgtat
cgtggatage
agtttgtttt
ttgacgcaaa
agttetttge
atgatgataa
catgcaaget
gaaaaatata

gcaccaaaat
gggcggtagyg
agaaggtaga
tggaggtggt
catcatcttg
tgatgcatca
aacaactgaa
tgttgaacce
tttacaggtt
tgaaaaagcea
cgacggtegt
acttggtgat
gatggtagta
aaaggataat
gegtgctcaa
tgtagagatg
gectcacaat
cttacgggec
aactcatgeg
cgetaaacgt
tagaaagggt
acgtaggtat
tatcatgggt
attcaaggtg
tacttatgct
tgcegetcat
tgtaaaagga
aggtgteccet
tegtatactt
tatgaaagag
ttctgeatag
aaatcccatt
cgeggtegat
tgtctgtgtt
aaaactggtg
agacattgga
ggctcatate
agttggttta
tttggectact
ttgatttgge
gtececetggt
tgaagaagtg
agctggtegt
tcagcaaaga
tgaaaaagtc
tagaattagt
ttatagataa
cctacaacat
catatatgga
acgaccccedg
ctttecattyg
aagtgtatca
ggcattttge
tagtcategce
ggtttgactc
ggcaccaaaa
tgggcggtag
aagaaggtag
gtaagaattce
taaataggaa
goctttaaat
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caacgggact
cgtgtacggt
gataaagaca
caattgggec
gatgcagcaa
tttactgace
attgageata
tetectgeaa
tttaagattyg
ggccaagagt
ggaaattacg
cgtecegettt
cgcagtttag
gtttgtcatt
acccttgeca
tttgttttge
tecaggtcact
atatgtggte
ttgatggtaa
tetetgteca
cgcaagatgg
cagatgctte
teggattetyg
ccttacgaac
cgtacegeag
ttgectggta
agcactcttg
gtegecacty
gctacattte
attgttttag
atggatgcta
gccaaggaat
ttgacgaaga
atcaagacac
gccttaggta
aataccgtea
acaaattgee
cetttgggac
ggttectaca
tttatageotg
ateggettgyg
attgtaaact
aatcctgttg
ctttetecage
gatgcecttgt
atacaagtac
acaccttggg
tacctetagt
gtteegoagtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgececaagt
ccagtacatg
tattaccatg
acggggattt
tcaacgggac
gcgtgtacgg
agataaagac
gagceteggta
agtttettea
catttttata

ttccaaaaty
gggaggtcta
ctttttecaaa
gaatgatggt
attctecctge
ccgatgcaat
ttaacactga
ctetgegatyg
cactteectga
ttggttatce
ttgttecatea
atgttgaaaa
acggaaaagt
tagtatatge
tggatgeggt
aagatggtga
acaccattga
ttecttteag
atattttagyg
ttcoceggtge
gacacgttac
ttgacgtcaa
atttaagcaa
ttactattgt
cttcaagagg
tggttgetge
acggagttga
ttgetatecaa
aacccteect
aaaaggctga
gagtatttea
tgttggettt
aatccgaaat
atattgacgt
aaaagcatcg
agctacaata
atacagtgcc
gtggtctett
cagagaaaac
gtegtegatt
atgttaaagg
gcggtagega
tcgaagccaa
attaaaaaaa
ttgegtttgt
tctttggtaa
aataaaaagt
tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgcccecta
accttatggg
gtgatgcggt
ccaagtctcc
tttccaaaat

tgggaggtct
actttttcaa

ceceggggate
acaggattac
ttataactet
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togtaacaac
tataagcaga
tatgagcgaa
agaggcagecc
caaacaaatt
tgttgaactyg
tgecttggea
cattcaagac
attttgegat
ttttgtactg
accatctgag
gttegttect
ttatgcttat
ccetgetegt
gegeactttt
gaccatttta
agettgecca
cgaaatcaac
tactgatgat
aactttgeat
catcatttct
agatcctgte
gatgaaagat
ttcagctecac
gttgegtgtg
aatgacacct
ctetctteac
taatagccaa
tttggetget
taaattagaa
aagctattea
gatggaagaa
cttagaattg
tgtcgaggat
ttttcttate
tgcatctggt
aggcgagggt
gettttgget
cttagaatgg
toctaacett
agacgggetyg
tatcatcatt
gagatataga
gactaatgta
tttectagge
aattttatgt
aatttgctat
aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttee
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttecctac
tttggcagta
accccattga
gtcgtaacaa
atataagcag
acatgtcgat
ctetagagte
agtgtageta
gtataataga

teegococat
tttctettta
aaacaggttyg
catcgettaa
gatggaggac
tctaagaagt
geegttacga
aaatatctte
geacctgace
aaaagtaaaa
attectactg
ttetecatgg
cctacaactg
cttececcttct
gaaggcgoety
ctcaacgaaa
acttectcocagt
acccaactet
cctgattatg
ctttatggta
gattcaccte
gaatcacctg
gctgeegtca
cgcacaceag
attattgetg
ctteccagtaa
tctattgtte
aatgceggta
atggagaget
aaagttggtt
getagagetg
aagcaaagea
gtagataaaa
ttegaccagyg
tttgaggatce
gtgtacaaaa
attatacaag
gaaatgtett
tttgagaage
caaagecgact
ggacagcaat
gttggtcegtg
gaagctggtt
aaattttttt
gttttatgte
agcgactaaa
agtaatttat
ggggtcatta
cocegoectgge
catagtaacqg
tgceccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
catcaatggg
cgtcaatggg
ctecegeocca
atttctettt
tacaaggatg
gacctgcaqgyg
cctacatget
gataagtcca

2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
42860
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
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ttttttaaaa atgttttcce caaaccataa aaccctatac aagttgttet agtaacaata 6060
catgagaaag atgtotatgt agetgaaaat aaaatgacgt cacaagacga tectgectege 6120
gcgttteggt gatgacggtg aaaacctctg acacatgecag cteceggaga cggtcacage 6180
ttgtetgtaa geggatgecyg ggageagaca agoccgtcag ggegegteag cgggtgttgg 6240
cgggtgtegy ggcgeageca tgacccagte acgtagegat ageggaghtgt aategtttgt 6300
gaagagttta cagtcttgca gcaagtttct caatgettta gagtgcoccetat gtctacgatg 6360
gatgetacgt cttectetga atagtetatt aasaatcaac aatacctttt tgttacaagg 6420
tgttgagtgt cattaaaaga caaagtgaaa tacaagggga ttattaagaa attatagtge 6480
ggcggagcaa agtagactag tagtceccattt tetatgeaca gtagaaaaca aaaagtatte 6540
aacaaaaaaa aaaaaaaaca gaatacattg caaggattag aaagcaaaca acccttettt 6600
acaaggatgt aatgaagcat atttttatta tcaaaaacat tgatgatgaa attggtatge 6660
ttttggatac tactattget ttttacteta cgacaatgac atttcacatt caattggttt 6720
aaaccacgtg gattactgge ttaactatgc ggcatcagag cagattgtac tgagagtgca 6780
ccatatgegyg tgtgaaatac cgecacagatg cgtaaggaga aaataccgea tcaggegete 6840
ttecgettee tegetecactg actegetgeg cteggtegtt cggetgegge gageggtate 6900
agctcactca aaggcggtaa tacggttatc cacagaatca ggggataacg caggaaagaa 6960
catgeatgtyg agcaaaagge cageaaaagg ccaggaaccey taaaaaggee gegttgetgg 7020
cgtttttcca taggcoctcege ccecctgacg agcatcacaa aaatcgacgc tcaagtcaga 7080
ggtggcgaaa ccocgacagga ctataaagat accaggegtt teeccetgga ageteccteg 7140
tgegetetes tgttecgace ctgeegetta ceggataccet ghbeegeettt cteccettegy 7200
gaagcgtgge getttctcat agetcacget gtaggtatct cagttcggtg taggtegtte 7260
getocaaget gggetgtgtyg cacgaaccee cegttcagee cgaccgetge gecttatecg 7320
gtaactatcg tcttgagtcce aacceggtaa gacacgactt ategecactg gcagcageca 7380
ctggtaacag gattagecaga gogaggtatg taggeggtge tacagagttce ttgaagtggt 7440
ggcctaacta cggetacact agaaggacag tatttggtat ctgegetetg ctgaagecag 7500
ttaccttcgy aaaaagagtt ggtagctctt gatccggcaa acaaaccacc getggtageg 7560
gtggtttttt tgtttgcaag cagecagatta cgogeagaaa aaaaggatet caagaagate 7620
ctttgatctt ttctacgggg tctgacgctc agtggaacga aaactcacgt taagggattt 7680
tggtcatgag attatcaaaa aggatcttca cctagatecet tttaaattaa aaatgaagtt 7740
ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa cttggtetga cagttaccaa tgettaatea 7800
gtgaggcacc tatctcagecg atctgtctat ttcgttcate catagttgec tgactecccyg 7860
tegtgtagat aactacgata cgggaggget taccatetgg ccccagtget geaatgatac 7920
cgegagaccee acgctcaccg gectccagatt tatcagcaat aaaccagcca gecggaaggd 7980
cecgagegeag aagtggtect geaactttat cegectecat ceagtetatt aattgttgee 8040
gggaagcetag agtaagtagt tegecagtta atagtttgeg caacgttgtt gecattgetg 8100
caggcatcgt ggtgtcacge tcgtegtttg gtatggectte attcagetec ggttcccaac 8160
gatcaaggeg agttacatga toccccatgt tgtgeaaaaa ageggttage tecetteggte 8220
ctccgatcgt tgtcagaagt aagttggceceg cagtgttate actcatggtt atggcageac 8280
tgeataatte tettactgte atgeecateocg taagatgett ttetgtgact ggtgagtact 8340
caaccaagte attctgagaa tagtgtatge ggocgaccgag ttgetettge ccggegteaa 8400
cacgggataa taccgcgcca catagcagaa ctttaaaagt gctcatcatt ggaaaacgtt 8460
ctteggggeyg aaaactcectea aggatottac cgoetgttgag atecagtteg atgtaaccea 8520
ctecgtgecacce caactgatct tcagcatctt ttactttcac cagegtttet gggtgagceaa 8580
aaacaggaag gcaaaatgcec geaaaaaagg gaataaggge gacacggaaa tgttgaatac 8640
tecatactett cetttttcaa tattattgaa geatttatea gggttattgt cteatgageg 8700
gatacatatt tgaatgtatt tagaaaaata aacaaatagg ggttccgcgc acatttcece 84760
gaaaagtgcee acctgacgte taagaaacca ttattateat gacattaacce tataaaaata 8820
ggcgtatcac gaggocccttt cgtcttcaa 8849

<210> 36

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: AniPYC-F

<400> 36

gacacttttt caaacatggc tgctcceege ¢ 31

<210> 37

<211> 36

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: AniPYC-R
<400> 37

atcatccttg taatcggcct tgacgatctt gcagac 36

<210> 38

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: BbrPYC-F
<400> 38

gacacttttt caaacatgaa aaagagaaaa atcaatcgcc tactg
<210> 39

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: BorPYC-R
<400> 39

atcatccttg taatcctcca tttcaatgag cagatcacca 40

<210> 40

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DhaPYC-F
<400> 40

gacacttttt caaacatgag tgacggtaat gaacataaga tcaa
<210> 41

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DhaPYC-R
<400> 41

atcatccttg taatctttaa caacacttgc aatcaaatcg ttagc
<210>42

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: KlaPYC-F
<400> 42

gacacttttt caaacatgtc atctcaacta gctggattge 40
<210>43

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: KlaPYC-R
<400> 43

atcatccttg taatcttcct tagctggagce ttcttcc 37

<210> 44

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: LthPYC-F
<400> 44

gacacttttt caaacatgtc caaactggca ggactg 36

<210>45

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: LthPYC-R
<400> 45

atcatccttg taatcttctt ttggtgggac agattcctc 39

<210> 46

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: LelPYC-F
<400> 46

gacacttttt caaacatgac atcaattgct tcatcaaaca ctc 43
<210> 47

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: LelPYC-R
<400> 47

atcatccttg taatcatgtt tcaaaatact ggtgatcaaa tcatttg 47
<210>48

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ScePYC-F
<400> 48

gacacttttt caaacatgtc gcaaagaaaa ttcgceg 37

<210> 49

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ScePYC-R
<400> 49

atcatccttg taatctgcct tagtttcaac aggaacttgg 40

<210> 50

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CorPYC-F
<400> 50

cactttca aacatgattt ttataaattc atcatcaatt tctacaat ctcc
<210> 51

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CorPYC-R
<400> 51

atcatccttg taatcggctt tcaaaatact ggtgattaaa tcattag 47
<210> 52

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CtrPYC-F
<400> 52

cactttca aacatgtctg taccagtcca aaaagctaac 40

<210> 53

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: CtrPYC-R
<400> 53

atcatccttg taatcatgtt gaataatgtt agtaatcaaa tcattagcat c 51
<210> 54

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: NcaPYC-F
<400> 54

cactttca aacatgtcca taaacaaaaa actaaacggc c 41
<210> 55

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: NcaPYC-R
<400> 55

atcatccttg taatcagatg gaggcgtaga ttcttctaaa ag 42
<210> 56

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: NdaPYC-F
<400> 56

cactttca aacatgtcga acaaaaaatt caatggtatc agag 44
<210> 57

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: NdaPYC-R
<400> 57

atcatccttg taatctgctt cttccggaat ttcagtttct t 41

<210> 58

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: SkuPYC-F
<400> 58

cactttca aacatgtcgc aaaagaaatt cgctgg 36

<210> 59

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: SkuPYC-R
<400> 59

atcatccttg taatctgctt tagtttcagc tggaacttga t 41

<210> 60

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: SpoPYC-F
<400> 60

cactttca aacatgactt ctaaatatga tgcgttgttg c 41

<210> 61

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: SpoPYC-R
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<400> 61

atcatccttg taatcctcgt gttcaagaac agcacaca 38

<210> 62

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: TbIPYC-F
<400> 62

cactttca aacatgacaa ataagaaatt ctctggtcta agaga 45
<210> 63

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: TbIPYC-R
<400> 63

atcatccttg taatcttttg gtggttctgg atcttctaat gtg 43

<210> 64

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: TdePYC-F
<400> 64

cactttca aacatgtcca agaacaagag gtttgct 37

<210> 65

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: TdePYC-R
<400> 65

atcatccttg taatcgtttt cagctgggac agcctc 36

<210> 66

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ZroPYC-F
<400> 66

cactttttca aacatgagta ccaagaagtt ctctctggtct 39

<210> 67

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ZroPYC-R
<400> 67

atcatccttg taatcattct cctttggtgg gacgg 35

<210> 68

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: AfuMDH-F
<400> 68

actttcaa acatgaaact cggttttgtt ggtgc 35

<210> 69

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: AfluMDH-R
<400> 69
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atcatcatcatca tccttgtaat catatccgag ttcctcaagce ctetc 45
<210>70

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CliMDH-F
<400> 70

actttcaa acatgaaagc acctgttcge gt 32

<210> 71

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CliMDH-R
<400> 71

atcatcatca tccttgtaat cgggcagaag gtctgccacg 40
<210>72

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DacMDH-F
<400> 72

actttcaa acatgagcaa gaagcccgtt cg 32

<210>73

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DacMDH-R
<400> 73

atcatcatca tccttgtaat ccagcaggtg cttgacgec 39
<210>74

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: HeIMDH-F
<400> 74

actttcaa acatgaaaga ccccgtccgteegt atage 35
<210>75

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: HeIMDH-R
<400> 75

atcatcatca tccttgtaat cgccaagcag atgctcgacg 40
<210>76

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: SpuMDH-F
<400> 76

actttcaa acatgaaagt tgctgtactt ggtgc 35

<210> 77

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: SpuMDH-R
<400> 77

atcatcatca tccttgtaat ctttaacgaa atcaacgcct agtttg 46
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<210>78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: UF para el fragmento eliminado mae2
<400> 78

aggctttgat agccactggt 20

<210>79

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: UR para el fragmento eliminado mae2
<400> 79

tgggatttgt agctaagctt taaaataaaa ggctttatac 40

<210> 80

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: OF para el fragmento eliminado mae2
<400> 80

ttcgtcaata tcacaagctt aggtcgactg ggctaatcg 39

<210> 81

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: OR para el fragmento eliminado mae2
<400> 81

taaaataaaa ggctttatac aggcattttc aaacttcaag 40

<210> 82

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DF para el fragmento eliminado mae2
<400> 82

cttgaagttt gaaaatgcct gtataaagcec ttttatttta 40

<210> 83

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DR para el fragmento eliminado mae2
<400> 83

ttcattcaat acataacggt ttacggt 27

<210> 84

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: FF para el fragmento eliminado mae2
<400> 84

attcgtgaaa tgagcaagca 20

<210> 85

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: FR para el fragmento eliminado mae2
<400> 85

tgcgatttac tatttgtttg tttca 25

<210> 86
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<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: UF para el fragmento eliminado fum1
<400> 86

ctcaagtaat gggcaatcat gcca 24

<210> 87

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: UR para el fragmento eliminado fum1
<400> 87

tgggatttgt agctaagctt agagtggtaa aaaattatac 40

<210> 88

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: OF para el fragmento eliminado fum1
<400> 88

ttcgtcaata tcacaagctt aataaaatac acaaaactgt 40

<210> 89

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: OR para el fragmento eliminado fum1
<400> 89

agagtggtaa aaaattatac agccatgtgg gttattttaa 40

<210> 90

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DF para el fragmento eliminado fum1
<400> 90

ttaaaataac ccacatggct gtataatttt ttaccactct 40

<210> 91

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DR para el fragmento eliminado fum1
<400> 91

gagcaaccga atatcaagga aatacaca 28

<210> 92

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: FF para el fragmento eliminado fum1
<400> 92

aggcgaattg atccttectg cta 23

<210> 93

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: FR para el fragmento eliminado fum1
<400> 93

