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DESCRIPCION

Secuencia de dcido nucleico para una malato permeasa de S. pombe y sus usos.
Campo de la invencion

Esta invencién se refiere a un procedimiento y a una secuencia de nucleétidos para la transformacién de mi-
croorganismos. Mds particularmente, la invencion se refiere a una molécula de ADN recombinante, a un gen, a un
polipéptido, a una cepa de levadura transformada, a un procedimiento de transformacién de una cepa de levadura, a
un procedimiento de produccién de un polipéptido deseado, y a un procedimiento de fermentacién.

Antecedentes de la invencion

El transporte de 4cido L-malico a través de la membrana plasmatica y su degradacién en microorganismos es
de interés considerable en muchos campos, particularmente aquellos que implican la fermentacién por levaduras. El
dcido L-malico puede ser usado como unica fuente de carbono y energia por las levaduras Candida sphaerica (Corte-
Real y col-, 1989), Hansenula anomala (Corte-Real y Leao, 1990) y Candida utilis (Cassio y Leao, 1993). La forma
disociada del malato es transportada a través de la membrana plasmadtica por simportes proténicos que son inducibles
y estdn sometidos a la represion de la glucosa. No obstante, en Zygosaccharaomyces bailii (Rodriguez y Thornton,
1990) y Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) (Sousa y col., 1992), el 4cido L-madlico sélo se puede metabolizar en
presencia de una fuente de carbono asimilable (Osothsilp y Subden, 1986). El 4cido mélico es transportado de manera
activa en la forma disociada mientras que el 4dcido no disociado entra en la célula por difusién simple (Baranowski
y Radler, 1984; Osothsilp y Subden, 1986; Sousa y col., 1992). La inhibicién competitiva de las velocidades de
captacion inicial del dcido L-maélico por el dcido succinico, el dcido D-malico, dcido fumadrico, dcido oxaloacético,
dcido a-cetoglutérico, dcido maleico y dcido maldnico sugiere fuertemente que estos dcidos son transportados por el
mismo transportador en S. pombe (Sousa y col., 1992).

La degradacion del dcido mélico es de interés particular para las bodegas. Las cepas de levaduras de Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) del vino no pueden metabolizar eficazmente el malato en el mosto de la uva y los cambios
en la acidez total del vino durante la vinificacién son, por tanto, insignificantes (Gao, 1995). La produccién de vinos
equilibrados requiere la reduccién controlada del dcido malico en exceso, particularmente en las regiones viticultoras
del mundo més frias.

Se ha usado la desacidificacién quimica para reducir la acidez total del vino. La desacidificacién quimica normal-
mente se lleva a cabo mediante (a) mejora - que esencialmente es la dilucién del 4cido mdlico con agua azucarada; (b)
precipitacion - la adicidn de calcio, potasio u otros cationes para producir una sal insoluble; o (¢) enmascaramiento -
la adicién de zumo de uva o sacarosa al vino finalizado para enmascarar el sabor agrio del 4cido mélico. Todos estos
procedimientos dan como resultado malato residual que puede ayudar a la fermentacion malolactica por bacterias
contaminantes, a menos que se trate con dosis elevadas de sulfitos.

Los procedimientos de fermentacion maloléctica para la degradacion del 4cido mdlico dependen de la conversion
del 4cido L-malico en dcido L-lactico y CO, por bacterias malolacticas, por ejemplo, especies de Leuconostoc, Lacto-
bacillus, y Pediococcus. Las bacterias malolacticas pueden encontrarse sobre las uvas que se convierten en parte de la
microflora del lagar, o se pueden introducir en el vino cultivos congelados o crio-desecados disponibles comercialmen-
te de las bacterias. Los procedimientos de fermentacién maloldcticos presentan una serie de desventajas; por ejemplo,
las bacterias malolacticas fermentan los terpenos que cambian el caracter del vino. El control de las fermentaciones
malol4cticas a menudo es dificil, que da como resultado una fermentacién malolactica incompleta y fermentaciones
posteriores en botella. Normalmente el crecimiento bacteriano también estd acompafiado por la produccién de diéxido
de carbono que puede dar como resultado un vino “gaseoso’.