tggtaagcct ggtatgagtt ctatactat 29

<210> 94

<211> 544

125



<212> PRT

<213> Candida glabrata

<220>

<223> CglPCK

5 <400> 94
Met
Arg
Ala
Val
Gly
65
Asp
Trp
Thr
Ile
Thr
145
Glu
Arg
Ala
Lys
Val

225
Val

Pro
Ser
Pro
Ile

50
Arg
Asn
Ala
Leu
Lys
130
Asn
Pro
Thr
Met
Gly
210

Leu

Thr

Ser
Glu
Ala

35
Ser
Ser
Val
Ile
Tyr
115
Val
Met
Asp
Gln
Glu
195
Tle

Thr

Len

Lys
Leu

20
Ala
Ser
Pro
Trp
Asn
100
Val
Arg
Leu
Phe
Asp
180
Met
FPhe

Leu

Phe

Ser
Gly
Val
Ala
Lys
Trp

85
Arg
Val
Val
Ile
Thr
165
Met
Val
Thr
His

Phe
245

Ser
Leu
Leu
Gly
Asp

70
Gly
Glu
Asp
Val
Arg
150
Val
Thr
Ile
Val
Ser

230
Gly

ES 2 811926 T3

Val
Ser
Tyr
Ala

55
Lys
Pro
Arg
Ala
Cys
135
Pro
Trp
Ser
Leu
Met
215

Ser

Len

Ser
Lys
Gln

40
Leu

Val
Ala
FPhe
120
Ala
Thr
Asn
Lys
Gly
200
FPhe

Cys

Ser

Gly
Glu

25
Asp
Ile
Ile
Asn
Ala
105
Ala
Arg
Glu
Ala
Thr
185
Thr
Tyr

Asn

Gly

126

aAsn

14
Val
Ala
Ala
Val
Lys

a0
Asp
Gly
Ala
Glu
Gly
17Q
Thr
Glu
Leu

Gln

Thr
250

Ser
Thr
Leu
Tyr
Glu

75
Pro
Tyr
Trp
Tyr
Glu
155
Gln
Ile
Tyr
Met

Gly
235

Val
Leu
Lys
Ser

60
Glu
Cys
Leu
Asp
His
140
Leu
Phe
Glu
Ala
Pro
220

Ile

Lys

Glu
Ile
Glu

45
Gly
Glu
Ser
Arg
Pro
125
Ala
Ala
Pro
Ile
Gly
205
val

Lys

Thr

Glu
Arg

30
Lys
Glu
Thr
Glu
Thr
11Q
Lys
Leu
Asn
Ala
Asn
190
Glu
His
Asn

Thr

Arg

15
Arg
Lys
Lys
Ser
Arg

95
Arg
Tyr
Phe
Phe
Asn
175
Phe
Met
His
Gly

Leu
255

Ile
Asn
Thr
Thr
Arg

80
Thr
Glu
Arg
Met
Gly
160
Ala
Lys
Lys
Asn
Asp

2440
Ser



<210> 95
<211> 539

Ala
Asp
Asn
Gly
305
Asp
Ile
Pro
Pro
Gly
385
Glu
Pro
Ala
Ser
Ala
465
Ile
Leu

Ser

Tyr

<212> PRT
<213> Citrobacter koseri

<220>

<223> CkoPCK

<400> 95

Asp
Glu
Leu
290
Ser
Tyr
Asp
Lys
Val
370
Tyr
Pro
Met
Asn
Gly
450
Ile
Phe
Leu

Ala

Gln
530

Pro
Gly
275
Ser
Val
Asp
Phe
Asn
355
Ser
Thr
Thr
Arg
Ala
435
Gly
His
Asn
Asn
Val

515
Asp

His
260
Val
Arg
Leu
Asp
Tle
340
Tle
Lys
Ser
Phe
Tyr
420
Trp
Lys
Asp
Leu
Pro
500

Ser

Lys

Arg
Phe
Glu
Glu
Ser
325
Pro
Ile
Leu
Lys
Ser
405

Ala

Leu

Gly
Gln
485
Ala
Lys

Ala

ES 2 811926 T3

Leu
Asn
Lys
Asn
310
Ser

Ser

Leu

Met
390
Ser
Thr
Ile
Cys
Ser
470
Val
Arg

Leu

Thr

Leu
Ile
Glu
295
Val
Ile
Ala
Leu
Pro
375
Ala
Cys
Met
Asn
Ala
455
Leu
Pro
Asn

Ala

Ser
535

Ile
Glu
280
Pro
Ile
Thr
Lys
Thr
360
Glu
Gly
Phe
Leu
Thr
440
Leu
Ala
Lys
Trp
Gly

520
Asp

Gly
265
Gly
Glu
Tyr
Glu
Ile
345
Cys
Gln
Thr
Gly
Ala
425
Gly
Lys
Lys
Ala
Ser
505

Leu

Val

127

Asp
Gly
Ile
Asp
Asn
330
Pro
Asp
Val
Glu
Gln

410
Glu

Trp
Tyr
Ala
Val
490
Glu

Phe

Leu

Asp
Cys
Phe
Ser
315
Thr
Cys
Ala
Met
Gln
395
Pro
Lys
Thr
Thr
Glu
475
Glu
Gly

Val

Ala

Glu
Tyr
Asp
300
Glu
Arg
Leu
Ser
Tyr
380
Gly

Phe

Gly
Arg
460
Phe
Gly
Glu
Glu

Ala
540

His
Ala
285
Ala
Ser
Cys
Ala
Gly
365
His
Val
Leu
His
Ser
445
Ala
Glu
Val
Ala
Asn

525
Gly

Cys
270
Lys
Ile
His
Ala
Pro
350
Val
Phe
Thr
Ser
Glu
430
Ser
Ile
Ser
Pro
Lys
510
Phe

Pro

Trp
Cys
Arg
Glu
Tyr
335
Ala
Leu
Ile
Glu
Leu
415
His
Tyr
Leu
Leu
Ser
495
Tyr
Lys

Gln

Ser
Ile
Phe
Val
320
Pro
His
Pro
Ser
Pro
400
His
Ser
Val
Asp
Pro
480
Glu
Gln

Thr

Leu



Asn
Gln
Thr
Ser
65

Leu
Ser

Ser

Asp

Arg
Asp
Glu
Asn

50
Pro

Trp
Gln
Gly

Thr

Val
Val
Glu

35
Leu
Lys
Trp
Glu
Lys

115
Arg

Asn
Gln

20
Leu
Gly
Asp
Ser
Thr
100
Arg

Leu

Ser
Asp
Asp
Ala
Lys
Asp

85
Trp
Leu

Ser

Ile
Pro
Val
Tyr

70
Lys
Gln

Phe

Val

ES 2 811926 T3

Thr
Val
Thr
Ala

55
Ile
Gly
His
Ile

Arg

Pro
Tyr
Leu

40
Val
Val
Lys
Leu
Val

120
Phe

Gln
Asn

25
Glu
Asp
Arg
Gly
Lys
105
Asp

Ile

128

Asp

10
Pro
Gly
Thr
Asp
Lys

90
Gly
Ala

Thr

Leu
Ser
Tyr
Gly
Asp

75
Asn
Leu

Phe

Glu

Lys
Tyr
Glu
Ile

60
Thr
Asp
Val
Cys

Val

Ala
Asp
Arg

45
Phe
Thr
Asn
Thr
Gly

125
Ala

Tyr
Leu

30
Gly
Thr
Arg
Lys
Gln

110
Ala

Trp

Gly

15
Leu
Val
Gly
Asp
Pro

95
Gln
Asn

Gln

Ile

Tyr

Arg
Thr

80
Leu

Ala

Ala



<210> 96

His
145
Asp
Pro
Asn
Glu
Lys
225
Asp
Ser
Asp
Ile
Arg
305
Asp
Ile
Ala
Pro
Gly
3B5
Thr
Pro
Ala
Ile
Ser
465
Ile
Asn

Ala

Gly

<211> 539
<212> PRT
<213> Cronobacter sakazakii

<220>

<223> CsaPCK

<400> 96

130
Phe

Phe
Gln
Leu
Met
210
Gly
Val
Thr
Asp
Lys
290
Asp
Phe
Tyr
Thr
Val
370
Phe
Pro
Thr
Gln
Ser
450
Leu
Pro
Thr
Lys

Glu
530

Val
Lys
Trp
Thr
195
Lys
Ile
Ala
Asp
Asp
275
Leu
Ala
Asp
His
Lys
355
Ser
Thr
Thr
Gln
Ala
435
Ile
Asp
Thr
Tyr
Leu

515
Ala

Pro
Lys
1B0O
Glu
Lys
Ala
Val
Pro
260
Gly
Ser
Leu
Asp
Ile
340
val
Arg
Ala
Phe
Tyr
420
Tyr
Lys
Asn
Glu
Ala
500

Phe

Leu

Asn
Asp
165
Glu
Arg
Gly
Ser
Phe
245
Lys
Val
Lys
Leu
Gly
325
Asp
Ile
Leu
Lys
Ser
405
Ala
Leu
Asp
Ala
Leu
485
Ser

val

Val

ES 2 811926 T3

Met
150
Phe
Gln
Ile
Met
Met
230
Phe
Arg
Phe
Glu
Glu
310
Ser
Asn
Phe
Thr
Leu
390
Ala
Glu
Val
Thr
Glu
470
Pro
Pro

Glu

Ser

135
Phe

Ile
Gly
Gln
Phe
215
His
Gly
Arg
Asn
Ala
295
Asn
Lys
Ile
Leu
Ala

375
Ala

Val
Asn
Arg
455
Thr
Gly
Glu

Asn

Ala
535

Ile Arg
Val Met

Leu Asn
185

Leu Ile

200

Ser Val

Cys Ser
Leu Ser

Leu Ile
265

Phe Glu

280

Glu Pro

Val Thr
Thr Glu

Val Lys
345

Thr Ala

360

Asp Gln

Gly Thr
Phe Gly

Leu Val
425

Thr Gly

440

Ala Ile

Phe Asn
Val Glu
Gln Trp

505
Phe Glu

520
Gly Pro

129

Pro
Asn
170
Ser
Gly
Met
Ala
Gly
250
Gly
Gly
Glu
Val
Asn
330
Pro
Asp
Thr
Glu
Ala

410
Lys

Ile
Leu
Thr
450
Gln

Lys

Lys

Ala
155
Gly
Glu
Gly
Asn
Asn
235
Thr
Asp
Gly
Ile
Arg
315
Thr
Val
Ala
Gln
Arg
395
Ala
Arg
Asn
Asp
Pro
475
Arg
Glu

Tyr

Leu

140
Asp

Ala
Asn
Thr
Tyr
220
Val
Gly
Asp
Cys
Tyr
300
Glu
Arg
Ser
Phe
Tyr
380
Gly
Phe
Met
Gly
Ala
460
Met
Ile
Lys

Thr

Glu
Lys
Phe

Trp
205
Leu
Gly
Lys
Glu
Tyr
285
Asn
Asp
Val
Lys
Gly
365
His
Val
Leu
Gln
Thr
445
Ile
Phe
Leu

Ala

Asp
525

Glu
Cys
Val
190
Tyr
Leu
Glu
Thr
His
270
Ala
Ala
Gly
Ser
Ala
350
Val
Phe
Thr
Ser
Ala
430
Gly
Leu
Asp
Asp
Thr

510
Thr

Leu
Thr
175
Ala
Gly
Pro
Lys
Thr
255
Gly
Lys
Ile
Ser
Tyr
335
Gly
Leu
Leu
Glu
Leu
415
Ser
Lys
Asn
Leu
Pro
495

Ala

Pro

Val
160
Asn
Phe
Gly
Leu
Gly

240
Leu

Trp
Thr
Arg
Ile
320
Pro
His
Pro
Ser
Pro
400
His
Gly
Arg
Gly
Ala
480
Arg

Leu

Ala



ES 2 811926 T3

Met Arg Val Thr Gly Ile Thr Pro Gln Asp Leu Lys Ala Tyr Gly Ile
5 10 15

130



ES 2 811926 T3

Asn Asp Val Gln Glu Val Val Tyr Asn Pro Asp Tyr Asp Thr Leu Tyr
20 25 30
Arg Glu Glu Leu Asp Pro Ser Leu Glu Gly Tyr Glu Arg Gly Val Leun
35 40 45
Thr Asp Leu Gly Ala Val Ala Val Asp Thr Gly Ile Phe Thr Gly Arg
50 55 60
Ser Pro Lys Asp Lys Tyr Ile Val Arg Asp Asp Thr Thr Arg Asp Thr
65 70 75 80
Leu Trp Trp Ser Asp Asn Gly Lys Gly Lys Asn Asp Asn Lys Pro Leu
85 90 95
Thr Pro Glu Thr Trp Gln His Leu Lys Gly Leu Val Thr Gln Gln Leu
100 105 110
Ser Gly Lys Arg Leu Phe Ile Ile Asp Ala Phe Cys Gly Ala Asn Pro
115 120 125
Asp Ser Arg Leu Ser Val Arg Phe Ile Thr Glu Val Ala Trp Gln Ala
130 135 140
His Phe Val Lys Asn Met Phe Ile Arg Pro Ser Glu Asp Glu Leu Glu
145 150 155 160
Gly Phe Glu Pro Asp Phe Ile Val Met Asn Gly Ala Lys Cys Thr Asn
165 170 175
Pro Asp Trp Gln Glu Gln Gly Leu Asn Ser Glu Asn Phe Val Ala FPhe
180 185 190
Asn Leu Thr Glu Arg Met Gln Leu Ile Gly Gly Thr Trp Tyr Gly Gly
195 200 205
Glu Met Lys Lys Gly Met Phe Ser Ile Met Asn Tyr Leu Leu Pro Leu
210 215 220
Lys Gly Ile Ala Ser Met His Cys Ser Ala Asn Val Gly Glu Lys Gly
225 230 235 240
Asp Val Ala Val Phe Phe Gly Leu Ser Gly Thr Gly Lys Thr Thr Leu
245 250 255
Ser Thr Asp Pro Lys Arg Arg Leu Ile Gly Asp Asp Glu His Gly TrIp
260 265 270
Asp Asp Asp Gly Val Phe Asn Phe Glu Gly Gly Cys Tyr Ala Ly sThr
275 280 285
Ile Arg Leu Ser Glu Glu Ala Glu Pro Asp Ile Tyr His Ala Ile Arg
290 295 300
Arg Asp Ala Leu Leu Glu Asn Val Thr Val Arg Asp Asp Gly Ser Ile
305 310 315 320
Asp Phe Asp Asp Ala Ser Lys Thr Glu Asn Thr Arg Val Ser Tyr Pro
325 330 335
Ile Tyr His Ile Asp Asn Ile Val Lys Pro Val Ser Lys Ala Gly His
340 345 350
Ala Thr Lys Val Ile Phe Leu Thr Ala Asp Ala Phe Gly Val Leu Pro
355 360 365
Pro Val Ser Arg Leu Thr Ala Ser Gln Thr Gln Tyr His Phe Leu Ser
370 375 380
Gly Phe Thr Ala Lys Leu Ala Gly Thr Glu Arg Gly Val Thr Glu Pro
385 350 385 400
Thr Pro Thr Phe Ser Ala Cys Phe Gly Ala Ala Phe Leu Met Leu His
405 410 415
Pro Thr Gln Tyr Ser Glu Val Leu Val Lys Arg Met Gln Ala Ala Gly
420 425 430
Ala Gln Ala Tyr Leu Val aAsn Thr Gly Trp Asn Gly Thr Gly Lys Arg
435 440 445
Ile Ser Ile Lys Asp Thr Arg Ala Ile Ile Asp Ala Ile Leu Asn Gly
450 455 460
Ser Leu Asp Asp Ala Glu Thr Phe Thr Leu Pro Leu Phe Asn Leu Ala
465 470 475 480
Ile Pro Thr Ser Leu Pro Gly Val Asp Glu Arg Ile Leu Asp Pro Arg
485 490 495
Asn Thr Tyr Ala Ser Pro Glu Gln Trp Gln Glu Lys Ala Gln Gln Leu

131



ES 2 811926 T3

500 505 510
Ala Gln Leu Phe Ile 2er Asn Phe Glu Lys Tyr Thr Asp Thr Pro Ala
515 520 525
Gly Ala Ala Leu Val Ser Ala Gly Pro Gln Arg
530 535

<210> 97

<211> 553

<212> PRT

<213> Debaryomyces hansenii
<220>

<223> DhaPCK

<400> 97

132



Met
Pro
Ala
Glu
Leu
65

Arg
Val
Ala
Tyr
Ala
145
Thr
Asn
Ser
Gly
Phe
225
Ala
Ser
Ile
Glu
Pro
305
Val
Thr
Lys