También se han usado cepas de levadura que pueden degradar el acido L-maélico en fermentaciones del vino. Se
han intentado fermentaciones que usan la levadura de fisién S. pombe que degrada completamente el malato en etanol
mediante una fermentacién malo-etandlica. Thornton (patente de EE.UU. N° 4.830.968) describe un procedimiento
que supone la inoculacién de zumo de uva con una cepa de Saccharomyces malidevorans que es capaz de degradar
parcialmente el d4cido L-malico en condiciones de elaboracién del vino. No obstante, estas cepas de levaduras (es decir,
Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces malidevorans) no son deseables en la preparacién del vino, puesto
que se producen sabores desagradables. También se han usado suspensiones celulares de alta densidad de diversas
levaduras, incluyendo S. cerevisiae, para intentar incrementar la velocidad a la que se degrada el L-malato durante la
fermentacién (Gao, 1995).

Se han llevado a cabo intentos para hibridar levaduras del vino con cepas de levaduras que metabolizan el malato.
La fusién de protoplastos (Carrau y col., 1982; Svoboda, 1980, patente de EE.UU. N° 5.330.774 de Carrau y col.), la
transformacién (Lautensach y Subden, 1984; Williams y col., 1984), y otros medios (Fernandez, 1967; Goto y col.,
1978; Kuczynski y Radler, 1982) no han tenido éxito.

Se ha explorado el tratamiento por ingenieria metabdlica de cepas de S. cerevisiae para llevar a cabo simulta-
neamente la fermentacidn alcohdlica y la fermentacion malol4ctica o malo-etandlica. El gen malolactico (mleS) de
Lactobacillus delbrueckii (Williams y col., 1984) y Lactococcus lactis (Ansanay y col., 1993, Denayrolles y col.,
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1994) ha sido clonado, caracterizado y se han realizado varios intentos para introducir y expresar este gen en S. ce-
revisiae. No obstante, las cepas recombinantes de S. cerevisiae que expresan el gen mleS eran incapaces de degradar
eficazmente el malato a L-lactato (Williams y col., 1984; Ansanay y col., 1993, Denayrolles y col., 1995).

J.C. van Slooten y col. describen en MOLECULAR PLANT-MICROBE INTERACTIONS 1992, 5, 179-186 una
secuencia de nucledtidos y de aminodcidos deducida de un gen dctA de una especie de Rhizobium. Se considera que
el gen dctA codifica un gen de la proteina transportadora dctA que estd involucrada en el sistema de transporte del
dicarboxilato; result6 ser un andlogo u homélogo de una malato permeasa eucariota.

C. Buser-Suter y col. describen en PLANT PHYSIOL: (1982) 69, 456-459 la presencia de una 4cido malico
permeasa en vacuolas de plantas aisladas de Bryophyllum daigremonitianum.

MJ Sousa y col. examinan en YEAST 1992, 8, 1025-1031 el transporte de dcido mélico en S. pombe y describen
la evidencia de un simporte protén-dicarboxilato.

Viljoen M. y col. describen en YEAST 1994, 10, 613-624 un andlisis molecular del gen de la enzima malica (rmae2)
de S. pombe.

Osothsilp C. y col. describen en JOURNAL OF BACTERIOLOGY 1986, 168, 1439-1443 el transporte de malato
en S. pombe.

Roson CW y col. describen en JOURNAL OF BACTERIOLOGY 1984, 160, 903-909 1a clonacién molecular y la
organizacion genética de genes transportadores dct de Rhizobium.

Ortiz y col. ensefian en EMBO JOURNAL 1992, 11, 3491-34 99 que la tolerancia a metales pesados en levaduras de
fisién requiere un transportador de membrana vacuolar de tipo cassette de unién a ATP y describen la complementacién
de la clonacién de un transportador de membrana vacuolar procedente de S. pombe.

Asi, era un objeto proporcionar una molécula de 4acidos nucleicos que codificase una proteina que medie en la
captacion de L-malato, succinato, y malonato en eucariotas.

Resumen de la invencion

Los presentes inventores han identificado un gen en S. pombe, designado gen mael o gen de la malato permeasa,
que codifica una permeasa de un acido dicarboxilico (denominada en el presente documento como “malato permeasa”
0 “Mael”). Esta es la primera caracterizacion molecular de una permeasa de un 4cido dicarboxilico en una célula
eucariota. El gen mael de S. pombe codifica un inico ARNm de 1,5 kb. El gen se expresa constitutivamente y no esta
sometido a represion catabdlica como se ha informado previamente para el gen de la malato permeasa de C. utilis
(Cassio y Leas, 1993) y H. anomala (Corte-Real y Leao, 1990). El gen mael fue mapeado a 2842 pb en 5’ del gen
MFml sobre el cromosoma I.