Thr

Thr
Thr
Asp
Asp

50
Met
Ile
Asn
Leu
Ala
130
Arg
Glu
Ala
Thr
Thr
210
Tyr
Asn
Gly
Gly
Gly
290
Glu
Tyr
Glu

Ile

Cys
370

Pro
Ile
Asp

35
Gly
Ala
Val
Lys
Asp
115
Gly
Ala
Glu
Gly
Ser
195
Glu
Leu
Gln
Thr
Asp
275
Gly
Ile
Asp
Asn
Pro

355
Asp

Pro
Lys

20
Thr
Leu
Tyr
Asp
Gln
100
Tyr
Trp
Tyr
Glu
Gln
18O
Val
Tyr
Met
Gly
Gly
260
Asp
Cys
Phe
Gln
Thr
340
Cys

Ala

Thr
Ser
Val
Leu
Ser
Glu

B5
Val
Leu
Asp
His
Leu
165
Phe
Glu
Ala
Pro
Glu
245
Lys
Glu
Tyr
Asn
Asn
325
Arg

Leu

Ser

ES 2 811926 T3

Ala
Thr
Ile
Glu
Gly

70
Glu
Asp
Arg
Pro
Ala
150
Lys
Pro
Ile
Gly
Ile
230
Gln
Thr
His
Ala
Ser
310
Ser
Cys

Ala

Gly

Val
Ala
Arg
Lys

55
Lys
Thr
Glu
Thr
Arg
135
Leu
Asn
Ala
Asn
Glu
215
Lys
Lys
Thr
Cys
Lys
295
Ile
Lys
Ala

Asp

Val
375

Glu Ser

Glu Pro

25

His Asn
40

Gly Thr

Lys Thr
Ser Thr

Leu Thr
105

Arg Glu

120

Tyr Arg

Phe Met
Phe Gly

Asn Val
185

Phe Lys

200

Met Lys

His Lys
Gly Asp

Leu Ser
265

Trp Ser

2B0

Cys Leu

Lys Phe
Val Val
Tyr Pro

345
Glu His

360
Leu Pro

133

Ser

10
Val
Ala
Val
Gly

Gln

Leu
Thr
Glu
170
His
Asp
Lys
Ile
Val
250
Ala
Asp
Asp
Gly
Asp
330
Ile

Pro

Pro

Ile
Val
Pro
Ile
Arg

75
Asn
Lys
Leu
Lys
Asn
155
Pro
Thr
Met
Gly
Leu
235
Thr
Asp
Asn
Leu
Ala
315
Tyr
Asp

Thr

Val

Asn
Lys
Pro
Ser

60
Ser
Ile
Ile
Phe
Ile
140
Met
Asp
Lys
Glu
Ile
220
Thr
Leu
Pro
Gly
Ser
300
Ile
Ala
Phe

Asn

Ser
380

Phe
Gln
Pro

45
Ser
Pro
Trp
Ser
Val
125
Arg
Leu
Phe
Gly
Met
205
Phe
Leu
Phe
Asn
Val
285
Ala
Leu
Asp
Ile
Ile

365
Lys

Gly
Leu

30
Thr
Thr
Lys
Trp
Arg
110
Val
Val
Ile
Thr
Met
190
Val
Thr
His
Phe
Arg
270
Phe
Glu
Glu
Ser
Pro
350
Val

Leu

Gly

15
Ser
Leu
Gly
Asp
Gly

95
Ser
Asp
Ile
Arg
Ile
175
Thr
Ile
Val
Ser
Gly
255
Lys
Asn
Lys
Asn
Thr
335
Ser

Leu

Thr

His
Leu
Tyr
Ala
Lys

80
Pro
Arg
Ala
Cys
Pro
160
Tyr
Ser
Leu
Met
Ser
240
Leu
Leu
Ile
Glu
Val
320
Ile
Ala

Leu

Asn



Ala
385
Gly

Phe
Leu
Thr
Leu
465
Ser
Lys
Trp
Gly
Glu
545
<210> 98

<211> 540
<212> PRT

Gln
Thr
Gly
Ser
Gly
450
Lys
Lys
Ser
Thr
Lys

530
Val

Val
Glu
Gln
Asp
435
Trp
Tyr
Val
Cys
Glu
515
Phe

Lys

Met
Glu
Pro
420
Lys
Val
Thr
Glu
Pro
500
Gly
Ala

Ala

<213> Escherichia fergusonii

<220>
<223> EfePCK
<400> 98

Tyr
Gly
405
Phe
Ile
Gly
Arg
Phe
485
Asn
Asp
Glu

Ala

ES 2 811926 T3

His
390
Val
Leu
Ser
Ala
Ala
470
Glu
Val
Ala
Asn

Gly
550

Phe
Thr
Val
Lys
Ser
455
Ile
Asn
Pro
Ser
Phe

535
Pro

ITle Ser
Glu Pro

Leu His
425

His Asn

440

Ala Ala

Leu Asp

Phe Pro

Ser Glu
505

Phe Gln

520

Thr Lys

Asp Ala

134

Gln
410
Pro
Ala
Gln
Ala
Thr
490
Ile
Lys

Tyr

Tyr
395
Ala

Asn
Gly
Ile
475
Phe
Leu

Glu

Ala

Thr
Thr
Lys
Ala
Gly
460
His
Asn
Asn

Ile

Asp
540

Ser
Phe
Tyr
Trp
445
Asn

Ser

Pro

Lys
525
Gln

Lys
Ser
Ala
430
Leu
Arg
Gly
Asn
Thr
510

Ser

Ala

Met
Ala
415
Gln
Leu
Cys
Glu
Val
495
Lys
Leu

Thr

Ala
400
Cys
Gln
Asn
Ser
Leu
480
Pro
Ala
Ala

Thr



Met
Ile
Phe
Leu
65

Thr
Leu
Leu
Ala
Ala
145
Val
Asn
Phe
Gly
Leu

225
Gly

Arg
Asn
Gln
Thr

50
Ser
Phe
Ser
Ser
Asp
130
His
Asp
Pro
Asn
Glu
210
Lys

Asp

Val
Asp
Glu

35
Asn
Pro
Trp
Pro
Gly
115
Thr
Fhe
Phe
Gln
Leu
195
Met
Gly

Val

Asn
Val

20
Glu

Leu

Lys

Glu
100
Lys
Arg
Val
Glu
180
Thr
Lys
Ile

Ala

Lys
Gln
Leu
Gly
Asp
Ala

85
Thr
Arg
Leu
Lys
Pro
165
Lys
Glu
Lys
Ala

Val

ES 2 811926 T3

Ser
Asp
Asp
Ala
Lys

70
Asp
Trp
Leu
Ser
Asn
150
Asp
Glu
Arg
Gly
Ser

230
Phe

Leu
Ile
Pro
Val

55
Tyr
Lys
Gln
Fhe
Val
135
Met
Phe
Gln
Met
Met
215
Met

Phe

Thr Pro

Val Tyr

25

Asn Leu
40

Ala Val

Ile Val
Gly Lys
His Leu
105
Val Val
120
Arg Phe
Phe Ile
Tle Val
Gly Leu
185
Gln Leu
200
Phe Ser
His Cys

Gly Leu

135

Gln

10
Asn
Lys

Asp

Gly

214}
Lys
Asp
Ile
Arg
Met
170
Asn
Ile
Met

Ser

Ser

Asp
Pro
Gly
Thr
Asp

75
Lys
Gly
Ala
Thr
Pro
155
Asn
Ser
Gly
Met
Ala

235
Gly

Leu
Ser
Tyr
Gly

60
Asp
Asn
Leu
Phe
Glu
1490
Thr
Gly
Glu
Gly
Asn
220

Asn

Thr

Tyr
Glu

45
Val
Thr
Asp
Val
Cys
125
Val
Asp
Ala
Asn
Thr
205
Tyr
Val

Gly

Ala
Asp

30
Arg
Phe
Thr
Asn
Thr
110
Gly
Ala
Glu
Lys
FPhe
190
Trp
Leu

Gly

Lys

Tyr

15
Leu
Gly
Thr
Arg
Lys

a5
Asn
Ala
Trp
Glu
Cys
175
Val
Tyr
Leu

Glu

Thr

Gly
Leu
Val
Gly
Asp

80
Pro
Gln
Asn
Gln
Leu
160
Thr
Ala
Gly
Pro
Lys

240
Thr



<210> 99
<211> 539

Leu
Trp
Thr
Arg
305
Tle
Pro
His
Pro
Ser
385
Pro
His

Gly

Gly
465
Ala
Arg

Len

Ala

<212> PRT
<213> Edwardsiella tarda

<220>

<223> EtaPCK

<400> 99

Ser
Asp
Ile
290
Arg
Asp
Tle
Ala
Pro
370
Gly
Thr
Pro
Ala
Ile
450
Ser
Tle
Asn

Ala

Gly
530

Thr
Asp
275
Lys
Asp
Phe
Tyr
Thr
355
Val
Fhe
Pro
Thr
Gln
435
Ser
Leu
Pro
Thr
Lys

515
Ala

Asp
260
Asp
Leu
Ala
Asp
His
340
Lys
Ser
Thr
Thr
Gln
420
Ala
Ile
Asp
Thr
Tyr
500

Len

Ala

245
Pro

Gly
Ser
Leu
Asp
325
Tle
Val
Arg
Ala
Phe
405
Tyr
Tyr
Lys
Asn
Glu
485
Ala

Phe

Leu

ES 2 811926 T3

Lys
Val
Lys
Leu
310
Gly
Asp
Tle
Leu
Lys
390
Ser
Ala
Len
Asp
Ala
470
Len
Ser

Ile

Val

Arg
Phe
Glu
295
Glu
Ser
Asn
Phe
Thr
375
Leu
Ala
Glu
Val
Thr
455
Glu
Pro
Pro

Asp

Glu
535

Arg
Asn
280
Ala
Asn
Lys
Tle
Leu
360
Ala
Ala
Cys
Val
Asn
440
Arg
Thr
Gly
Glu
Asn

520
Ala

Leu
265
FPhe
Glu
Val
Thr
Val
345
Thr
Asp
Gly
FPhe
Leu
425
Thr
Ala
Phe
Val
Gln
505
FPhe

Gly

136

250
Ile

Glu
Pro
Thr
Glu
330
Lys
Ala
Gln
Thr
Gly
410
Val
Gly
Ile
Thr
Asp
490
Trp
Asp

Pro

Gly
Gly
Glu
Val
315
Asn
Pro
Asp
Thr
Glu
3495
Ala
Lys
Trp
Ile
Leu
475
Thr
Gln
Lys

Lys

Asp
Gly
Ile
300
Arg
Thr
Val
Ala
Gln
380
Arg
Ala
Arg
Asn
Asp
460
Pro
Glu
Glu
Tyr

Met
540

Asp
Cys
285
Tyr
Glu
Arg
Ser
Phe
365
Tyr
Gly

Phe

Gly
445
Ala
Met
Ile
Lys

Thr
525

Glu
270
Tyr
Asn
Asp
Val
Lys
350
Gly
His
Ile
Leu
Gln
430
Thr
Ile
Phe
Leu
Ala

510
Asp

255
His

Ala
Ala
Gly
Ser
335
Ala
Val
Phe
Thr
Ser
415
Ala
Gly
Leu
Asn
Asp
495
Glu

Thr

Gly
Lys
Ile
Thr
329
Tyr
Gly
Leu
Leu
Glu
400
Leu
Ala
Lys
Asn
Leu
480
Pro

Thr

Pro



Met
Ser
Lys
Thr
Ser
65

Val

Ser

Ser

His
Asp
Glu
Thr

50
Pro

Trp
Pro

Asn

Ala
Val
Glu

35
Leu
Lys
Trp
Glu

Lys
115

Thr
Thr

20
Thr
Gly
Asp
Ser
Ile

100
Arg

Gly
Glu
Ala
Ala
Lys
Asp

85
Trp

Leu
Ile
Pro
Val
Tyr

70
Gln

Gln

Phe

ES 2 811926 T3

Thr
Val
Gly
Ala

55
Gly
His

Val

Ala
Tyr
Leu

40
Val
Val
Lys
Leu

Val
120

Ala
Asn

25
Gln

Asp

Gly

Lys
105
Asp

Asp

10
Pro
Gly
Thr
Asp
Lys

90
Gly

Ala

137

Leu
Asp
Tyr
Gly
Asp

75
Asn

Leu

Tyr

Ala
Tyr
Glu
Ile

60
Thr
Asp

Val

Cys

Ser
Asp
Arg

45
Phe
Thr
Asn

Thr

Gly
125

Tyr
Leu

30
Gly
Thr
Arg
His
Arg

110
Ala

Gly

15
Leu
Thr
Gly
Asp
Pro

95
Gln

Asn

Ile
Phe
Val
Arg
Thr

80
Leu

Pro



Asp
His
145
Gly
Pro
Asn
Glu
Lys
225
Asp
Ser
Asp
Ile
Arg
305
Asp
Tle
Ala
Pro
Gly
385
Thr
Pro
Ala
Ile
Asp
465
Val
Asp
Ala

Gly

<210> 100
<211> 543
<212> PRT

<213> Kluyveromyces lactis

<220>
<223> KlaPCK
<400> 100

Ser
130
Fhe
Phe
Gln
Leu
Met
210
Gly
Val
Thr
Asp
Lys
290
Asp
Phe
Tyr
Lys
Val
370
Fhe
Pro
Thr
Gln
Ser
450
Ile
Pro
Thr

Gln

Ala
530

Arg
Val
Glu
Trp
Thr
195
Lys
Ile
Ala
Asp
Asp
275
Leu
Ala
Asp
His
Lys
355
Ser
Thr
Thr
Gln
Ala
435
Ile
Asp
Thr
Tyr
Arg

515
Ala

Len
Lys
Pro
Gln
180
Glu
Lys
Ala
Val
Pro
260
Gly
Ser
Leu
Asp
Tle
340
Val
Arg
Ala
Phe
Tyr
420
Tyr
Lys
Lys
Ala
Ala
500

Phe

Leu

Lys
Asn
Asp
165
Glu
Arg
Gly
Ser
Phe
245
Lys
Val
Ala
Leu
Gly
325
Lys
Tle
Leu
Lys
Ser
405
Ala
Len
Asp
Glu
Len
485
Ser

Ile

Val

ES 2 811926 T3

Val
Met
150
Phe
Gln
Ile
Met
Met
230
Phe
Arg
Phe
Glu
Glu
310
Ser
Asn
Phe
Thr
Leu
390
Ala
Glu
Val
Thr
Glu
470
Pro
Pro

Thr

His

Arg
135
Fhe
Ile
Gly
Gln
Fhe
215
His
Gly
Arg
Asn
Ala
295
Asn
Lys
Ile
Leu
Ala
375
Ala
Cys
Val
Asn
Arg
455
Thr
Gly
Glu

Asn

Ala
535

Phe ITle
Ile Arg
Val Met

Leu Asn
185

leu Tle

200

Ser Ile

Cys Ser
Leu Ser

leu Tle
265

Phe Glu

280

Glu Pro

Val Thr
Thr Glu

Val Lys
345

Thr Ala

360

Asp Gln

Gly Thr
Phe Gly

Leu Val
425

Thr Gly

440

Ala Ile

Phe Thr
Val Asn
Met Trp

505
Phe Asp

520
Gly Pro

138

Thr
Pro
Asn
170
Ser
Gly
Met
Ala
Gly
250
Gly
Gly
Asp
Val
Asn
330
Pro
Asp
Thr
Glu
Ala
410
Lys
Trp
Ile
Leu
Pro
490
Gln
Lys

Gln

Glu
Thr
155
Gly
Glu
Gly
Asn
Asn
235
Thr
Asp
Gly
Ile
Arg
315
Thr
Val
Ala
Gln
Arg
395
Ala
Arg
Asn
Asp
Pro
475
Ala
Glu
Tyr

Arg

Val
140
Glu
Ala
Asn
Thr
Tyr
220
Val
Gly
Asp
Cys
Tyr
300
Ala
Arg
Ser
Phe
Tyr
380
Gly

Phe

Gly
Ala
460
Ile
Ile
Lys

Thr

Ala
Asp
Lys
Phe

Trp
205
Leu
Gly
Lys
Glu
Tyr
285
His
Asp
Val
Lys
Gly
365
His
Val
Leu
Gln
Ser
445
Ile
Phe
Leu

Ala

Asp
525

Trp
Glu
Cys
Val
190
Tyr
Leu
Glu
Thr
His
270
Ala
Ala
Gly
Ser
Ala
350
Val
Phe
Thr
Thr
Ala
430
Gly
Leu
Asn
Asp
Asp

510
Thr

Gln
Leu
Thr
175
Ala
Gly
Pro
Lys
Thr
255
Gly
Lys
Ile
Ser
Tyr
335
Gly
Leu
Leu
Glu
Leu
415
Ala
Lys
Asn
Leu
Pro
495
Asp

Pro

Ala
Ala
160
Asn
FPhe
Gly
Leu
Gly

2440
Leu

Thr
Thr
Val
329
Pro
His
Pro
Ser
Pro
400
His
Gly
Arg
Gly
Ala
480
Arg

Leu

Ala
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Met Ser Pro Thr Lys Thr Gln Asn Ser Ala Glu Glu Asn Ile Arg Ala
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Glu Leu Gly Leu Ser Ala Glu Val Val Thr Ile Arg Arg Asn Ala Pro
20 25 30
Ala Ala Leu Leu Tyr Glu Asp Ala Leu lys Glu Arg Asp Thr Ala Tle
35 40 45
Ser Asn Ala Gly Ala Leu Ile Ala Tyr Ser Gly Asp Lys Thr Gly Arg
50 55 60
Ser Pro Arg Asp Lys Arg Ile Val Glu Glu Glu Thr Ser Lys Asp Asn
65 70 75 80
Val Trp Trp Gly Pro Val Asn Lys Pro Cys Ser Glu Arg Thr Trp Glu
B5 90 95
Ile Asn Arg Glu Arg Ala Ala Asp Tyr Leu Arg Thr Arg Asp His Ile
100 105 119
Tyr Ile Val Asp Ala Tyr Ala Gly Trp Asp Pro Arg Tyr Arg Ile Lys
115 120 125
Val Arg Val Val Cys Ala Arg Ala Tyr His Ala Leu Phe Met Thr Asn
130 135 140
Met Leu Ile Arg Pro Ser Lys Glu Glu Leu Glu Asn Phe Gly Glu Pro
145 150 155 160
Asp Phe Thr Val Trp Asn Ala Gly Gln Phe Pro Ala Asn Thr His Thr
165 170 175
Ser Gly Met Thr Ser Lys Thr Thr Val Glu Ile Asn Phe Lys Gln Met
160 185 190
Glu Met Val Ile Leu Gly Thr Glu Tyr Ala Gly Glu Met Lys Lys Gly
195 200 205
Ile Phe Thr Val Met Phe Tyr Leu Met Pro Val Asn His Asn Val Leu
210 215 220
Thr Leu His Ser Ser Ala Asn Gln Gly Ile Gln Asp Asn Asp Val Thr
225 230 235 240
Leu Phe Phe Gly Leu Ser Gly Thr Gly Lys Thr Thr Leu Ser Ala Asp
245 250 255
Pro His Arg Leu Leu Ile Gly Asp Asp Glu His Cys Trp Ser Asp His
260 265 270
Gly Val Phe Asn Ile Glu Gly Gly Cys Tyr Ala Lys Cys Leu Gly Leu
275 280 285
Ser Ala Glu Lys Glu Pro Glu Ile Phe Asn Ala Ile Lys Phe Gly Ser
290 295 300
Val Leu Glu Asn Ile Ile Tyr Asp Pro Asn Thr Arg Glu Val Asp Tyr
305 310 315 320
Glu Asp Ser Thr Ile Thr Glu Asn Thr Arg Cys Ala Tyr Pro Ile Glu
325 330 335
Tyr Ile Pro Ser Ala Lys Ile Pro Cys Leu Ala Asp His His Pro Lys
340 345 350
Asn Ile Val Leu Leu Thr Cys Asp Ala Ser Gly Val Leu Pro Pro Val
355 360 365
Ser Lys Leu Thr Pro Asp Gln Val Met Tyr His Phe Ile Ser Gly Tyr
370 375 380
Thr Ser Lys Met Ala Gly Thr Glu Gln Gly Val Thr Glu Pro Glu Ala
385 390 395 400
Thr Phe Ser Ser Cys Phe Gly Gln Pro Phe Leu Ser Leu His Pro Met
405 410 415
Lys Tyr Ala Thr Met Leu Ala Glu Lys Met Ala Glu His Asn Ala Asn
420 425 430
Ala Trp Leu Ile Asn Thr Gly Trp Thr Gly Ser Ser Tyr Val Ala Gly
435 440 445
Gly Lys Arg Cys Pro Leu Lys Tyr Thr Arg Ala Ile Leu Asp Ala Ile
450 455 460
His Asp Gly Ser Leu Ala Lys Glu Glu Tyr Glu Val Leu Pro Ile Phe
465 470 475 480
Asn Leu Gln Ile Pro Lys Ala Val Gly Asp Lys Val Pro Ala Ser Leu
485 490 495
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Leu Asn Pro Ser Lys Asn Trp Ala Glu Gly Glu Ala Lys Tyr Thr Ser
500 505 510
Asn Val Lys Ser Leu Ala Asn Leu Phe Val Glu Asn Phe Lys Thr Tyr
515 520 525

Gln Asp Lys Ala Thr Glu Gln Val Leu Ala Ala Gly Pro Gln Leu

3N 3% AN
<210> 101

<211> 542

<212> PRT

<213> Lodderomyces elongisporus<220>
<223> LelPCK

<400> 101
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Met Ala Pro Pro Ala Val Glu Ser Thr Ile Asn Phe Glu Gly His Pro

Ser Ile Lys Thr Thr Val Asp Pro Leu Val Lys Lys Leu Asn Leu Lys
20 25 30
Gly Asp Thr Val Ile Arg His Asn Ala Pro Pro Pro Thr Leu Tyr Glu
35 40 45
Asp Gly Leu Leu Glu Lys Gly Thr Thr Ile Ser Ser Thr Gly Ala Leu
50 55 60
Met Ala Tyr Ser Gly Glu Lys Thr Gly Arg Ser Pro Lys Asp Lys Axrg
65 70 75 BO
Ile Val Asp Glu Glu Thr Ser Ser Gln His Ile Trp Trp Gly Pro Val
85 90 95
Asn Lys Gln Val Asp Glu Leu Thr Trp Lys Ile Ser Arg Ser Arg Ala
100 105 110
Leu Asp Tyr Leu Arg Thr Arg Glu Lys Leu Phe Val Val Asp Ala Phe
115 120 125
Ala Gly Trp Asp Pro Lys Tyr Arg Ile Lys Val Arg Ile Ile Cys Ala
130 135 140
Arg Ala Tyr His Ala Leu Phe Met Thr Asn Met Leu Ile Arg Pro Thr
145 150 155 160
Lys Glu Glu Leu Glu Asn Phe Gly Glu Pro Asp Phe Thr Ile Tyr Asn
165 170 175
Ala Gly Gln Phe Pro Ala Asn Val His Thr Lys Gly Met Thr Ser Ser
180 185 190
Thr Ser Val Glu Ile Asn Phe Lys Asp Met Glu Met Val Ile Leu Gly
195 200 205
Thr Glu Tyr Ala Gly Glu Met Lys Lys Gly Ile Phe Thr Val Met FPhe
210 215 220
Tyr Leu Met Pro Ile Lys Asn Lys Val Leu Thr Leu His Ser Ser Ala
225 230 235 240
Asn Glu Gly Glu Ser Gly Asp Val Thr Leu Phe Phe Gly Leu Ser Gly
245 250 255
Thr Gly Lys Thr Thr Leu Ser Ala Asp Pro Asn Arg Lys Leu Ile Gly
260 265 270
Asp Asp Glu His Cys Trp Ser Asp His Gly Val Phe Asn Ile Glu Gly
275 280 285
Gly Cys Tyr Ala Lys Cys Leu Asp Leu Ser Ala Glu Lys Glu Pro Glu
290 295 300
Ile Phe Asn Ser Ile Arg Phe Gly Ser Val Leu Glu Asn Val Val Tyr
305 310 315 320
Asp Pro Ala Thr Lys Val Val Asp Tyr Glu Asp Ser Ser Ile Thr Glu
325 330 335
Asn Thr Arg Cys Ser Tyr Pro Ile Glu Tyr Ile Pro Ser Leu Lys Ile
340 345 350
Pro Cys Val Gly Gly His Pro Lys Asn Ile Val Leu Leu Thr Cys Asp
355 360 365
Ala Ser Gly Val Leu Pro Pro Val Ser Lys Leu Thr Pro Ala Gln Val
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Met
385
Met
Pro
Lys
Ser
Thr
465
Asp
Lys

Val

Asp

<210> 102
<211> 542
<212> PRT

370
Tyr

Gly
Phe
Ile
Gly
450
Arg
Thr
Gly

Ala

Gln
530

His

Ile

Glu
435
Val
Ala
Gln
Val
Ala

515
Ala

Phe
Thr
Val
420
Gln
Gly
Ile
Val
Pro
500
Leu

Thr

Ile

Glu

405

His

Ala

Leu

Phe

485

Ala

Ala

<213> Pectobacteria carotovorum

<220>
<223> PcaPCK
<400> 102

Ser
390
Pro
His
Lys
Ala
Asp
470
Ser
Glu

Ala

Glu

ES 2 811926 T3

375
Gly

Thr
Pro
Ala
Lys
455
Ala
Thr
Val
Lys

Val
535

Tyr
Pro
Met
Asn
440
Gly

Ile

Phe

Phe
520
Lys

Thr
Ala
Lys
425
Ala
Gly
His
Asn
His
505

Ala

Ala

143

Ser
Phe
410
Tyr
Tyr
Lys
Ser
Leu
490
Pro

Glu

Ala

Lys
395
Ser

Ala

Arg
Gly
475
His
Glu

Asn

Gly

380
Met

Ala
Gln
Leu
Cys
460
Glu
Val
Val

Phe

Pro
540

Ala
Cys
Gln
Asn
445
Pro
Leu
Pro
Asp
Val

525
Asp

Gly
Phe
Leu
430
Thr
Leu
Asp
Lys
Lys
510

Lys

Val

Thr
Gly
415
Ala
Gly
Lys
Ser
Glu
4195
Lys

Tyr

Glu
400
Gln
Glu
Trp
Tyr
Ala
480
Ile
Glu

Ala



Met
Ser
Gly
Asp
Met
65

Ile

Asn

Ala
Arg
145
Lys
Ala
Thr
Thr
Tyr

225
Asn

Ala
Ile
Asp
Gly

50
Ala
Val
Lys
Asp
Gly
130
Ala
Glu
Gly
Ser
Glu
210

Leu

Glu

Pro
Lys
Thr

35
Leu
Tyr
Asp
Gln
Tyr
115
Trp
Tyr
Glu
Gln
Val
195
Tyr

Met

Gly

Pro
Thr

20
Val
Leu
Ser
Glu
Val
100

Asp

His

Phe
180
Glu
Ala

Pro

Glu

Ala
Thr
Ile
Glu
Gly
Glu

85
Asp
Arg
Pro
Ala
Glu
165
Pro
Ile
Gly

Ile

Ser
245

Val
Val
Arg
Lys
Glu

70
Thr
Glu
Thr
Lys
Len
150
Asn
Ala
Asn
Glu
Lys

230
Gly

ES 2 811926 T3

Glu
Asp
His
Gly

55
Lys

Ser

Arg
Tyr
135
Phe
Phe
Asn
Phe
Met
215

Asn

Asp

Ser
Pro
Asn

40
Thr
Thr
Ser
Thr
Glu
120
Arg
Met
Gly
Val
Lys
200
Lys

Lys

Val

Thr
Leu

25
Ala
Thr
Gly

Gln

Trp
105
Lys
Ile
Thr
Glu
His
185
Asp
Lys
Val

Thr

144

Ile

10
Val
Pro
Ile
Arg
His

90
Lys
Leu
Lys
Asn
Pro
170
Thr
Met
Gly

Leu

Leu
250

Asn
Lys
Pro
Ser
Ser

75
Ile
Ile
Phe
Val
Met
155
Asp
Lys
Glu
Ile
Thr

235
Phe

Phe
Lys
Pro
Ser

60
Pro

Trp
Ser
Val
Arg
140
Leu
Phe
Gly
Met
Phe
220

Leu

Phe

Glu
Leu
Thr

45
Thr
Lys
Trp
Arg
Val
125
Ile
Ile
Thr
Met
Val
205
Thr
His

Gly

Gly
Asn

30
Gly
Asp
Gly
Ser
110
Asp
Ile
Arg
Ile
Thr
190
Ile

Val

Ser

Hisg

15
Leu
Tyr
Ala
Lys
Pro

a5
Arg
Ala
Cys
Pro
Tyr
175
Ser
Leu
Met

Ser

Ser
255

Pro
Lys
Glu
Leu
Arg

80
Val
Ala
Phe
Ala
Thr
160
Asn
Ser
Gly
Phe
Ala

240
Gly



Thr Gly
Asp Asp

Gly Cys
290

Ila Phe

305

Asp Pro

Asn Thr
Fro Cys

Ala Ser
370

Met Tyr

385

Met Gly

Fro Pha
Lys Ile

Ser Gly
450

Thr Arg

465

Asp Thr

Lys Gly
Val Ala

Asp Gln
530

<210> 103
<211> 543
<212> PRT

Lys
Glu
275
Tyr
Asn
Ala
Arg
Val
355
Gly
His
Ile
Leau
Glu
435
Val
Ala
Gln
Val
Ala

515
Ala

Thr
260
His
Ala
Ser
Thr
Cys
340
Gly
Val
Phe
Thr
Val
420
Gln
Gly
Ile
Val
Pro
500
Leu

Thr

<213> Photobacterium leiognathi

<220>
<223> PlePCK
<400> 103

Thr
Cys
Lys
Ila
Lys
325
Ser
Gly
Lau
Ile
Glu
405
Leu
His
Ala
Leu
Phe
485
Leu

Ala

Ala
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Leu
Trp
Cys
Arg
310
Val
Tyr
His
Pro
Ser
390
Fro
His
Lys
Ala
Asp
470
Ser
Zlu

Ala

Zlu

Ser
Sar
Leu
295
Fhe
Val

Pro

Pro

Lys
455
Ala
Thx
Val
Lys

val
535

Ala
Asp
280
Asp
Gly
Asp
Ile
Lys
360
Val
Tyr
Pro
Met
Asn
440
Gly
Ile
Phe
Leu
Phe

520
Lys

Asp
265
His
Leu
Ser
Tyr
Glu
345
Asn
Ser
Thr
Ala
Lys
425
Ala
Gly
His
Asn
His
505
Ala

Ala

145

Pro
Gly
Ser
Val
Glu
330
Tyr
Ile
Lys
Ser
FPhe
410
Tyr
Tyzr
Lys
Ser
490
Pro

Glu

Ala

Asn
Val
Ala
Leu
315
Asp
Ile
Val
Leau
Lys
395
Ser
Ala
Leu
Arg
Gly
475
His
Glu

Asn

Gly

Arg
Fhe
Glu
300
Glu
Sser
Pro
Leu
Thr
380
Met
Ala
Gln
Leu
Cys
460
Zlu
Val
Val

FPhe

Pro
540

Lys
Asn
285
Lys
Asn
ser
Ser
Leu
365
Pro
Ala
Cys
Gln
Asn
445
Pro
Leu
Pro
Asp
Val

525
Asp

Leu
270
Ile
Glu
Val
Ile
Leu
350
Thr
Ala
Gly
Phe
Lau
430
Thr

Leu

Asp

Lys
510
Lys

Val

Ile
Glu
Pro
Val
Thr
335
Lys
Cys
Gln
Thr
Gly
415
Ala
Gly
Lys
Ser
Glu
495

Lys

Tyr

Gly
Gly
Glu
Tyr
320
Glu
Ile
Asp
Val
Glu
400
Gln
Glu
Trp
Iyr
Ala
480
Ile

Glu

Ala



Met
Ser
Tyr
Glu
Ile
65

Thr
Lys
Thr

Ala

Ser
Gln
Glu
Lys

50
Phe
Thr
Ala

Gln

Asn

Thr
Tyr
Met

35
Gly
Thr
Lys
Len
Len

115
Pro

Met
Gly

20
Leu
Ile
Gly
Asp
Ser
100

Ser

Asp

Cys
Ile
Phe
Val
Arg
Thr

85
Gln

Asn

Thr

Val
Leu
Glu
Thr
Ser

70
Len
Gly
Lys

Arg

ES 2 811926 T3

Asp
Asn
Glu
Glu

55
Pro

Trp
Ala
Arg

Leu

Asn
Val
Glu

40

Gln
Trp
Trp
Len

120
Cys

Lys
Thr

25
Thr
Gly
Asp
Ser
Asn
105
Phe

Ile

146

Val

10
Asp
Lys
Ala
Lys
Asp

90
Asp
Val

Arg

Ala
Val
Ala
Val
Phe

75
Gln
Leu

Val

Val

Thr
Ile
Glu
Ala

60
Ile
Gly
Lys
Asp

Ile

Asn
Arg
Leu

45
Val
Val
Lys
Ser
Gly

125
Thr

Met
Asn

30
Lys
Asp
Lys
Asn
Leu
110
Tyr

Glu

Asp

15
Pro
Gly
Thr
Asp
Asp

95
Val
Cys

Val

Leu
Ser
Phe
Gly
Asp

80
Asn
Thr

Gly

Ala



Trp
145
Glu
Cys
Thr
Tyr
Leu
225
Glu
Thr
His
Ala
Ala
305
Gly
Ser
Gly
Val
Phe
385
Thr
Thr
Ala
Gly
Leu
465
Asn
Asp

Thr

Thr

Met

130
Gln

Leu
Thr
Val
Gly
210
Pro
Ala
Thr
Gly
Lys
290
Ile
Ser
Tyr
Gly
Leu
370
Leu
Glu
Leu
Ala
Lys
450
Asp
Leu
Pro

Asp

Thr
530

Ser

Ala
Asp
Asn
Phe
185
Gly

Leu

Ile
Pro
His
355
Pro
Ser
Pro
His
Gly
435
Arg
Gly
Thr
Arg
Leu

515
Glu

Ala

His
Thr
Pro
180
Asn
Glu
Lys
Asp
Ser
260
Asn
Ile
Arg
Asp
Ile
340
Ala
Pro
Gly
Thr
Pro
420
Ala
Ile
Ser
Val
Asp
500

Ala

Gly

Phe
Phe
165
Lys
Leu
Met
Asp
Val
245
Thr
Asp
Asn
Asp
Phe
325
Tyr
Asn
Val
Phe
Pro
405
Thr
Glu
Ser
Ile
Pro
485
Thr

Gly

Lys

Lys Ser

Val
150
Glu

Trp
Ser
Lys
Ile
230
Ala
Asp
Asn
Leu
Ala
310
Asn
His
Lys
Ser
Thr
390
Thr
Gln
Ala
Ile
Asp
470
Thr
Tyr
Arg

Ser

Ile

ES 2 811926 T3

135
Lys

Pro
Gln
Glu
Lys
215
Ala
Ile
Pro
Gly
Ser
295
Leu
Asp
Ile
Val
Lys
375
Ala
Phe
Tyr
Tyr
Gln
455
Thr
Ala
Thr

Phe

Leu
535

Thr

Asn
Asp
Glu
Lys
200
Gly
Ser
Phe
Lys
Val
280
Lys
Leu
Asn
Asp
Ile
360
Leu
Lys
Ser
Ala
Leu
440
Asp
Ala
Leu
Asp
Ile

520
Val

Leu

Met
Phe
His
185
Met
Met
Met
Phe
Arg
265
Phe
Glu
Glu
Ser
Asn
345
Phe
Thr
Leu
Ala
Glu
425
Val
Thr
Pro
Pro
Pro
505

Ala

Lys

Phe
Val
170
Gly
Gln
Phe
His
Gly
250
Ala
Asn
Ala
Asn
Lys
330
Ile
Leu
Pro
Ala
Cys
410
Val
Asn
Arg
Thr
Gly
490
Leu

Asn

Ala

Lys Glu

147

10

Ile
155
Ile
Met
Leu
Ala
Cys
235
Leu
Leu
Phe
Glu
Val
315
Thr
Val
Ser
Glu
Gly
395
Phe
Leu
Thr
Gly
Lys
475
Val
Gln

Phe

Gly

Leu

140
Arg Pro Thr

Met Asn Gly

Asn Ser Glu
130
Ile Gly Gly
205
Met Met Asn
220
Ser Ala Asn

Ser Gly Thr

Ile Gly Asp
270
Glu Gly Gly
285
Pro Asp Ile
300
Thr Val Arg

Glu Asn Thr

Lys Pro Val
350
Ala Asp Ala
365
Gln Thr Lys
380
Thr Glu Arg

Gly Asn Ala

Val Lys Arg
430
Gly Trp Asn
445
Ile Ile Asp
460
Gln Ile Pro

Asp Pro Glu

Trp Glu Ser
510
Asp Lys Tyr
525
Pro Gln Leu
540

Glu Lys Tyr

Glu
Ser
175
Asn
Thr
Tyr
Met
Gly
255
Asp
Cys
Tyr
Gly
Arg
335
Ser
Phe
Tyr
Gly
Phe
415
Met
Gly
Ala
Ile
Ile
4195
Lys

Thr

Asp

Ala
160
Lys
Phe
Trp
Phe
Gly
240
Lys
Glu
Tyr
Asn
Asp
320
Val
Lys
Gly
His
Ile
400
Leu
Glu
Thr
Ile
Phe
480
Leu

Ala

Asp

Gly Ile

15



His
Thr
Thr
Ser
65

Val
Ser
Ser
Asp
His
145
Gly
Pro
Asn
Glu
Lys
225
Asp
Ser
Asp
Ile
Arg
305
Asp
Ile
Ala
Fro
Gly
385
Thr
Pro
Ala
Ile
Asp
465

Ile

Asn

Asp
Glu
Thr

50
Pro
Trp
Gln
Gly
Thr
130
Fhe
Phe
Asn
Leu
Met
210
Gly
Val
Thr
Asp
Asn
290
Asp
Phe
Tyr
Thr
Val
370
FPhe
Pro
Thr
Lys
Ser
450
Ile

Pro

Thr

Val
Glu

35
Leu
Lys
Trp
Glu
Lys
115
Arg
Val
Glu
Trp
Thr
195
Lys
Ile
Ala
Asp
Asp
275
Leu
Ala
Asn
His
Lys
355
Ser
Thr
Thr
Gln
Ala
435
Ile
Glu

Thr

Tyr

Thr

20
Thr
Gly
Asp
Ala
Val
100
Arg
Leu
Lys
Pro
Lys
180
Glu
Lys
Ala
Ile
Pro
260
Gly
Ser
Leu
Asp
Ile
340
Val
Arg
Ala
Phe
Tyr
420
Tyr
Lys
Lys

Ala

Ala

Glu
Lys
Ala
Lys

Asp
85

Trp
Leu
Lys
Asn
Asp
165
Ala
Arg
Gly
Ser
Phe
245
Lys
Val
Lys
Leu
Gly
325
Glu
Ile
Leu
Lys
Ser
405
Ala
Leu
Asp
Ala
Leu

485
Asp
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Val
Pro
Val
Tyxr

70
Gln
Ala
Phe
Val
Met
150
Phe
Gln
Met
Met
Met
230
Phe
Arg
Fhe
Glu
Glu
310
Ser
Asn
Phe
Thr
Leu
390
Ala
Glu
Val
Thr
Asp
470

Fro

Lys

Val
Gly
Ala

55
Ile
Gly
Asp
Ile
Arg
135
Phe
Ile
Gly
Gln
Phe
215
His
Gly
Lys
Asn
Ala
295
Asn
Lys
Ile
Leu
Pro
375
Ala
Cys
Val
Asn
Arg
455
Met

Gly

Ala

Tyr
Leu

40
Val
Val
Lys
Leu
Ile
120
Phe
Ile
Val
Leu
Leu
200
Ser
Cys
Leu
Leu
Phe
280
Glu
Val
Thr
Val
Thr
360
Glu
Gly
Phe
Leu
Thr
440
Ala
Ile

Val

Gln

Asn

25
Glu
Asp
Arg
Gly
Lys
105
Asp
Ile
Arg
Met
Asn

185
Ile

Ser
Ser
Ile
265
Glu
Pro
Met
Glu
Lys
345
Ala
Gln
Thr
Gly
Val
425
Gly
Ile
Lys

Asp

Trp

148

Pro
Gly
Thr
Asp
Lys

g0
His
Ala
Thr
Pro
Asn
170
Ser
Gly
Met
Ala
Gly
250
Gly
Gly
Asp
Val
Asn
330
Pro
Asp
Thr
Glu
Ala
410
Lys
Trp
Ile
Leu
Thr

490
Asp

Ser
Tyr
Gly
Asp

75
Asn
Leu
Phe
Glu
Ser
155
Gly
Glu
Gly
Asn
Asn
235
Thr
Asp
Gly
Ile
Leu
315
Thr
Val
Ala
Gln
Arg
395
Ala
Arg
Asn
Asp
Pro
475