Los ensayos de transporte revelaron que el gen mael codifica una malato permeasa involucrada en el transporte
de L-malato, succinato, y malonato. La malato permeasa de S. pombe tiene 435 residuos aminodcidos con un peso
molecular de 49 kDa aproximadamente.

La Mael de S. pombe contiene una serie de regiones bien caracterizadas que incluyen dos sitios de fosforilacién
de la proteina quinasa C, una regién PEST, una region de cremallera de leucinas, dos regiones enlazadoras hidroéfilas,
y diez hélices que se extienden a través de la membrana. En particular, se encontré una regiéon PEST bien conservada
(aminoécidos 421-434 en la Figura 3, SEQ ID NO: 2) en el extremo C-terminal, que consta de prolina (P), acido
glutdmico (E), serina (S), treonina (T) y en un menor grado acido aspartico. Un motivo de cremallera de leucinas
(aminoécidos 214 a 235 en la Figura 3, SEQ ID NO: 2), que consta de cuatro residuos de leucina espaciados por 6
aminodcidos, estd localizado entre los dominios seis y siete que se extienden a través de la membrana. Se encontraron
sitios de fosforilacién de la proteina quinasa C en la posicién 28: phvplSqrlkh y en la posicién 94: ikypsTikdsw. La
Mael de S. pombe también contiene tres sitios potenciales de glicosilacién unidos a N localizados en los aminoacidos
193, 277 y 336 (Figura 3, SEQ ID NO: 2).

Los presentes inventores han introducido una ruta eficiente para la degradacién de malato en S. cerevisiae clonando
y expresando los genes de la malato permeasa (mael) y de la enzima malica (mae2) de S. pombe en esta levadura. Las
cepas recombinantes degradaron eficazmente 8 g/l de malato en 7 dias. Una cepa recombinante de S. cerevisiae que
contiene tanto los genes mael de S. pombe como mleS de L. lactis también demostré degradar eficaz y rdpidamente el
L-malato a L-lactato en mosto de uva en un periodo de tiempo significativamente corto. Los presentes inventores han
demostrado la eficacia de estas cepas recombinantes (mael, mae2, y maelmleS) para la fermentacién maloetandlica,
y la fermentacién malol4ctica, respectivamente.

Por tanto, la presente invencién proporciona una molécula de acidos nucleicos aislada que comprende una se-
cuencia que codifica un polipéptido que media en la captacién de L-malato, succinato, y malonato. La molécula de
acidos nucleicos puede comprender el gen de la malato permeasa (mael) de S. pombe. En particular, la molécula de
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dcidos nucleicos se caracteriza por la codificacién de una proteina que media en la captacién de L-malato, succinato,
y malonato y tiene una regién PEST, y un motivo de cremallera de leucinas.

En una forma de realizacién de la invencion, la molécula de 4cidos nucleicos aislada comprende

(i) una secuencia de 4cidos nucleicos que codifica una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 2 o en la Figura 3;

(ii) secuencias de 4cidos nucleicos complementarias a (i); y

(iii) un 4cido nucleico capaz de hibridarse en condiciones rigurosas a un 4cido nucleico de (i).

Preferentemente, la molécula de 4cidos nucleicos aislada comprende

(1) una secuencia de dcidos nucleicos como la mostrada en la SEQ ID NO: 1 o en la Figura 3, en la que T también
puede ser U;

(i1) secuencias de 4cidos nucleicos complementarias a {i), preferentemente complementarias a la secuencia de
acidos nucleicos de longitud completa mostrada en la SEQ ID NO: 1 o en la Figura 3;

(iii) un 4cido nucleico capaz de hibridarse en condiciones rigurosas a un acido nucleico de (i); y

(iv) una molécula de 4cidos nucleicos que difiere de cualquiera de los 4cidos nucleicos de (i) a (iii) en las secuencias
de los codones debido a la degeneracién del cédigo genético.

La invencién también contempla una molécula de 4cidos nucleicos que comprende una secuencia que codifica un
truncamiento de Mael, un andlogo, o un homélogo de Mael, o uno de sus truncamientos. (Mael y los truncamientos,
andlogos y homdlogos de Mael también se denominan colectivamente en el presente documento “proteina Mael” o
“proteinas Mael”).

La invencién también proporciona una molécula nucleica que codifica una proteina de fusién que comprende
una proteina Mael y una proteina o péptido heterélogo, preferentemente un marcador seleccionable, o una proteina
involucrada en el metabolismo del L-malato, succinato, o malonato, tal como la enzima malica o la enzima malolactica.

Las moléculas de 4acidos nucleicos de la invencion se pueden insertar en un vector de expresion apropiado, es
decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcién y traduccién de la secuencia codificante
insertada. Por consiguiente, se pueden construir vectores de expresion adaptados para la transformacién de una célula
hospedadora que comprende una molécula de 4dcidos nucleicos de la invencién y uno o mds elementos de transcripcién
y traduccidén unidos de manera operativa a la molécula de 4cidos nucleicos.

El vector de expresion se puede usar para preparar células hospedadoras transformadas que expresan una proteina
Mael. Por tanto, la invencién proporciona adicionalmente células hospedadoras que contienen un vector de expresién
de la invencidn.

De acuerdo con una forma de realizacion de la invencidn, se proporciona una cepa de levadura que incorpora un
material de ADN que comprende:

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido funcional o uno de sus intermedios, o codifica al menos
en gran parte su secuencia de aminodcidos que proporcionaran actividad malato permeasa para una aplicacion en la
que la malato permeasa esté prevista para su uso,

un promotor para la promocién de la transcripcion de la secuencia de nucleétidos y la conduccién de la expresion
de la malato permeasa, y

un terminador para la terminacién de la transcripcién de la secuencia de nucleétidos.

La invencion proporciona adicionalmente un procedimiento para la preparacidn de una proteina Mael utilizando
las moléculas de 4cidos nucleicos aisladas y purificadas de la invencién. En una forma de realizacién se proporciona un
procedimiento para la preparacion de una proteina Mael que comprende (a) la transferencia de un vector de expresion
recombinante de la invencién a una célula hospedadora; (b) la seleccion de las células hospedadoras transformadas
entre células hospedadoras no transformadas; (c) el cultivo de una célula hospedadora transformada seleccionada en
condiciones que permitan la expresion de la proteina Mael; y (d) el aislamiento de la proteina Mael.

Segtin una forma de realizacién de la invencién, se proporciona un procedimiento de produccién de malato per-
measa, que incluye el cultivo de una cepa de levaduras transformadas mediante material de ADN que incluye una
secuencia de nucleétidos que codifica una malato permeasa funcional o uno de sus intermedios, o codifica al menos
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en gran parte su secuencia de aminodcidos que proporcionaran actividad malato permeasa para una aplicacién en la
que la malato permeasa esté prevista para su uso, y que adicionalmente codifica un promotor para la promocién de la
transcripcion de la secuencia de nucledtidos y la conduccién de la expresion de la malato permeasa, y un terminador
para la terminacién de la transcripcion de la secuencia de nucleétidos.

Ademds, la invencién contempla de manera general una proteina Mael aislada que media en la captacién de L-
malato, succinato, y malonato. En una forma de realizacion, la proteina se caracteriza porque tiene parte o toda la
conformacién estructural primaria (es decir, secuencia continua de residuos aminoacidos) y la actividad enzimética de
Mael procedente de S. pombe. En particular, se proporciona una proteina Mael que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2 o en la Figura 3. La invencién también incluye truncamientos de la proteina y analogos,
homologos, e isoformas de la proteina y sus truncamientos (es decir, proteinas Mael).

Las proteinas Mael de la invencién se pueden conjugar con otras moléculas, tales como péptidos o proteinas, para
preparar proteinas de fusién. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante la sintesis de proteinas de fusién N-
terminales o C-terminales.

La invencién contempla adicionalmente anticuerpos que tengan especificidad contra un epitopo de una proteina
Mael de la invencién. Los anticuerpos se pueden marcar con una sustancia detectable y se pueden usar para detectar
proteinas Mael.

La invencién también permite la construccién de sondas de nucledtidos que sean tnicas para las moléculas de
acidos nucleicos de la invencion y, por consiguiente, para las proteinas Mael. Por tanto, la invencidon también se
refiere a una sonda que comprende una secuencia que codifica una proteina Mael. La sonda puede estar marcada, por
ejemplo, con una sustancia detectable y se puede usar para seleccionar, entre una mezcla de secuencias de nucleétidos,
una secuencia de nucledtidos que codifica para una proteina que presenta una o mdas de las propiedades de la Mael.