Aszn

Glu

Tyr
Glu
Ile

60
Val
Asp
Val
Cys
Val
140
Asp
Ala
Asn
Ser
Tyr
220
val
Gly
Asp
Cys
Tyr
300
Ala
Arg
Ser
Phe
Tyxr
380
Gly
Phe
Met
Gly
Ala
460
Val

Ile

Lys

Glu
Arg

45
Phe
Thr
Ash
Thr
Gly
125
Ala
Glu
Lys
Phe
205
Leu
Gly
Lys
Glu
Tyr
285
Gly
Asp
Val
Lys
Gly
365
His
Val
Leu
Glu
Thr
445
Ile
Phe

Leu

Ala

Leu

3o
Gly
Thr
Arg
Lys
Glu

110
Ala

Trp
Glu
Cys
Val
190
Tyr
Leu
Glu
Thr
His
270
Ala
Ala
Gly
Ser
Ala
350
Val
Phe
Thr
Ser
Ala
430
Gly
Leu
Asp

Asp

Gln

Leu
Thr
Gly
Asp
FPro

95
Gln
Asn
Gln
Leu
Thr
175
Ala
Gly
FPro
Lys
Thr
255
Gly
Lys
Ile
Ser
Tyxr
335
Gly
Leu
Leu
Glu
Leu
415
Ala
Lys
Ser
Leu
Pro

495
Asp

Phe
val
Arg
Thr

80
Met
Leu
Ala
Ala
Val
160
Asn
FPhe
Gly
Leu
Gly
240
Leu
Trp
Thr
Lys
Val
320
Pro
His
Pro
Ser
Pro
400
His
Gly
Arg
Gly
Glu
480

Arg

Leu
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500 505 510
Ala Glu Arg Phe Val Asn Asn Phe Asp Lys Tyr Thr Asp Thr Pro Ala
515 520 525
Gly Ala Ala Leu Val Lys Ala Gly Pro Lys Leu
530 535
<210> 105
<211> 549
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae
<220>
<223> ScePCK
<400> 105

149



Met
Glu
Ile
Glu
Gly
65

Pro

Ser

Pro
Ala
145
Ala
Pro
Ile
Gly
Val
225
Gln
Thr
His
Ala
Ala
305
Ser
Cys
Ala

Gly

Ser
Gln
Arg
Asn

50
Val
Thr
Glu
Thr
Lys
130
Leu
His
Ala
Asn
Glu
210
His
Asn
Thr
Cys
Lys
290
Ile
His
Ala
Asp

Val

Pro
Lys
Arg

35
Lys
Lys
Ser
Arg
Arg
115
Tyr
Phe
Phe
Asn
Phe
195
Met
His
Gly
Leu
Trp
275
Cys
Lys
Val
Tyr
Ser

355
Leu

Ser
Ile

20
Asn
Thr
Thr
Lys
Thr
100
Asp
Arg
Met
Gly
Leu
180
Lys
Lys
Asn
Asp
Ser
260
Ser
Ile
Phe
Val
Pro
340
His

Pro

Lys
Arg
Ala
Val
Gly
Asp

85
Trp
His
Ile
Thr
Glu
165
His
Ala
Lys
Val
Val
245
Ala
Asp
Asn
Gly
Asp
325
Ile

Pro

Pro

Met
Gln
Pro
Ile
Arg

70
Glu
Ser
Ile
Lys
Asn
150
Pro
Thr
Met
Gly
Leu
230
Thr
Asp
His
Leu
Ser
310
Tyr
Asp
Lys

Val
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Asn
Glu
Ala
Ser

55
Ser
Ile
Ile
Tyr
Val
135
Met
Asp
Gln
Glu
Ile
215
Thr
Leu
Pro
Gly
Ser
295
Val
Asp
Tyr

Asn

Ser

Ala
Leu
Ala

40
Ser
Pro
Trp
Asn
Ile
120
Arg
Leu
Phe
Asp
Met
200
Phe
Leu
Phe
His
Val
2B0D
Ala
Leu
Asp
Ile
Ile

360
Lys

Thr
Ala

25
Val
Sar
Lys
Trp
Arg
105
Val
Val
Ile
Thr
Met
185
Ile
Thr
His
Phe
Arg
265
Phe
Glu
Glu
Ser
Pro
345
Ile

Leu

150

Val

10
Leu
Leu
Gly
Asp
Gly

90
Glu
Asp
Val
Arg
Val
170
Ser
Ile
Val
Ser
Gly
250
Leu
Asn
Lys
Asn
Ser
330
Ser

Leu

Thr

Gly
Ser
Tyr
Ala
Lys

75
Pro
Arg
Ala
Cys

Pro
155

Trp
Ser
Leu
Met
Ser
235
Leu
Leu
Ile
Glu
Val
315
Ile
Ala

Leu

Pro

Ser
Asp
Glu
Leu

60
Arg
Val
Ala
Phe
Ala
140
Thr
Asn
Lys
Gly
Phe
220
Ala
Ser
Ile
Glu
Pro
300
Ile
Thr
Lys
Thr

Glu

Thr
Glu
Asp

45
Ile
Ile
Asn
Ala
Ala
125
Arg
Glu
Ala
Ser
Thr
205
Tyr
Asn
Gly
Gly
Gly
285
Glu
Tyr
Glu
Ile
Cys

365
Gln

Ser
Val

a0
Gly
Ala
Val
Lys
Asp
110
Gly
Ala
Glu
Gly
Thr
180
Glu
Leu
Gln
Thr
Asp
270
Gly
Ile
Asp
Asn
Pro
350
Asp

Val

Glu

15
Thr
Leu
Tyr
Glu
Pro

85
Tyr
Trp
Tyr
Glu
Gln
175
Ile
Tyr
Met
Gly
Gly
255
Asp
Cys
Phe
Glu
Thr
335
Cys
Ala

Met

Val
Thr
Lys
Ser
Glu

g0
Cys
Leu
Asp
His
Leu
160
Phe
Glu
Ala
Pro
Ile
240
Lys
Glu
Tyr
Asp
Lys
320
Arg
Leu

Ser

Tyr



<210> 106
<211> 539
<212> PRT

His
385
Val
Leu
Ser
Ser
Ala
465
Glu
Val
Ser

Asn

Gly
545

370
Phe

Thr
Ala
Gln
Ser
450
Ile
Thr
Pro
Lys
Phe

530
Pro

Ile
Glu
Leu
His
435
Tyr
Leu
Leu
Ala
Tyr
515
Lys

Gln

<213> Serratia odorifera

<220>

<223> SodPCK

<400> 106

Ser
Pro
His
420
Lys
Val
Asp
Pro
Glu
500
Arg
Ile

Phe

Gly
Glu
405
Pro
Ala
Ser
Ser
Ile
485
Leu
Gly
Tyr

Glu
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Tyr
390
Pro
Ile
Asn
Gly
Ile
470
Phe
Leu

Ala

Gln

375
Thr

Thr
Arg
Ala
Gly
455
His
Asn
Asn

Val

Asp
535

Ser
Phe
Tyr
Tyr
440
Lys
Asp
Leu
Pro
Thr

520
Arg

151

Lys
Ser
Ala
425
Leu
Arg
Gly
Gln
Ala
505

Asn

Ala

Met
Ser
410
Thr
Ile
Cys
Ser
Val
490
Lys

Leu

Thr

Ala
395
Cys
Met
Asn
Pro
Leu
475
Pro
Asn

Ala

Pro

380
Gly

Phe
Leu
Thr
Leu
460
Ala
Thr
Txrp

Asn

Asp
540

Thr
Gly
Ala
Gly
445
Lys
Asn
Lys
Ser
Leu

525
Val

Glu
Gln
Thr
430
Txrp
Tyr
Glu
Val
Gln
510
Phe

Leu

Gln
Pro
415
Lys
Thr
Thr
Thr
Asn
495
Gly
Val

Ala

Gly
400
Phe
Met
Gly
Arg
Tyr
480
Gly
Glu
Gln

Ala



Met
His
Glu
Thr
Ser
65

Val
Ser
Ser
Asp
His
145
Asp
Pro
Asn

Glu

Lys
225

Arg
Asp
Glu
Lys

50
Pro
Trp
Pro
Gly
Ser
130
Phe
Phe
Asp
Leu
Met

210
Gly

Ala
Ile
Glu

35
Leu
Lys
Trp
Glu
Lys
1156
Arg
Val
Glu
Trp
Thr
195

Lys

Ile

Lys
Gly

20
Thr
Gly
Asp
Ala
Val
100
Arg
Leu
Lys
Pro
Gln
180
Glu

Lys

Ala

Gly
Glu
Asp
Ala
Lys
Asp

85
Trp
Leu
Lys
Asn
Asp
165
Gln
Arg

Gly

Ser
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Ile
Ile
Pro
Val
Tyr

70
Gln
Ala
Phe
Val
Met
150
Phe
Gln
Met

Met

Met
230

Thr
Ile
Ser
Ala

55
Ile
Gly
Ser
Val
Arg
135
Phe

Val

Gln

Phe
215
His

His
His
Leu

40
Val
Val
Lys
Leu
Val
120
Phe
Ile
Val
Leu
Leu
200

Ser

Cys

Gln
Asn

25
Thr
Asp
Arg
Gly
Lys
105
Asp
Ile
Arg
Met
Asn
185
Ile

Ile

Ser

152

Asp

10
Pro
Gly
Thr
Asp
Lys

1]
Thr
Thr
Thr
Pro
Asn
170
Ser
Gly

Met

Ala

Leu
Ser
Tyr
Gly
Asp

75
Asn
Leu
Phe
Glu
Ser
155
Gly
Glu
Gly

Asn

Asn
235

Ala
Tyr
Glu
Ile

60
Thr
Asp
Val
Cys
Val
140
Asp
Ala
Asn
Thr
Tyr

220
Val

Ala
Asp
Arg

45
Phe
Thr
Asn
Thr
Gly
125
Ala
Asp
Lys
Phe
205

Leu

Gly

Tyr
Leu

30
Gly
Thr
Arg
Lys
Glu

110
Ala

Trp
Glu
Cys
Val
180
Tyr
Leu

Glu

Gly

15
Leu
Val
Gly
Asp
Pro

95
Gln
Asn
Gln
Leu
Thr
175
Ala
Gly

Pro

Gln

Ile
Phe
Val
Arg
Thr

80
Met
Leu
Ala
Ala
Ala
160
Asn
Phe
Gly

Leu

Gly
240



Asp
Ser
Asp
Ile
Arg
305
Asp
Ile
Ala
Pro
Gly
385
Thr
Pro
Ala
Tle
Glu
465
Val
Ala
<210> 107

<211> 543
<212> PRT

Val
Thr
Asp
Lys
290
Asp
Fhe
Tyr
Thr
Val
370
Phe
Pro
Thr
Gln
Ser
450
Tle

Pro

Thr

Ala
Asp
Asp
275
Leu
Ala
Asn
His
Lys
355
Ser
Thr
Thr
Gln
Ala
435
Tle
Asp

Thr

Tyr

<213> Vibrio orientalis

<220>

<223> VorPCK

<400> 107

Met
His
Met
Gly
Thr
65

Glu

Pro

Gln

Thr
Gly
Leu
Val

50
Gly
Glu

Ile

Len

Val
Leu
Phe

35
Val
Arg
His
Asp

Ser

Ile
Pro
260
Gly
Ser
Leu
Asp
Ile
340
Val
Arg
Ala
Phe
Tyr
420
Tyxr
Gln
Asn

Ala

Gln

His

20
Glu
Thr

Ser

Gln
100
Gly

Fhe
245
Lys
Val
Glu
Leu
Gly
325
Gln
Tle
Leu
Lys
Ser
405
Ala
Leu
Asp
Ala
Len

485
Ser

Glu
Asn
Glu
Glu
Pro
Trp

85

Ala

Lys

Fhe
Arg
Phe
Gln
Glu
310
Ser
Asn
Phe
Thr
Leu
390
Ala
Glu
Val
Thr
Glu
470

Pro

Glu

His
Val
Glu
Len
Lys

70
Trp

Val

Arg
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Gly
Gln
Asn
Ala
295
Asn
Lys
Ile
Leu
Ala
375
Ala
Cys
Val
Asn
Arg
455
Thr

Gly

Ala

Thr
Lys
Thr
Gly

55
Asp
Thr

Trp

Val

Leu
Leu
Fhe
280
Glu
Val
Thr
Val
Thr
360
Asp
Gly
FPhe
Leu
Thr
440
Gly
Tle

Val

Gln

Lys
Glu
Arg

40
Ala
Lys
Ser

Asn

Phe

Ser
Ile
265
Glu
Pro
Thr
Glu
Lys
345
Ala
Gln
Thr
Gly
Val
425
Gly
Ile
Thr

Asn

Trp

Ala
Val

25
Ala
Val
Tyr
Asp
Asp

105
Val

153

Gly
250
Gly
Gly
Asp
Val
Asn
330
Pro
Asp
Thr
Glu
Ala
410
Lys
Trp
Tle
Leu
Pro

490
Glu

Ala
10
Ile

Asp
Ala
Ile
Ala

0

Leu

Ile

Thr
Asp
Gly
Ile
Leu
315
Thr
Val
Ala
Gln
Arg

395
Ala

Asn
Asp
Pro
475
Ala

Asp

Thr
Arg
Leu
Val
Val

75
Val

Lys

Asp

Gly
Asp
Cys
Tyr

300
Ala

Ser
Phe
Tyr
380
Gly
Phe
Met
Gly
Ala
460
Ile

Ile

Lys

Ile
Asn
Glu
Asp

60
Lys
Lys

Ala

Gly

Lys Thr

Glu His
270

Tyr Ala

285

Arg Ala

Asp Gly
Val Ser

Lys Ala
350

Gly Val

365

His Phe

Val Thr
Leu Ser

Gln Ala
430

Ser Gly

445

Ile Leu

Phe Asp
Leu Asp

Ala Lys

Asp Leu

Pro Ser

30

Gly Tyr
45

Thr Gly

Asp Ala
Asn Asp
Gln Val

110
Tyr Cys

Thr
255
Gly
Lys
Ile
Ser
Tyr
335
Gly
Leu
Leu
Glu
Leu
415
Ala
Lys
Ser
Leu
Pro

495
Asp

Thr

15
Tyr
Glu
Tle
Thr
Asn

a5
Thr

Gly

Leu
Trp
Thr
Lys
val
329
Pro
His
Pro
Ser
Pro
400
His
Gly
Arg
Gly
Ala
480
Arg

Leu

Lys
Glu
Lys
Phe
Thr

80
Lys

Glu

Ala



Asn
Gln
145
Leu
Thr
Val
Gly
Pro
225
Glu
Thr
His
Ala
Ala
305
Gly
Ser
Ala
Val

]
Phe

385
Thr
Thr
Ala
Gly
Leu
465
Asn

Asp

<210> 108
<211> 558
<212> PRT

Pro
130
Ala
Thr
Asn
Phe
Gly
210
Leu
Asn
Thr
Gly
Lys
290
Ile

Ser

Glu
Leu
Ala
Lys
450
Asp

Leu

Pro

115
Asp

His
Thr
Gln
Asn
195
Glu
Lys
Gly
Leu
275
Thr
Arg
Ile
Pro
His
355
Pro
Ser
Pro
His
Gly
435
Arg
Gly

Glu

Arg

Thr
Phe
Phe
Lys
180
Met
Asp
Asp
Ser
260
Asp
Ile
Arg
Asp
Ile
340
Ala
Pro
Gly
Thr
Pro
420
Ala
Ile
Ser

Val

Glu
500
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Arg Leu

Val Lys

150

Glu Pro
165

Trp Glu

Thr Glu
Lys Lys

Ile Ala
230

Val Ala

245

Thr Asp

Asp Asp
Lys Leu

Asp Ala
310

Phe Asp

325

Glu His

Asn Lys
Val Ser

Phe Thr
390

Pro Thr

405

Thr Lys

Glu Ala
Ser Ile

Tle Glu
470

Pro Thr

485

Thr Tyr

<213> Vanderwaltozyma polyspora<220>

<223> \/poPCK
<400> 108

Ser
135
Asn
Asp
Gln
Arg
Gly
215
Ser
Ile
Pro
Gly
Ser
295
Asp
Ile

Val

Lys

375

Ala
Phe
Tyr
Tyr
Gln
455
Glu

Ala

Thr

120
Ile Arg

Met Phe
Phe Val

His Gly
185

Met Gln

200

Met Phe

Met His
Phe Phe
Lys Arg
265
Val Phe
280
Lys Glu
Leu Glu
Gly Ser
Glu Asn
345
Ile Phe
360
Leu Thr
Lys Leu
Ser Ala
Ala Glu
425
Leu Val
440
Asp Thr
Ala Glu
Leu His

Asp Pro
505

154

Val Ile

Ile Arg

155

Val Met
170

Leu Asn

Leu Ile
Ala Met

Cys Ser
235

Gly Leu

250

Glu Leu

Asn Phe
Ala Glu

Asn Val
315

Lys Thr

330

Ile Val

Leu Ser
Pro Glu

Ala Gly
395

Cys Phe

410

Val Leu

Asn Thr
Arg Gly

Thr Lys
475

Asp Val

490

Leu Gln

Thr
140
Pro
Asn
Ser
Gly
Met
220
Ala
Ser
Ile
Glu
Pro
300
Thr
Glu
Lys

Ala

Gln

380

Thr
Gly
Val
Gly
Ile
460
His

Asp

Trp

125
Glu

Ser
Gly
Glu
Gly
205
Asn
Asn
Gly
Gly
Gly
285
Asp
Val
Asn
Pro
Asp
365
Thr
Glu
Ala
Lys
Trp
445
Ile
Ile

Pro

Glu

Val
Glu
Ala
Asn
150
Thr
Tyr
Lys
Thr
Asp
270
Gly
Ile
Arg
Thr
Val
350
Ala
Lys
Arg
Ala
Arg
430
Asn
Asp
Pro

Ser

Ser
510

Ala Trp

Glu Glu

160

Lys Cys
175

Phe Thr

Trp Tyrx
Phe Leu

Cys Lys
240
Gly Lys
255
Asp Glu

Cys Tyr
Tyr Asn

Asn Asp
320

Arg Val

335

Ser Arg

Phe Gly
Tyr His

Gly Ile
400
Phe Leu
415
Met Glu

Gly Serx
Ala Ile

Ile Phe
480

Ile Leu

495

Lys Ala



Ile
Ser
65

Ser
Ile
Ile
Tyr
Ile
145
Met
Asp
Lys
Glu
Ile
225
Thr
Leu
Fro
Gly
Thr
305
Val
Asp
Phe
Asn
Ser
385
Thr
Thr
Lys
Ala
Gly

465
His

Ala
Ile
Lys
Ala

50
Ser
Pro
Trp
Asn
Val
130
Arg
Leu
Phe
Asp
Met
210
Phe
Leu
Phe
His
Val
290
Glu
Leu
Asp
Ile
Leu
370
Lys
Ser
Fhe
Tyr
Trp
450