La identificacién y secuenciacion de un gen responsable del transporte activo del L-malato, succinato, y malonato
permite a alguien experto en la materia mediar en la captacion en células de malato, succinato y malonato en diversas
aplicaciones tecnolégicas.

Se puede usar una proteina Mael de la invencién para identificar sustancias que afectan a la actividad de la proteina,
y asi pueden ser ttiles en la mediacién del transporte de L-malato, succinato, o malonato en una célula, preferente-
mente un microorganismo o la célula de una planta. Por tanto, la invencién proporciona un procedimiento para la
identificacién de una sustancia que media en el transporte de L-malato, succinato o malonato que comprende la incu-
bacién de una proteina Mael de la invencion con un sustrato de la proteina Mael, y una sustancia de prueba que se
sospecha que afecta a la actividad de la proteina Mael, y la determinacién del efecto de la sustancia comparandola
con un control.

La invencion también se refiere a un procedimiento para dotar a una célula, preferentemente un microorganismo
o la célula de una planta, de la capacidad de transportar malato que comprende la transformacién de la célula con un
fragmento de ADN o una molécula de acidos nucleicos que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido que media en la captacién de malato. Preferentemente, la célula se transforma con una molécula de acidos
nucleicos que codifica una proteina Mael de la invencidn. Segitin una forma de realizacion especifica de la invencion, se
proporciona un procedimiento para dotar a una cepa de levaduras de la capacidad de transportar eficazmente el malato,
dicho procedimiento que comprende la transformacion de la cepa de levaduras con una secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido funcional o uno de sus intermedios, o codifica al menos en gran parte su secuencia de
aminodcidos que mediardn en la captacién del malato. La transformacion de las células puede dotar a las células con
la capacidad de degradar eficazmente el malato, succinato, o malonato.

Las moléculas de 4cidos nucleicos de la invencidn se pueden usar para mediar en la captacién de malato en cepas
de levaduras en muchas aplicaciones industriales tales como la elaboracién de vino. Por tanto, los procedimientos
de la invencidn se pueden usar para transformar una levadura o levadura del vino del género Saccharomyces, prefe-
rentemente Saccharomyces cerevisiae o S. bayanus, para transportar el malato y permitir asi que la levadura degrade
eficazmente el malato. Mds particularmente, la transformacion de S. cerevisiae se puede llevar a cabo clonando el gen
de la malato permeasa (mael) procedente de la levadura S. pombe en la cepa de la levadura S. cerevisiae.

La invencién proporciona adicionalmente, en general, un procedimiento de degradacién del malato que incluye el
cultivo, en presencia de una fuente de malato, de un microorganismo que ha sido transformado con una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido que media en la captacién de malato.

Mais especificamente, seglin la invencién, adicionalmente se proporciona un procedimiento de degradacién del
malato que incluye el cultivo, en presencia de una fuente de malato, de una cepa de levadura que ha sido transformada
introduciendo en la cepa de levadura una molécula de dcidos nucleicos que tiene una secuencia que codifica la malato
permeasa o uno de sus intermedios, o codifica al menos en gran parte su secuencia de aminoacidos que mediardn
en la captacion del malato, y que incluye un promotor y un terminador para la promocién y la terminacién de la
transcripcién, y por tanto de la expresion del gen de la malato permeasa.
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La invencién se extiende, incluso, a un procedimiento de degradacién del malato durante la fermentacion del vino,
cuyo procedimiento incluye, el cultivo, en mostos de uva que contienen una fuente de malato, de una cepa de levadura
transformada mediante material de ADN recombinante que incluye una secuencia de nucledtidos que codifica una
malato permeasa funcional o uno de sus intermedios, o codifica al menos en gran parte su secuencia de aminoacidos
que proporcionardn actividad malato permeasa, y que adicionalmente codifica un promotor para la promocién de la
transcripcion de la secuencia de nucledtidos y la conduccién de la expresion de la secuencia de nucledtidos, y un
terminador para terminar la transcripcién de la secuencia de nucledtidos que da como resultado una permeasa para
transportar el malato al interior de las células de levadura.