Lys

Asn

Pro
Lys
Cys

35
Glu
Thr
Lys
Trp
Arg
115
Ile
Val
Ile
Thr
Met
195
Val
Thr
His
Phe
Arg
275
Phe
Glu
Glu
Ser
Glu
355
Ile
Leu
Lys
Ser
Ala
435
Leu

Arg

Gly

Thr
Asn

20
Leu
Leu
Gly
Asp
Gly
100
Glu
Asp
Val
Arg
Ile
180
Thr
Ile
Val
Ser
Gly
260
Glu
Asn
Lys
Asn
Arg
340
Ser

Leu

Thr

Ala
420
Gln
Ile
Cys

Ser

Lys
Leu
Tyr
Tyr
Ala
Lys

85
Pro
Arg
Ala
Cys

Pro
165

Trp
Ser
Leu
Met
Ser
245
Leu
Leu
Ile
Glu
Cys
325
Ile
Ala
Leu
Pro
Ala
405
Cys
Met
Asn

Pro

Leu
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Ile
Lys
Asn
Glu
Leu

70
Arg
Val
Ala
Tyr
Ala
150
Thr
Asn
Lys
Gly
Phe
230
Bla
Ser
Ile
Glu
Pro
310
Val
Thr
Lys
Thr
Glu
390
Gly
Phe
Leu
Thr
Leu

470
Ala

Glu
Ser
Lys
Asp

55
Met
Ile
Asn
Ile
Ala
135
Arg
Thr
Ala
Thr
Thr
215
Tyr
Asn
Gly
Gly
Gly
295
Glu
Tyr
Glu
Ile
Cys
375
Gln
Thr
Gly
Ala
Gly
455

Lys

Asn

Asp
Asn
Asp

40
Gly
Ala
Val
Lys
Asp
120
Gly
Pro
Glu
Gly
Ser
200
Glu
Leu
Gln
Thr
Asp
280
Gly
Ile
Asp
Asn
Pro
360
Asp
val
Glu
Gln
Asp
440
Trp

Tyr

Glu

Tyr
Ser

25
Ile
Leu
Tyr
Glu
Pro
105
Tyr
Trp
Tyr
Glu
Ser
185
Ile
Tyr
Met
Gly
Gly
265
Asp
Cys
FPhe
Glu
Thr
345
Cys
Ala
Met
Gln
FPro
425
Lys
Thr

Thr

Glu

155

Ser

10
Asn
Thr
Lys
Ser
Glu

g0
Cys
Leu
Asp
His
Leu
170
Phe
Glu
Ala
Pro
val
250
Lys
Glu
Tyr
Asn
Asn
330
Arg
Leu
Ser
Tyr
Gly
410
Phe
Met
Gly

Arg

Tyr

Leu
Val
Ile
Glu
Gly

75
Pro
Ser
Asn
Ala
Ala
155
Glu
Tyr
Ile
Gly
Val
235
Asn
Thr
His
Ala
Ala
315
Thr
Cys
Thr
Gly
His
395
Val
Leu
Asn
Ala
Ala

475
Glu

Asn
Lys
Lys
Asp

60
Val
Ser
Glu
Thr
Asn
140
Leu
Asn
Ala
Asn
Glu
220
Tyr
Asn
Thr
Cys
Lys
300
Ile
His
Ala
Asp
Val
380
Phe
Thr
Ala
His
Ser
460

Ile

Thr

Glu
Leu
Arg

45
Ser
Lys
Ser
Leu
Arg
125
Tyr
Phe
Phe
Asn
Phe
205
Met
His
Gly
Leu
285
Cys
Lys
Val
T'yr
Lys
365
Leu
Ile
Glu
Leu
His
445
Tyr

Leu

Leu

Arg
Asp

a0
Asn
Thr
Thr
Lys
Thr
110
Lys
Arg
Met
Gly
Ser
190
Lys
Lys
Asn
Asp
Ser
270
Ser
Ile
Phe
Val
Fro
350
His
Pro
Ser
Pro
His
430
Lys
Thr

Asp

Pro

Glu

15
Asn
Pro
Thr
Gly
Asp

95
Trp
Ile
Ile
Asn
Glu
175
Leu
Ser
Lys
Val
Val
255
Ala
Asp
Gly
Gly
aAsp
335
Ile
Pro
Pro
Gly
Glu
415
Pro
Ala
Ala

Ala

Val

Asn
Val
Pro
Leu
Arg

80
Asn
Ser
Leu
Lys
Asn
160
Pro
Thr
Met
Gly
Len
240
Thr
Asp
His
Leu
Ser
320
Tyr
Asp
Thr
Val
Tyr
400
Pro
Met
Ser
Gly
Ile

480
Phe



Asn Leu Pro

Asn Pro Serx
515
Val Lys Lys
530
Asp Gln Ala
545
<210> 109
<211> 543
<212> PRT
<213> Vibrio tubiashii
<220>
<223> VtuPCK
<400> 109

Ile
500
Lys

Leu

Thr

ES 2 811926 T3

485
Pro Lys Asn

Thr Trp Ser

Gly Ser Leu

535

Asp Asp Val
550

490

Val Glu Asn Val

505

Asp Pro Asp Val

520

Phe Val Gln Asn

Ile Ala Ala Gly

156

555

Pro Ser Glu
510
Thr Tyr Ser
525
Phe Thr Ile
540
Pro Ala Leu

495
Leu Leu

Gln Ala

Tyr Gln



Met

His

Gly
Thr
65

Glu
Pro
Gln
Asn
Gln
145
Leu
Thr
Val
Gly
Pro
225
Glu
Thr
His
Ala
Ala
305
Gly

Ser

Gly
Leu
Val

50
Gly
Glu
Ile
Leu
Pro
130
Ala
Ala
Asn
Phe
Gly
210
Leu
Asn
Thr
Gly
Lys
290
Ile

Ser

Tyr

Val
Leu
Phe

35
Val
Arg
His
Asp
Ser
115
Asp
His
Thr
Gln
Asn
195
Glu
Lys
Gly
Leu
275
Thr
Arg
Ile

Pro

Met
Gln

20
Glu
Thr
Ser
Met
Gln
100
Gly
Thr
Phe
Phe
Lys
180
Leu
Met
Asp
Asp
Ser
260
Asp
Ile
Arg
Asp

Ile
340

Glu
Asn
Glu
Glu
Pro
Txrp

85
Ala
Lys
Arg
Val

Glu
165

Trp
Thr
Lys
Ile
Val
245
Thr
Asp
Lys
Asp
Phe

325
Glu

His
Val
Glu
Leu
Lys

70
Txrp
Val
Arg
Leu
Lys
150
Pro
Glu
Glu
Lys
Ala
230
Ala
Asp
Asp
Leu
Ala
310
Asp

His

ES 2 811926 T3

Thr
Lys
Thr
Gly

55
Asp
Thr
Trp
Val
Ser
135
Asn
Asp
Glu
Arg
Gly
215
Ser
Val
Pro
Gly
Ser
295
Leu

Asp

Ile

Lys
Glu
Arg

40
Ala
Lys
Ser
Asn
Phe
120
Ile
Met
Phe
His
Met
200
Met
Met
Phe
Lys
Ile
280
Lys
Leu

Gly

Glu

Ala
Val

25
Ala
Val
Tyr
Asp
Asp
105
Val
Arg
Phe
Val
Gly
185
Gln
Phe
His
Phe
Arg
265
Phe
Glu
Glu

Ser

Asn
345

157

Ala

10
Ile
Asp
Ala
Ile
Ala

90
Leu
Ile
Val
Ile
Val
170
Leu
Leu
Ala
Cys
Gly
250
Glu
Asn
Ala
Asn
Lys

330
Ile

Arg
Leu
Val
Val

75
Val
Lys
Asp
Ile
Arg
155
Met
Asn
Ile
Met
Ser
235
Leu
Leu
Phe
Glu
Val
315
Thr

Val

Ile
Asn
Glu
Asp

60
Lys
Lys
Gln
Gly
Thr
140
Pro
Asn
Ser
Gly
Met
220
Ala
Ser
Ile
Glu
Pro
300
Thr
Glu

Lys

Asp
Pro
Gly

45
Thr
Asp
Asn
Leu
Tyr
125
Glu
Ser
Gly
Glu
Gly
205
Asn
Asn
Gly
Gly
Gly
285
Asp
Val

Asn

Pro

Leu
Ser

30
Tyr
Gly
Ala
Asp
Val
110
Cys
Val
Glu
Ala
Asn
190
Thr
Tyr

Lys

Asp
270
Gly
Ile
Arg
Thr

Val
350

Thr

15
Tyr
Glu
Tle
Thr
Asn

95
Thr
Gly
Ala
Lys
Lys

175
Phe

Trp
Phe
Cys
Gly
255
Asp
Cys
Tyr
Ser
Arg

335
Ser

Lys
Glu
Lys
Phe
Thr

80
Lys
Asn
Ala
Trp
Glu
160
Cys
Thr
Tyr
Leu
Lys
240
Lys
Glu
Tyr
Asn
Asp
320
Val

Lys



<210> 110
<211> 539
<212> PRT

Ala
Val
Phe
385
Thr
Thr
Ala
Gly
Leu
465
Asn
Asp

Lys

Asn

Gly
Leu
370
Leu
Glu
Leu
Ala
Lys
450
Asp
Leu
Pro

Asp

Asp
530

His
355
Pro
Ser
Pro
His
Gly
435
Arg
Gly
Glu
Arg
Len

515
Glu

<213> Yersinia bercovieri

<220>

<223> YbePCK

<400> 110

Ala
Pro
Gly
Thr
Pro
420
Ala
Ile
Ser
Val
Asp
500

Ala

Gly

Asn
Val
Phe
Pro
405
Thr
Glu
Ser
Tle
Pro
485
Thr

Glu

Lys

ES 2 811926 T3

Lys
Ser
Thr
390
Thr
Lys
Ala
Ile
Glu
470
Thr
Tyr
Arg

Ser

Val
Lys
375
Ala
Phe
Tyr
Tyr
Gln
455
Asn
Ala
Thr

Phe

Len
535

Ile
360
Leu
Lys
Ser
Ala
Leu
44Q
Asp
Ala
Leu
Asp
Ile

520
Val

Phe
Thr
Leu
Ala
Glu
425
Val
Thr
Glu
His
Pro
505

Asn

Ala

158

Leu
Pro
Ala
Cys
410
Val
Asn
Arg
Thr
Asp
490
Leu

Asn

Ala

Ser
Glu
Gly
395
Phe
Leu
Thr
Gly
Lys
475
Val

Gln

Phe

Ala
Gln
3840
Thr
Gly
Val
Gly
Ile
46Q
His
Asp
Trp

Asp

Pro
540

Asp
365
Thr
Glu
Ala
Lys
Trp
445
Ile
Ile
Pro
Glu
Lys

525
Gln

Ala
Lys
Arg
Ala
Arg
430
Asn
Asp
Pro
Ala
Ser
510

Tyr

Leu

Phe
Tyr
Gly
Phe
415
Met
Gly
Ala
Ile
Ile
4495
Lys

Thr

Asp

Gly
His
Ile
400
Leu
Glu
Ser
Ile
Phe
480
Leu

Ala

Asp



ES 2 811926 T3

Met Ser Val Lys Gly Ile Thr Pro Gln Glu Leu Ala Ala Tyr Gly Ile

His Asn Val Ser Glu Ile Val Tyr Asn Pro Ser Tyr Asp Leu Leu Phe
20 25 30
Gln Glu Glu Thr Lys Pro Thr Leu Glu Gly Tyr Glu Arg Gly Thr Leu
35 40 45
Thr Thr Thr Gly Ala Ile Ala Val Asp Thr Gly Ile Phe Thr Gly Arg
50 55 60
Ser Pro Lys Asp Lys Tyr Ile Val Arg Asp Ala Ile Thr Gln Asp Thr
65 70 75 BO
Val Trp Trp Ala Asp Gln Gly Lys Gly Lys Asn Asp Asn Lys Pro Leu
B5 90 95
Ser Gln Glu Thr Trp Ser His Leu Lys Gly Leu Val Thr Glu Gln Leu
100 105 110
Ser Gly Lys Arg Leu Phe Val Val Asp Thr Phe Cys Gly Ala Asn Ala
115 120 125
Asp Ser Arg Leu Gln Val Arg Phe Val Thr Glu Val Ala Trp Gln Ala
130 135 140
His Phe Val Lys Asn Met Phe Ile Arg Pro Thr Asp Glu Glu Leu Ala
145 150 155 160
Asp Phe Glu Pro Asp Phe Ile Val Met Asn Gly Ala Lys Cys Thr Asn
165 170 175
Pro Asn Trp Lys Glu Gln Gly Leu Asn Ser Glu Asn Phe Val Ala Phe
180 185 190
Asn Leu Thr Glu Arg Met Gln Leu Ile Gly Gly Thr Trp Tyr Gly Gly
195 200 205
Glu Met Lys Lys Gly Met Phe Ser Met Met Asn Tyr Leu Leu Pro Leu
210 215 220
Lys Gly Ile Ala Ser Met His Cys Ser Ala Asn Val Gly Glu Lys Gly

159



225
Asp

Ser

Ile
Arg
305
Asp
Ile
Ala
Pro
Gly
385
Thr
Pro
Ala
Ile
Glu
465
Val
Asp
Ala
Gly

<210> 111
<211> 556
<212> PRT

Val
Thr
Asp
Lys
290
Asp
Phe
Tyr
Thr
Val
370
Phe
Pro
Thr
Gln
Ser
450
Ile
Pro
Thr
Arg

Ala
530

Ala
Asp
Asp
275
Ala
Asn
His
Lys
355
Ser
Thr
Thr
Gln
Ala
435
Ile
Asp
Met
Tyr
Arg

515
Ala

<213> Yarrowia lipolytica

<220>
<223> YIiPCK
<400> 111

Ile
Pro
260
Gly
Ser
Leu
Asp
Ile
340
Val
Arg
Ala
Phe
Tyr
420
Tyr
Lys
Lys
Ala
Ala
500
Phe

Leu

Phe
245
Lys
Val

Glu

Ser
325
Glu
Ile
Leu
Lys
Ser
405
Ala
Leu
Asp
Ala
Leu
485
Asp
Thr

Met

ES 2 811926 T3

230
Phe Gly

Arg Lys
Phe Asn

Glu Ala
295

Glu Asn

310

Ser Lys

Asn Ile
Phe Leu
Thr Ala
375
Leu Ala
390
Ala Cys
Glu Val
Val Asn
Thr Arg
455
Glu Thr
470
Pro Gly
Ile Ala
Thr Asn

Ser Ala
535

Leu
Leu
Phe
280
Glu
Val
Thr
Val
Thr
360
Asn
Gly

Phe

Thr
440
Ala
Phe
Val
Gln
Phe

520
Gly

Ser
Ile
265
Glu
Pro
Val
Glu
Lys
345
Ala
Gln
Thr
Gly
Val
425
Gly
Ile
Thr
Asp
Trp
505
Asp

Pro

160

Gly
250
Gly
Gly
Asp
Val
Asn
330
Pro
Asp
Thr
Glu
Ala
410
Lys
Trp
Ile
Leu
Pro
490
Gln
Lys

Lys

235
Thr

Asp
Gly
Ile
Leu
315
Thr
Val
Ala
Gln
Arg
385
Ala
Arg
Asn
Asp
Pro
475
Ala
Glu
Tyr

Ile

Gly
Asp
Cys
Tyr
300
Pro
Arg
Ser
Phe
Tyr
380
Gly
Phe
Met
Gly
Ala
460
Ile
Ile

Lys

Thr

Lys
Glu
Tyr
285
His
Asp
Val
Lys
Gly
365
His
Val
Leu
Gln
Thr
445
Ile

Phe

Ala

Asp
525

Thr
His
270
Ala
Ala
Gly
Ser
Ala
350
Val
Phe
Thr
Ser
Ala
430
Gly
Leu
Asp
Asp
Glu

510
Thr

Thr
255
Gly
Lys
Ile
Thr
Tyr

335
Gly

Leu
Glu
Leu
415
Val
Lys
Asn
Leu
Pro
495
Asp

Pro

240

Trp
Thr
Arg
Val
320
Pro
His
Pro
Ser
Pro
400
His
Gly
Arg
Gly
Ala
480
Arg
Leu

Ala



Pro
His
Ser
Ser

65
Pro

Trp

Ser
Thr
Tle
Leu

50
Thr
Lys

Trp

Pro
Pro
Glu

35
Tyr
Gly
Asp

Gly

Pro
Ala

20
Tyr
Glu
Ala
Lys

Pro
100

Val
Ala
Glu
Asp
Leu
Arg

85
Val

Asn
Glu
Arg
Ala
Val

70
Ile

Asn

ES 2 811926 T3

Gln
Glu
Val
Leu

55
Ala
Val

Lys

Thr Gln

Tle Glu

25

Asn Ile
40

Val Gln

Ser Ser

Glu Glu

Lys Leu
105

161

Leu

10
Lys
Asp
Glu
Gly
Pro

a0
Ser

His
Glu
His
Ser
Lys

75
Gly

Glu

Pro
Leu
Asn
Gly

60
Lys

Ser

Gln

Lys
Tyr
Pro

45
Ser
Thr
val

Ser

Gly
Asp

30
Ser
Ala
Gly

Glu

110

Val

15
Tle
Val
Tle
Arg
His

a5
Leu

Glu
Ala
Ala
Asn
Ser

840
Ile

Ile



Asn
Val
Arg
145
Leu
Phe
Gly
Met
Phe
225
Leu
Phe
Arg
Phe
Glu
305
Glu
Ala
Pro
Ile
Leu
385
Lys
Ser
Ala
Leu
Arg
465
Gly
Gln
Ala

Lys

Ala
545

<210> 112

Arg
Val
130
Ile
Ile
Thr
Met
Leu
210
Thr
His

Gly

Asn
290
Lys
Asn
Thr
Asn
Leu
370
Thr
Met
Ala
Lys
Leu
450
Cys
Glu
Val
Arg
Leu

530
Ile

Glu
115
Asp
Val
Arg
Ile
Thr
195
Ile
Val
Ser
Leu
Leu
275
Ile
Glu
Val
Leu
Ala
355
Asn
Ala
Cys
Met
435
Asn
Pro
Leu
Pro
Ala
515
Gly

Pro

Arg
Ala
Cys
Pro
Tyr
180
Ser
Leu
Met
Ser
Ser
260
Ile
Glu
Pro
Val
Thr
340
Lys
Thr
Glu
Gly
Phe
420
Leu
Thr
Leu
Ala
Lys
500
Trp
Lys

Glu

Ala
Tyr
Ala
Thr
165
Asn
Asn
Gly
Phe
Ala
245
Gly
Gly
Gly
Asp
Phe
325
Glu
Leu
Cys
Gln
Thr
405
Gly
Ser
Gly
Lys
Lys
485
Thr
Ser

Leu

Val

Val
Ala
Arg
150
Ala
Ala
Thr
Thr
Tyr
230
Asn
Thr
Asp
Gly
Ile
310
Asp
Asn
Pro
Asp
Val
390
Glu
Gln
Asp
Trp
Tyr
470
Val
Ala
Gly

Phe

Ile
550

ES 2 811926 T3

Asp
Gly
135
Ala
Glu
Gly
Ser
Glu
215
Leu
Glu
Gly
Asp
Cys
295
Phe
Pro
Thr
Cys
Ala
375
Met
Glu
Pro
Lys
Thr
455
Thr
Glu
Pro
Gly
Asn

535
Ala

Tyr
120
Trp
Tyr
Glu
Ala
Ile
200
Tyr
Met
Gly
Lys
Glu
280
Tyr
Asp
Ile
Arg
Val
360
Arg
Tyr
Gly
Phe
Met
440
Gly
Arg
Tyr
Asn
Lys
520
Glu

Ala

Leu
Asp
His
Leu
Phe
185
Asp
Ala
Pro
Lys
Thr
265
His
Ala
Ala
Thr
Cys
345
Thr
Gly
His
Val
Leu
425
Thr
Gln
Ser
Glu
Val
505
Glu

Asn

Gly

162

Asn
Pro
Ala
Lys
170
Pro
Ile
Gly
Val
Asp
250
Thr
Cys
Lys
Ile
Arg
330
Ser
Glu
Val
Phe
Thr
410
Val
Gln
Ser
Ile
Asn
490
Pro
Gln

Phe

Pro

Thr
Lys
Leu
155
Asn
Ala
Asn
Glu
Lys
235
Gly
Leu
Trp
Cys
Lys
315
Glu
Tyr
Ser
Ile
Ile
395
Glu
Leu
His
Tyr
Leu
475
Phe
Ser
Phe

Glu

Lys
555

Arg
Tyr
140
Phe
Phe
Asn
Phe
Met
220
His
Asp
Ser
Ser
Leu
300
Phe
Val
Pro
His
Pro
380
Ser
Pro
His
Asn
Thr
460
Asp
Asp
Glu
Thr
Lys

540
Ala

Lys
125
Arg
Met
Gly
Arg
Lys
205
Lys
Gln
Val
Ala
Asp
285
Gly
Gly
Asp
Ile
Pro
365
Pro
Gly
Glu
Pro
Ala
445
Asn
Ala
Val
Ile
Glu

525
Tyr

Arg
Ile
Arg
Lys
Tyr
130
Ser
Lys
Val
Thr
Asp
270
Thr
Leu
Ser
Tyr
Glu
350
Thr
Ile
Tyr
Ala
Met
430
Asn
Gly
Ile
Phe
Leu
510

Glu

Lys

Ile
Lys
Asn
Pro
175
Thr
Met
Gly
Leu
Leu
255
Pro
Gly
Ser
Val
Asp
335
Tyr
Asn
Ser
Thr
Thr
415
Gln
Ala
Gly
His
Asn
495
Asn

Val

Asp

Tyr
Val
Met
160
Asp
Ser
Glu
Ile
Thr
240
Phe
Asn
Val
Arg
Leu
320
Asp
Ile
Ile
Lys
Ser
400
Phe
Tyr
Trp
Lys
Ser
480
Leu
Pro

Thr

Met
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<211> 539

<212> PRT

<213> Yersinia rohdei
<220>

<223> YroPCK
<400> 112

163



Met
His
Gln
Thr
Ser
65

Val
Ser
Ser
Asp
His
145
His
Pro
Asn
Glu
Lys
225
Asp

Ser

Ile
Arg
305
Asp
Ile
Ala
Pro
Gly
385
Thr
Pro

Ala

Ile

Ser
Asn
Glu
Thr

50
Pro

Trp
Gln
Gly
Thr
130
Phe

Phe

Asn

Met
210
Gly
Val
Thr
Asp
Lys
290
Asp
Phe
Tyr
Thr
Val
370
Phe
Pro
Thr
Gln

Ser
450

Val
Val
Glu

a5
Thr
Lys
Trp
Glu
Lys
115
Arg
Val
Glu
Trp
Thr
195
Lys
Ile
Ala
Asp
Asp
275
Leu
Ala
Asn
His
Lys
355
Ser
Thr
Thr
Gln
Ala

435
Ile

Lys
Ser

20
Thr
Gly
Asp
Ala
Thr
100
Arg
Leu
Lys
Pro
Lys
180
Glu
Lys
Ala
Ile
Pro
260
Gly
Ser
Leu
Asp
Ile
340
Val
Arg
Ala
Phe
Tyr
420
Tyr

Lys

Gly
Glu
Lys
Ala
Lys
Asp

85
Trp
Leu
Gln
Asn
Asp
165
Glu
Arg
Gly
Ser
Phe
245
Lys
Val
Glu
Leu
Gly
325
Glu
Ile
Leu
Lys
Ser

405
Ala

Asp

Ile
Ile
Pro
Ile
Tyr

70
Gln
Ala
Phe
Val
Met
150
Phe
Gln
Met
Met
Met
230
Phe
Arg
Phe
Glu
Glu
310
Ser
Asn
Phe
Thr
Leu
390
Ala
Glu
Val

Thr

ES 2 811926 T3

Thr
Val
Thr
Ala

55
Ile
Gly
His
Val
Arg
135
Phe
Ile
Gly
Gln
Phe
215
His
Gly
Lys
Asn
Ala
295
Asn
Lys
Ile
Leu
Ala
375
Ala
Cys
Val

Asn

Arg
455

Pro
Tyr
Leu

40
Val
Val
Lys
Leu
Val
120
Phe
Ile
Val
Leu
Leu
200
Ser
Cys
Leu
Leu
Phe
280
Glu
Val
Thr
Val
Thr
360
Ser
Gly
Phe
Leu
Thr

440
Gly

Gln
Asn

25
Glu
Asp
Arg
Gly
Lys
105
Asp
Val
Arg
Met
Asn
185
Ile
Met
Ser
Ser
Ile
265
Glu
Pro
Val
Glu
Lys
345
Ala
Gln
Thr
Gly
Leu
425
Gly

Ile

164

Glu

10
Pro
Gly
Thr
Asp
Lys

80
Gly
Thr
Thr
Pro
Asn
170
Ser
Gly
Met
Ala
Gly
250
Gly
Gly
Asp
Val
Asn
330
Pro
Asp
Thr
Glu
Ala
410
Lys

Trp

Ile

Leu
Ser
Tyr
Gly
Asp

75
Asn

Phe
Glu
Thr
155
Gly
Glu
Gly
Asn
Asn
235
Thr
Asp
Gly
Ile
Leu
315
Thr
Val
Ala
Gln
Arg
385
Ala
Arg

Asn

Asp

Ala
Tyr
Glu
Ile

60
Ile
Asp
Val
Cys
Val
140
Asp
Ala
Asn
Thr
Tyr
220
Val
Gly
Asp
Cys
Tyr
300
Pro
Arg
Ser
Phe
Tyr
380
Gly
Phe
Met
Gly

Ala
460

Ala
Asp
Arg

45
Phe
Thr
Asn
Thr
Gly
125
Ala
Glu
Lys
Phe

Trp
205
Leu
Gly
Lys
Glu
Tyr
285
His
Asp
Val
Lys
Gly
365
His

Val

Gln

Thr
445
Ile

Tyr
Leu

30
Gly
Thr
Arg
Lys
Gln

110
Ala

Trp
Glu
Cys
Val
190
Tyr
Leu
Glu
Thr
His
270
Ala
Ala
Gly
Ser
Ala
350
Val
Phe
Thr
Ser
Ala
430
Gly

Leu

Gly

15
Leu
Thr
Gly
Asp
Pro

95
Gln
Asn
Gln
Leu
Thr
175
Ala
Gly
Pro
Lys
Thr
255
Gly
Lys
Ile
Thr
Tyr
335
Gly
Leu
Leu
Glu
Leu
415
Val
Lys

Asn

Ile

Phe

Arg
Thr

80
Leu

Ala
Ala
Ala
160
Asn
Phe
Gly
Leu
Gly

240
Leu

Trp
Thr
Lys
Val
320
Pro
His
Pro
Ser
Pro
400
His
Gly

Arg

Gly



Glu Ile Asp Lys Ala

465

Val Pro Met Ala Leu

Asp Thr Tyr Ala Asp

<210> 113
<211> 548
<212> PRT

485

<213> Zygosaccharomyces rouxii

<220>

<223> ZroPCK

<400> 113
Met
Glu
Ile
Glu
Gly
65

Glu

Ser

Pro
Ala
145
Ala
Pro
Ile
Gly
Val
225
Glu
Thr
His
Ala
Ala
305

Asn

Cys

Ser
Glu
Arg
Lys

50
Ser
Thr
Glu
Thr
Arg
130
Asn
Ala
Asn
Glu
210
His
Arg
Thr
Cys
Lys
290
Ile

Arg

Ala

Pro
Gln
His

a5
Lys
Lys
Ser
Lys
Arg
115
Tyr
Phe
Phe
Asn
Phe
195
Met
His
Gly

Leu

Trp
275
Cys
Lys
Glu

Tyr

Ser
Ile

20
Asn
Thr
Thr
Lys
Thr
100
Asp
Arg
Met
Gly
Arg
180
Lys
Lys
Asn
Asp
Ser
260
Ser
Ile
Phe

Val

Pro

Lys
Arg
Ala
Ala
Gly

Asn
85
Trp

His
Ile
Thr
Glu
165
Asn
Ala
Lys
Val
Val
245
Ala
Asp
Asp
Gly
Asp

325
Ile

Glu
470
Pro

Val

Val
Lys
Pro
Val
Arg

70
Glu
Ser
Leu
Lys
Asn
150
Pro
Thr
Met
Gly
Leu
230
Thr
Asp
His
Leu
Ser
310
Tyr

Asp

ES 2 811926 T3

Thr
Gly

Ala

Pro
Glu
Ala
Val

55
Ser
Val
Ile
Tyr
Val
135
Met
Asp
Glu
Glu
Ile
215
Thr
Leu
Pro
Gly
Thr
295
Val

Thr

Tyr

Phe
Val

Gln

Val
Leu
Ala

40
Ser
Pro
Trp
Asn
Ile

120
Arg

Phe
Gly
Met
200
Phe
Leu
Phe
His
Val
280
Ala
Leu
Asp

Ile

Thr

Asn

Trp

Pro
Ala

25
Thr
Ser
Lys
Trp
Arg
105
Ile
Val
Ile
Thr
Met
185
Ile
Thr
His
Phe
Arg
265
Phe
Glu
Glu

Asn

Pro

165

Pro
490
Gln

Ile

10
Leu
Leu
Gly
Asp
Gly

80
Glu
Asp
Ile
Arg
Val
170
Thr
Ile
Val
Ser
Gly
250
Ala
Asn
Lys
Asn
Ser

330
Ser

Pro
475
Asp

Glu

Thr
Gly
Tyr
Ala
Lys

75
Pro
Arg
Ala
Cys

Pro
155

Trp
Ser
Leu
Met
Ser
235
Leu
Leu
Ile
Glu
Val
315

Ile

Ala

Ile
Ile

Lys

Asp
Ser
Glu
Leu

60
Arg
Val
Ala
Tyr
Ala
140
Ser
Asn
Lys
Gly
Phe
220
Ala
Ser
Ile
Glu
Pro
300
Val

Thr

Lys

Phe
Leu

Ala

Thr
Glu
Asp

45
Ala
Ile
Asn
Ala
Ala
125
Arg
Pro
Ala
Thr
Thr
205
Tyr
Asn
Gly
Gly
Gly
285
Glu
Phe

Glu

Ile

Asp
Asp

Glu

Ala
Val

30
Gly
Ala
Ile
Lys
Asp
110
Gly
Ala
Glu
Gly
Thr

190
Glu

Gln
Thr
Asp
270
Gly
Ile
Asp

Asn

Pro

Leu
Pro

495
Asp

Glu

15
Val
Leu
Tyr
Glu
Pro

95
Tyr
Trp
Tyr
Glu
Gln
175
Val
Tyr
Met
Gly
Gly
255
Asp
Cys
Tyr
Ala
Thr

335
Cys

Ala
480
Arg

Leu

Val
Thr
Lys
Ser
Glu

80
Ala
Leu
Asp
His
Leu
160
Phe
Glu
Ala
Pro
Ile
240
Lys
Glu
Tyr
Asn
Ser
320
Arg

Leu



10

15

20

25

30

35
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340

345

Ala Asp Lys His Pro Ser Asn Ile Val
355 360
Gly Val Leu Pro Pro Val Ser Lys Leu

370 375

His Phe Ile Ser Gly Tyr Thr Ser Lys

385 390

Val Thr Glu Pro Glu Thr Thr Phe Ser

405

Leu Ala Leu His Pro Met Arg Tyr Ala

420

425

His Gln His Asn Ala Asn Ala Trp Leu
435 440
Ser Ser Tyr Thr Ala Gly Gly Lys Arg

450 455

Ala Ile Leu Asp Ser Ile His Asp Gly

465 470

Glu Thr Leu Pro Ile Phe Asn Leu His

485

Val Pro Asp Zer Leu Leu Asn Pro Ala

500

505

Thr Lys Tyr Asn 3er Ala Val Lys Thr
515 520
Asn Phe Lys Ile Tyr Gln Asp Gln Ala

530 535
Gly Pro Gln Phe
545

<210> 114

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CgIPCK-F
<400> 114

gacacttttt caaaatgcca tctaaatcta gtgtgtttctgg g 41
<210> 115

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CgIPCK-R
<400> 115

gaaatcaact tttgttccaa ttgtggacca gcagccaa 38

<210> 116

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CkoPCK-F
<400> 116

gacacttttt caaaatgcgc gttaacagct taaccc 36

<210> 117

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CkoPCK-R

<400> 117
gaaatcaact tttgttccag cttcggcecg ge 32
<210> 118

166

Leu
Thr
Met
Ser
410
Thr
Val
Cys
Ser
Thr
499
Lys
Leu

Thr

Leu
Pro
Ala
3495
Cys
Met
Asn
Pro
Leu
475
Pro
Ser

Ala

Pro

Thr
Glu
3840
Gly
Phe
Leu
Thr
Leu
46Q
Ser
Ala
Trp

Thr

Asp
540

Cys
365
Gln
Thr
Gly
Ala
Gly
445
Lys
Lys
Lys
Val
Lys

525
Val

350
Asp

Val
Glu
Gln
Lys
430
Trp
Tyr
Ala
Val
Glu
510

Phe

Leu

Ala

Gln
Pro
415
Lys
Thr
Thr
Asp
Asn
495
Gly
Thr

Ala

Ser
Tyr
Gly

400
Phe

Gly
Arg
Tyr
480
Gly
Pro

Glu

Ala
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<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CsaPCK-F
<400> 118

gacacttttt caaaatgcga gttacaggca taaccc 36

<210> 119

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CsaPCK-R
<400> 119

gaaatcaact tttgttcgeg ctgtgggect gc 32

<210>120

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DhaPCK-F
<400> 120

gacacttttt caaaatgaca cctcctactg ctgttga 37

<210> 121

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DhaPCK-R
<400> 121

gaaatcaact tttgttcagc atcaggacca gcagc 35

<210> 122

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: EfePCK-F
<400> 122

gacacttttt caaaatgcgc gtgaacaaaa gtttaacc 38
<210>123

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: EfePCK-R
<400> 123

gaaatcaact tttgttccat cttcggacct gcttctacca 40

<210> 124

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: EtaPCK-F
<400> 124

gacacttttt caaaatgcat gccactggct taact 35

<210> 125

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: EtaPCK-R
<400> 125

gaaatcaact tttgttcacg ttgtgggecg geca 33

<210> 126

<211>42
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: KlaPCK-F
<400> 126

gacacttttt caaaatgtca ccaactaaga cacaaaattc tg 42
<210> 127

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: KlaPCK-R
<400> 127

gaaatcaact tttgttctaa ttgcggacca gcagctaag 39

<210> 128

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: LelPCK-F
<400> 128

gacacttttt caaaatggca cccccagceag ta 32

<210> 129

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: LelPCK-R
<400> 129

gaaatcaact tttgttcaac atcgggtcca gcagct 36

<210> 130

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: PcaPCK-F
<400> 130

gacacttttt caaaatgcag atcaacggta ttacc 37

<210> 131

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: PcaPCK-R

<400> 131

gaaatcaact tttgttcgcg cttcggecect gc 32

<210> 132

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: PlePCK-F
<400> 132

gacacttttt caaaatgagc acgatgtgtg tcgataataa 40
<210> 133

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: PlePCK-R
<400> 133

gaaatcaact tttgttcgtc taactgtggt ccggctttaa c 41
<210> 134

<211> 37

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: PrePCK-F
<400> 134

gacacttttt caaaatgagc gctaaaagca ttaccct 37

<210> 135

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: PrePCK-R
<400> 135

gaaatcaact tttgttccag ttttggccct getttcac 38

<210> 136

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ScePCK-F
<400> 136

gacacttttt caaaatgtcc ccttctaaaa tgaatgctac ag 42
<210> 137

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ScePCK-R
<400> 137

gaaatcaact tttgttcctc gaattgagga ccagcggce 38

<210> 138

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: SodPCK-F
<400> 138

gacacttttt caaaatgcgt gctaaaggta tcaccc 36

<210> 139

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: SodPCK-R
<400> 139

gaaatcaact tttgttccag cttcggaccg geg 33

<210> 140

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: VorPCK-F
<400> 140

gacacttttt caaaatgacc gttatggaac atactaaggc 40

<210> 141

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: VorPCK-R
<400> 141

gaaatcaact tttgttcatc tagctgagga cctgcage 38

<210> 142

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: VpoPCK-F

<400> 142

gacacttttt caaaatggct ccaactaaaa tagaagatta ctct 44
<210> 143

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: VpoPCK-R

<400> 143

gaaatcaact tttgttctag ggctggacca gcetge 35
<210> 144

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ViuPCK-F
<400> 144

gacacttttt caaaatgacc gttatggaac atacaaaggc 40
<210> 145

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ViuPCK-R
<400> 145

gaaatcaact tttgttcatc tagctgaggt ccagecg 37
<210> 146

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: YbePCK-F

<400> 146

gacacttttt caaaatgagt gttaaaggaa ttaccgc 39
<210> 147

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: YbePCK-R

<400> 147

gaaatcaact tttgttcgat cttcggccct geget 35
<210> 148

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: YIIPCK-F
<400> 148

gacacttttt caaaatgtct ccccecgtca ace 33
<210> 149

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: YIIPCK-R
<400> 149

gaaatcaact tttgttcagc cttagggccg gca 33
<210> 150

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

170



10

15

20

25

30

ES 2 811926 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: YroPCK-F
<400> 150