Asi, segin la invencién se proporciona un procedimiento de fermentacién del vino, que incluye el cultivo, en un
medio de fermentacion del vino que incluye mosto de uva que contiene una fuente de malato, de una cepa de levadura
transformada mediante material de ADN recombinante que incluye una secuencia de nucledtidos que codifica una
malato permeasa funcional o uno de sus intermedios, o codifica al menos en gran parte su secuencia de aminoacidos
que proporcionardn actividad malato permeasa, y que adicionalmente codifica un promotor para la promocion de la
transcripcion de la secuencia de nucledtidos y la conduccién de la expresion de la secuencia de nucleétidos, y un
terminador para terminar la transcripcion de la secuencia de nucleédtidos, que da como resultado una permeasa para
transportar el malato al interior de las células de levaduras.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se hardn evidentes a partir de la siguiente descrip-
cion detallada. No obstante, se debe entender que aunque la descripcion detallada y los ejemplos especificos indican
formas de realizacién preferidas de la invencién, se proporcionan s6lo a modo de ilustracién, puesto que diversos
cambios y modificaciones dentro del espiritu y del alcance de la invencién serdn evidentes para aquellos expertos en
la materia a partir de esta descripcion detallada.

Descripcion de los dibujos

La invencién se entenderd mejor con referencia a los dibujos en los que:

La Figura 1 muestra la transferencia cromosémica del gen mael en el que los cromosomas de S. pombe se separaron
sobre un gel CHEF (izquierda) y se probaron con una sonda con un fragmento Nsil/Xhol interno marcado de mael

(derecha);

la Figura 2 muestra un mapa de restriccion y la estrategia de secuenciacién del ADN para la regidn codificante y
laregién 3’ del gen mael y del gen MFml,;

la Figura 3 muestra la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoéacidos deducida del gen mael, los nucleé-
tidos que estdn numerados a la izquierda y los aminodcidos, designados por el cédigo estdndar de una sola letra, que
estan numerados a la derecha;

la Figura 4 muestra una grafica de hidropatia de la proteina mael predicha;

la Figura 5 es un modelo sugerido que muestra la distribucién propuesta de los dominios de la membrana hidréfoba
que estdn numerados del 1 al 10;

la Figura 6 muestra una transferencia de Northern del ARN total de S. pombe de tipo silvestre, probada con una
sonda con el fragmento Nsil/Xhol de 695 pb de mael;

la Figura 7 muestra la captacion de (a) ['*C] 4cido L-malico y (b) [*C] 4cido succinico por el tipo silvestre (A), el
mutante mael (O) y el mutante complementado (0O);

la Figura 8 muestra una descripcion general de la permeabilidad y el transporte y degradacion del malato por (A)
S. cerevisiae y (B) S. pombe;

la Figura 9 muestra la captacién de '*C L-malato por cepas recombinantes de S. cerevisiae que contienen el gen
mael de S. pombe bajo la regulacién de (A) el promotor de PGK1 y (B) el promotor de ADHI;

la Figura 10 muestra la degradacién del malato por las cepas recombinantes de S. cerevisiae que contienen los
genes mael y/o mae2 de S. pombe que contienen 8-9 g/l de L-malato en medio glicerol-etanol al 2%;

la Figura 11 muestra la degradacién del malato por las cepas recombinantes de S. cerevisiae que contiene los genes
mael ylo mae2 de S. pombe que contienen 8-9 g/l de L-malato en medio glucosa al 2%;

la Figura 12 muestra la degradacién del L-malato en mosto de uva Cabernet Sauvignon por cepas recombinantes
de S. cerevisiae, incluyendo las cepas control;

la Figura 13 muestra la degradacién del L-malato en mosto de uva Chardonnay por cepas recombinantes de S.
cerevisiae, incluyendo las cepas control;
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la Figura 14 son transferencias que muestran la fermentacién malolactica por las cepas de levadura recombinante
de S. cerevisiae en vinos Cabernet Sauvignon (A) y Chardonnay (B) después de la fermentacion; y

la Figura 15 muestra una representacion esquemadtica de la subclonacién del ORF de mael de S. pombe bajo el
control del promotor de PGK1 y las secuencias terminadoras en pHVX2, un derivado de Yeplac181.

Descripcion detallada de la invencion
1. Moléculas de dcidos nucleicos de la invencion

Como se ha mencionado anteriormente, la invencion proporciona una molécula de dcidos nucleicos aislada que
tiene una secuencia que codifica una proteina que media en la captacién de L-malato, succinato, y malonato. El
término “aislado” se refiere a un 4cido nucleico sustancialmente exento de material celular o medio de cultivo cuando
se produce mediante técnicas de ADN recombinante, o reactivos quimicos, u otros productos quimicos cuando se
sintetiza quimicamente. Un 4cido nucleico “aislado” también estd exento de secuencias que flanquean naturalmente
al dcido nucleico (es decir, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3* de la molécula de 4cidos nucleicos) de las
cuales deriva el 4cido nucleico. El término “4cido nucleico” estd previsto que incluya ADN y ARN y puede ser de doble
cadena o de cadena sencilla. En una forma de realizacién preferida, la molécula de dcidos nucleicos codifica Mael
que tiene la secuencia de aminoédcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 o en la Figura 3. En otra forma de realizacion, la
molécula de dcidos nucleicos es un ADN que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1y
en la Figura 3.

La invencién incluye secuencias de acidos nucleicos complementarias al dcido nucleico que codifica Mael que
tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y en la Figura 3, y la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1 y en la Figura 3; preferentemente, las secuencias de 4dcidos nucleicos complementarias
a la secuencia de 4cidos nucleicos de longitud completa mostrada en la SEQ ID NO: 1 y en la Figura 3.

La invencién también incluye moléculas de 4cidos nucleicos que tienen una identidad u homologia de secuencia
sustancial con la secuencia de 4cidos nucleicos mostrada en la SEQ ID NO: 1 y en la Figura 3, o que codifican
proteinas Mael que tienen una homologia sustancial con la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y
en la Figura 3. La homologia se refiere a la similitud de secuencia entre secuencias y se puede determinar comparando
una posicién en cada secuencia que se pueden alinear con el fin de comparar. Cuando una posicién en la secuencia
comparada estd ocupada por la misma base del nucleétido o aminodcido, entonces las moléculas son coincidentes o
tienen posiciones idénticas compartidas por las secuencias.

La invencién también incluye una molécula de dcidos nucleicos, y fragmentos de la molécula de dcidos nucleicos
que tiene al menos 15 bases, que se hibrida con las moléculas de acidos nucleicos de la invencién en condiciones
de hibridacidn, preferentemente condiciones de hibridacién rigurosas. Las condiciones de rigurosidad apropiadas que
promueven la hibridacién del ADN son conocidas por aquellos expertos en la materia, o se pueden encontrar en
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, se puede emplear
lo siguiente: 6,0* cloruro sédico/citrato sédico (SSC) a 45°C aproximadamente, seguido por un lavado de 2,0 x SSC
a 50°C. La rigurosidad se puede seleccionar en base a las condiciones usadas en la etapa de lavado. Por ejemplo, la
concentracion salina en la etapa de lavado se puede seleccionar a partir de una rigurosidad elevada de 0,2 x SSC a 50°C
aproximadamente. Ademds, la temperatura en la etapa de lavado puede estar en condiciones de rigurosidad elevada, a
65°C aproximadamente.

Las moléculas de dcidos nucleicos aisladas y purificadas que tienen secuencias que difieren de la secuencia de
cidos nucleicos mostrada en la SEQ ID NO: 1 o en la Figura 3, debido a la degeneracién del cédigo genético también
estdn dentro del alcance de la invencién.

Una molécula de acidos nucleicos aislada de la invencién que comprende ADN se puede aislar preparando una
sonda de 4acidos nucleicos marcada basada en todas o parte de las secuencias de acidos nucleicos mostradas en la
Figura 3 o en la SEQ ID NO: 1, y usando esta sonda de acidos nucleicos marcada para seleccionar una libreria de
ADN apropiada (por ejemplo, un ADNc o una libreria de ADN genémico). Por ejemplo, se puede usar una libreria
genémica completa aislada de un microorganismo para aislar un ADN que codifica una proteina Mael de la invencién
seleccionando la librerfa con la sonda marcada usando técnicas habituales. Los dcidos nucleicos aislados mediante
selecciéon de un ADNc o una libreria de ADN gendémico se pueden secuenciar mediante técnicas habituales.