gacacttttt caaaatgagt gttaaaggaa ttaccgc 39

<210> 151

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: YroPCK-R
<400> 151

gaaatcaact tttgttcgac ttttggccca gcactga 37

<210> 152

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ZroPCK-F
<400> 152

gacacttttt caaaatgtcg ccctccaaag ttcec 34

<210> 153

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ZroPCK-R
<400> 153

gaaatcaact tttgttcgaa ttgaggacca gctgcaagaa 40
<210> 154

<211> 540

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>

<223> EcoPCK

<400> 154
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Met

Ile

Tyr

Leu

Arg

65

Thr

Leu

Leu

Ser

Gln

Thr

50

Ser

Phe

Ser

Ser

Val

Asp

Glu

35

Asn

Pro

Txrp

Pro

Gly

Asn

Val

20

Glu

Leu

Lys

Txrp

Glu

100

Lys

Asn

His

Leu

Gly

Asp

Ala

85

Thr

Arg

Gly

Asp

Asp

Ala

Lys

70

Asp

Trp

Leu

ES 2 811926 T3

Leu

Ile

Pro

Val

55

Tyr

Lys

Gln

Phe

Thr

Val

Ser

40

Ala

Ile

Gly

His

Val

Pro

Tyr

25

Leu

Val

Val

Lys

Leu

105

Val

172

Gln

10

Asn

Thr

Asp

Arg

Gly

80

Lys

Asp

Glu

Pro

Gly

Thr

Asp

75

Lys

Gly

Ala

Leu

Ser

Tyr

Gly

60

Asp

Asn

Leu

Phe

Glu

Tyr

Glu

45

Ile

Thr

Asp

Val

Cys

Ala

Asp

30

Arg

Phe

Thr

Asn

Thr

110

Gly

Tyr

15

Leu

Gly

Thr

Arg

Lys

85

Lys

Ala

Gly

Leu

Val

Gly

Asp

Pro

Gln

Asn
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115 120 125

Pro Asp Thr Arg Leu Ser Val Arg Phe Ile Thr Glu Val Ala Trp Gln
130 135 140

Ala His Phe Val Lys Asn Met Phe Ile Arg Pro Ser Asp Glu Glu Leu
145 150 155 160

Ala Gly Phe Lys Pro Asp Phe Tle Val Met Asn Gly Ala Lys Cys Thr
165 170 175

Asn Pro Gln Trp Lys Glu Gln Gly Leu Asn Ser Glu Asn Phe Val Ala
180 185 190

Phe Asn Leu Thr Glu Arg Met Gln Leu Ile Gly Gly Thr Trp Tyr Gly
195 200 205

Gly Glu Met Lys Lys Gly Met Phe Ser Met Met Asn Tyr Leu Leu Pro
210 215 220

Leu Lys Gly Ile Ala Ser Met His Cys Ser Ala Asn Val Gly Glu Lys
225 230 235 240

Gly Asp Val Ala Val Phe Phe Gly Leu Ser Gly Thr Gly Lys Thr Thr
245 250 255

Leu Ser Thr Asp Pro Lys Arg Arg Leu Ile Gly Asp Asp Glu His Gly
260 265 270

Trp Asp Asp Asp Gly Val Phe Asn Phe Glu Gly Gly Cys Tyr Ala Lys
275 280 285

Thr Ile Lys Leu Ser Lys Glu Ala Glu Pro Glu Ile Tyr Asn Ala Ile
290 295 300

Arg Arg Asp Ala Leu Leu Glu Asn Val Thr Val Arg Glu Asp Gly Thr
305 310 315 320

Ile Asp Phe Asp Asp Gly Ser Lys Thr Glu Asn Thr Arg Val Ser Tyr
325 330 335

Pro Tle Tyr His Ile Asp Asn Ile Val Lys Pro Val Ser Lys Ala Gly
340 345 350

His Ala Thr Lys Val Ile Phe Leu Thr Ala Asp Ala Phe Gly Val Len
355 360 365
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Proc Pro Val Ser Arg Leu Thr Ala Asp Gln Thr Gln Tyr His Phe Leu
370 375 380

Ser Gly Phe Thr Ala Lys Leu Ala Gly Thr Glu Arg Gly Ile Thr Glu
385 390 395 400

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

His Pro Ile Gln Tyr Ala Glu Val Leu Val Lys Arg Met Gln Ala Ala
420 425 430

Gly Ala Gln Ala Tyr Leu Val Asn Thr Gly Trp Asn Gly Thr Gly Lys
435 440 445

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

Gly Ser Leu Asp Asn Ala Glu Thr Phe Thr Leu Pro Met Phe Asn Leu
465 470 475 480

Ala Ile Pro Thr Glu Leu Pro Gly Val Asp Thr Lys Ile Leu Asp Pro
485 490 495

Arg Asn Thr Tyr Ala Ser Pro Glu Gln Trp Gln Glu Lys Ala Glu Thr
500 505 510

Leu Ala Lys Leu Phe Ile Asp Asn Phe Asp Lys Tyr Thr Asp Thr Pro
515 520 525

Ala Gly Ala Ala Leu Val Ala Ala Gly Pro Lys Leu
530 535 540
<210> 155
<211> 1178
<212> PRT
<213> Gallus gallus
<220>
<221> misc_feature
<222> (566).. (566)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<223> GgIPYC
<400> 155

Met Ser Gln Leu Cys Val Pro Arg Gly Gly Arg Ala Leu Leu Gly Ala
1 5 10 15
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Trp

Ser

Ala

Ala
65

Ala

Gln

Val

145

Ala

Leu

Phe

Gly

Leu
225

Arg

Cys

Ile

50

Val

Glu

His

Ile

Ala

130

Val

Ala

Gly

Lys

Pro

210

Ala

Pro

Leu

Gln

35

Arg

Tyr

Ala

Val

His

115

Cys

Arg

Gly

Glu

Ala

195

Gln

Ala

Arg

Pro

20

Pro

Val

Ser

Tyr

Pro

100

Pro

Val

Lys

Val

Ala

180

Ala

Glu

Phe

His

Leu

Ile

Phe

Glu

Leu

85

Asp

Gly

Asp

Pro

165

Gln

His

Leu

Gly

Ile
245

Leu

Arg

Arg

Gln

70

Val

Ile

Tyr

Ala

Gly

150

Val

Asp

Gly

Glu

Asp

230

Glu
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Arg

Lys

Ala

55

Asp

Gly

Ile

Gly

Gly

135

Asp

Val

Phe

Gly

Glu

215

Gly

Gly

Pro Pro
25

Val Leu
40

Cys Thr

Thr Gly

Arg Gly

Arg Val
105

Phe Leu
120

Val Arg

Lys Val

Pro Gly

Ala Ala

185

Gly Gly
200

Ser Phe

Ala Leu

Gln Ile

175

Pro

Val

Glu

Gln

Leu

90

Ala

Ser

Phe

Glu

Thr

170

Arg

Arg

Ser

Phe

Leu
250

Gly

Ala

Leu

Met

15

Pro

Arg

Glu

Val

Ala

155

Ser

Val

Gly

Arg

Val

235

Gly

Ser

Asn

Gly

His

Pro

Glu

Arg

Gly

140

Arg

Ala

Gly

Met

Ala

220

Glu

Asp

Val

Arg

45

Leu

Arg

Val

Asn

Ala

125

Pro

Ser

Pro

Phe

Arg

205

Ser

Lys

Lys

Arg

30

Gly

Arg

Gln

Gln

Ala

110

Asp

Pro

Ile

Val

Pro

190

Ala

Ser

Leu

His

Ser

Glu

Thr

Lys

Ala

95

Val

Phe

Pro

Ala

Ala

175

Ile

Val

Glu

Met

Gly
255

Ala

Ile

Val

Ala

80

Tyr

Asp

Ala

Glu

Ile

160

Thr

Ile

Arg

Ala

Glu

240

Asn



Val

Lys

Ala

Glu

305

Tyr

Glu

Ala

Val

Arg

385

Glu

Leu

Gly

Glu

Val

465

Ile

Val

Val

Gln

290

Asn

Phe

Glu

Gly

Asn

370

Gly

Gly

Ile

Pro

Phe

450

Leu

Asp

His

Val

275

Leu

Ala

Ile

Ile

Arg

355

Gly

Phe

Met

Ser

Asp

435

Arg

Ala

Glu

Leu

260

Glu

Ala

Gly

Glu

Thr

340

Ser

Cys

Gln

Gly

Pro

420

Gln

Ile

His

Asn

Tyr

Ile

Ser

Thr

Val

325

Gly

Leu

Ala

Pro

Ile

405

His

Pro

Arg

Pro

Pro
485

Glu

Ala

Asp

Val

310

Asn

Val

Ser

Ile

Asp

390

Arg

Tyr

Ser

Gly

Gln

470

Glu
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Arg

Pro

Ala

295

Glu

Ser

Asp

Glu

Gln

375

Thr

Leu

Asp

Ala

Val

455

Phe

Leu

Asp

Ala

2B0O

Val

Phe

Arg

Leu

Leu

360

Cys

Gly

Asp

Ser

Ala

440

Lys

Leu

Phe

Cys

265

Ala

Arg

Leu

Leu

Val

345

Gly

Arg

Arg

Gly

Leu

425

Ala

Thr

Gly

His

176

Ser

Arg

Ile

Val

Gln

330

Gln

Leu

Val

Ile

Ala

410

Leu

Lys

Asn

Gly

Leu
490

Ile

Leu

Ala

Asp

315

Val

Ala

Gln

Thr

Glu

395

Ser

Val

Met

Ile

Ala

475

Arg

Gln

Asp

Gln

300

Arg

Glu

Gln

Gln

Thr

380

Val

Ala

Lys

Ser

Pro

460

Val

Pro

Arg

Pro

285

Gln

Asp

His

Leu

Asp

365

Glu

Phe

Phe

Val

Arg

445

Phe

Asp

Ser

Arg

270

Gln

Val

Gly

Thr

Leu

350

Ser

Asp

Arg

Gln

Ile

430

Ala

Leu

Thr

Gln

His

Leu

Gly

Lys

Val

335

Val

Val

Pro

Ser

Gly

415

Ala

Leu

Gln

Gln

Asn
495

Gln

Arg

Tyr

His

320

Thr

Ala

Arg

Ala

Gly

400

Ala

His

Gly

Asn

Phe

480

Arg



Ala

Ser

Pro

Leu

545

Leu

Phe

Gly

Glu

625

Met

Asn

Ile

Gly

Ser

705

Asp

Ile

Gln

Thr

Pro

530

Gln

Gly

Leu

val

Ala

610

Arg

Leu

Val

Phe

Val

690

Tyr

Tyr

Leu

Lys

Pro

515

Pro

Arg

Leu

Ala

Ala

595

Thr

Leu

Leu

Ile

Arg

675

Glu

Thr

Tyr

Cys

Leu

500

Leu

Val

Glu

Leu

Thr

580

His

FPhe

Arg

Arg

Tyr

660

Ile

Ala

Gly

Leu

Ile

Leu

Pro

Fro

Gly

Leu

565

Arg

Ser

Asp

Glu

Gly

645

Arg

Phe

Val

Asp

Gly

725

Lys

His

Val

Met

Pro

550

Xaa

val

Leu

val

Leu

630

Ala

Phe

Asp

Gly

Val

710

Leu

Asp
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Tyr

Lys

Gly

535

Ala

Asp

Arg

Ser

Ala

615

Arg

Asn

Cys

Ala

Arg

695

Ala

Ala

Met

Leu

Ala

520

Ser

Gly

Thr

Thr

Pro

600

Met

Arg

Ala

Glu

Leu

680

Ala

Asp

Lys

Ala

Gly

505

Lys

Fro

Phe

Thr

Arg

585

Leu

Arg

Leu

Val

vVal

665

Asn

Gly

Pro

Glu

Gly

177

His

Ala

Pro

Ala

Phe

570

Asp

Cys

Fhe

Val

Gly

650

Ala

Tyr

Ala

Thr

Leu

730

Leu

Val

Ala

Glu

Arg

555

Arg

Leu

Ser

Leu

Pro

635

Tyr

Ala

Leu

Val

Arg

715

Val

Leun

Met

Val

Gly

540

Ala

Asp

Ala

Met

His

620

Asn

Thr

Ala

Fro

Val

700

Thr

Ala

Thr

Val

Val

525

Leu

Leu

Ala

Arg

Glu

605

Glu

Ile

Asn

Asn

Asn

685

Glu

Lys

Ala

Fro

Asn

510

Glu

Arg

aArg

His

Ile

590

Thr

Cys

Pro

Tyr

Gly

670

Leu

Ala

Tyr

Gly

Ala

Pro

Ala

Gly

Gln

575

Ala

Trp

Pro

Phe

Pro

655

Met

Leu

Ala

Ser

Thr

735

Ala

Pro

Val

Val

His

560

Ser

Ero

Gly

Trp

Gln

640

Asp

Asp

Leu

Leu

Leu

720

His

Ala



Arg

His

Ala

785

Met

Ala

Glu

Asp

Glu

865

Met

Ala

Val

Glu

Vval

945

Glu

Arg

Leu

Val

770

Ala

Ser

Arg

Tyr

Cys

850

Ile

Gly

Asn

Val

Glu

930

Glu

Pro

Pro

Leu

755

His

Ala

Gly

Gly

Ser

835

Thr

Pro

Leu

Lys

Gly

915

Ala

Phe

Phe

Gly

740

Val

Thr

Asn

Met

Thr

820

Glu

Ala

Gly

Gly

Leu
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Gln

870

Lys

Gly

Ala

Arg

Gly

950

Lys

Leu
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Leu

Thr

775

Ala

Gln

aAsp

Glu

Lys

855
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Gln

Ala

935

Tyr

Val
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Ala
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Thr
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Phe

920

Asp
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Leu
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Val

Ser

Gly

825

Ala

Gly
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Glu
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Met

Glu
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Leu
985

178

Arg

Ala

val
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Leu

Val
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Val
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Asp
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Val
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Glu Leu Gly Ala Arg Asp Gly Thr Pro Pro Ser Pro Glu Asp Leu Leu
995 1000 1005

Ser Ala Ala Leu Tyr Pro Lys Val Tyr Ala Glu Phe Arg Asp Phe
1010 1015 1020

Thr Ser Thr Phe Gly Pro Val Ser Cys Leu Gly Thr Arg Leu Phe
1025 1030 1035

Leu Glu Gly Pro Thr Ile Ala Glu Glu Phe Glu Val Glu Leu Glu
1040 1045 1050

Arg Gly Lys Thr Leu His Ile Lys Ala Leu Ala Leu Gly Asp Leu
1055 1060 1065

Asn Ala Ala Gly Gln Arg Glu Ala Phe Phe Glu Leu Asn Gly Gln
1070 1075 1080

Leu Arg Ser Ile Leu Val Arg Asp Thr Gln Ala Leu Lys Glu Met
1085 1090 1095

His Val His Pro Lys Ala Asp Arg Ser Ala Lys Gly Gln Val Gly
1100 1105 1110

Ala Pro Met Pro Gly Glu Val Val Glu Val Arg Val Lys Glu Gly
1115 1120 1125

Glu Ala Val Glu Lys Gly Ala Pro Leu Cys Val Leu Ser Ala Met
1130 1135 1140

Lys Met Glu Thr Val Val Thr Ala Pro Arg Gly Gly Thr Val Ser
1145 1150 1155

Arg Leu His Val Arg Pro Gly Met Ser Leu Glu Gly Asp Asp Leu
1160 1165 1170

Ile Ala Glu Ile Glu
1175

<210> 156

<211> 312

<212> PRT

<213> Escherichia coli
<220>

<223> EcoMDH
<400> 156
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Val

Thr

Lys

Asp

150

Pro

Ile

Glu

Val

Ala
230

ES 2 811926 T3

Gly

Gln
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Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Val Val

245

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe
260

Asn Gly Val Glu Glu Axg Lys Ser
275 280

Ser
265

Ile

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp

290 295

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 157

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: EcCOPCK-F
<400> 157

gacacttttt caaaatgcgc gttaacaatg gtttgacc 38

<210> 158

<211> 32

<212> ADN

<213> Descripcion de la secuencia artificial: ECOPCK-R
<400> 158

gaaatcaact tttgttccag cttcggacca gc 32

<210> 159

<211> 34

<212> ADN

<213> Descripcion de la secuencia artificial: GgIPYC-F
<400> 159

catctttc aaacatgtcg cagctgtgtgtg tccc 34

<210> 160

<211> 37

<212> ADN

<213> Descripcion de la secuencia artificial: GgIPYC-R
<400> 160

atcatcatca tccttgtaat cctcgatctc ggcgatg 37

<210> 161

<211> 32

<212> ADN

<213> Descripcion de la secuencia artificial: EcoOMDH-F
<400> 161

actttcaa acatgaaagt cgcagtcctc gg 32

<210> 162

<211>43

<212> ADN

<213> Descripcion de la secuencia artificial: ECOMDH-R
<400> 162

atcatcatca tccttgtaat ccttattaac gaactcttcg ccc 43
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Lys

Val

Leu

270

Ala

Asp

Glu Gly

255

Gly Lys

Phe Glu

Ile Ala



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 811926 T3

REIVINDICACIONES

1. Un transformante que comprende uno o mas genes extrafios de uno o mas tipos seleccionados del grupo que
consiste en un gen de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y un gen de piruvato carboxilasa que se incorporan en un
cromosoma de Schizosaccharomyces pombe como hospedador,

en el que se ha eliminado o desactivado un gen que codifica piruvato descarboxilasa 2 en el hospedador,

el gen de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos
representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 94 a 113, o un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos
que comparte una identidad de secuencia igual o superior al 80 % con una secuencia de aminoacidos representada
por cualquiera de las SEQ ID NO: 94 a 113 y tiene actividad de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa,

el gen de piruvato carboxilasa codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos representada por
cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 16, o un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una
identidad de secuencia igual o superior al 80 % con una secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de
las SEQ ID NO: 1 a 16 y tiene actividad de piruvato carboxilasa, y

se ha eliminado o desactivado adicionalmente un gen que codifica la enzima malica 2 en el hospedador.

2. El transformante segun la reivindicacion 1, en el que uno o mas genes extrafios de la malato deshidrogenasa se
incorporan adicionalmente en el mismo.

3. El transformante segun la reivindicacion 2, en el que los genes de la malato deshidrogenasa codifican un polipéptido
que incluye una secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 17 a 21, o un polipéptido
que incluye una secuencia de aminoacidos que comparte una identidad de secuencia igual o superior al 80 % con una
secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las SEQ ID NO: 17 a 21 y tiene actividad de malato
deshidrogenasa.

4. El transformante segun la reivindicaciéon 1, en el que uno o mas genes extrafios de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa o uno o mas genes extrafios de la piruvato carboxilasa y uno o mas genes extrafios de la malato
deshidrogenasa se incorporan en el cromosoma del hospedador.

5. Un procedimiento de fabricacion de un acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono, que comprende:
cultivar el transformante, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en una solucién de cultivo; y
obtener un acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono del transformante cultivado o un sobrenadante de
cultivo.

6. El procedimiento de fabricacion de un acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono, segun la reivindicacion 5,
en el que el acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono es acido malico o acido oxaloacético.

7. El procedimiento de fabricacion de un acido dicarboxilico que tiene 4 atomos de carbono, segun la reivindicacion 5
0 6, en el que el cultivo continta incluso después de que el pH de la solucion de cultivo resulte igual o inferior a 3,5.
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FIG. 2
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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