Una molécula de dcidos nucleicos aislada de la invencién que es ADN también se puede aislar amplificando
selectivamente un dcido nucleico que codifica una proteina Mael de la invencién usando procedimientos de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y ADNc o ADN gendmico. Es posible disefiar cebadores de oligonucleétidos
sintéticos a partir de las moléculas de dcidos nucleicos mostradas en la Figura 3 o en la SEQ ID NO: 1, para su
uso en PCR. Un 4cido nucleico se puede amplificar a partir d¢ ADNc o ADN genémico usando estos cebadores
de oligonucleétidos y técnicas de amplificacion por PCR habituales. El dcido nucleico amplificado de esta forma se
puede clonar en un vector apropiado y se puede caracterizar mediante andlisis de la secuencia de ADN. E1 ADNCc se
puede preparar a partir de ARNm, aislando el ARNm celular total mediante una variedad de técnicas, por ejemplo,
usando el procedimiento de extraccién con tiocianato de guanidinio de Chirgwin y col., Biochemistry, 18, 5294-
5299 (1979). A continuacién el ADNc se sintetiza a partir del ARNm usando la transcriptasa inversa (por ejemplo,
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transcriptasa inversa Moloney MLV disponible en Gibco/BRL, Bethesda, MD, o transcriptasa inversa AMYV disponible
en Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, FL).

Una molécula de 4cidos nucleicos aislada de la invencién que sea ARN se puede aislar clonando un ADNc que
codifica una nueva proteina Mael de la invencién en un vector apropiado que permita la transcripcion del ADNc para
producir una molécula de ARN que codifica una nueva proteina de la invencion.

Una molécula de acidos nucleicos que codifica una proteina que media en la captacién de L-malato, dcido succinico
o malonato también se puede identificar usando una aproximacién funcional. Por ejemplo, el gen mael en S. pombe
se puede interrumpir empleando técnicas de ADN recombinante habituales y las secuencias de ADN del gen mael
como se ha descrito en el presente documento, o alternativamente, una cepa de S. pombe que contiene un gen mael
se puede someter a un tratamiento mutdgeno, incluyendo radiacién o tratamientos quimicos. En particular, una cepa
de S. pombe se puede tratar con etilmetanosulfonato (EMS), 4cido nitroso (NA), o hidroxilamina (HA), que producen
mutantes con sustituciones de pares de bases. Los mutantes deficientes en la utilizacién de malato, 4cido succinico,
o malonato se pueden seleccionar, por ejemplo, cultivando en placa una dilucién apropiada sobre placas de agar
diferenciales en las que las colonias mutantes son de un color distinguible. Se puede usar la complementacién de estos
mutantes con librerias gendmicas procedentes de otros organismos para identificar clones que contienen genes que
codifican proteinas que median en la captacion de L-malato, dcido succinico y malonato (véase Ejemplo 1).

Una molécula de dcidos nucleicos de la invencién también se puede sintetizar quimicamente usando técnicas
habituales. Se conocen diversos procedimientos de sintesis quimica de polidesoxinucledtidos, incluyendo sintesis en
fase sdlida que, al igual que la sintesis peptidica, ha sido completamente automatizada en sintetizadores de ADN
disponibles comercialmente (véase, por ejemplo, Itakura y col. patente de EE.UU. N° 4.598.049; Caruthers y col.
patente de EE.UU. N° 4.458.066; e Itakura patentes de EE.UU. N° 4.401.796 y 4.373.071).

La determinacion de si una molécula de acidos nucleicos particular codifica una proteina Mael de la invencion se
puede conseguir expresando el ADNc en una célula hospedadora apropiada mediante técnicas habituales, y probando
la actividad de la proteina usando los procedimientos descritos en el presente documento. Por ejemplo, la actividad
de una proteina Mael putativa se puede someter a prueba mezclandola con un sustrato apropiado y sometiéndola a
ensayo para la actividad malato permeasa. Alguien con conocimientos en la materia también puede comparar la es-
tructura tridimensional de la proteina, analizada, por ejemplo, mediante cristalografia de rayos X o espectroscopia de
RMN bidimensional, con la estructura tridimensional para la malato permeasa de S. pombe. Un ADNc que tiene la
actividad, o la estructura tridimensional de una nueva proteina de la invencién aislado de esta forma se puede secuen-
ciar mediante técnicas habituales, tales como la terminacion de la cadena con didesoxinucledtidos o secuenciacion
quimica de Maxan-Gilbert, para determinar la secuencia de dcidos nucleicos y la secuencia de aminodcidos predicha
de la proteina codificada.

El codén de iniciacién y las secuencias sin traducir de una molécula de 4cidos nucleicos que codifica una proteina
Mael se pueden determinar usando software de ordenador disponible actualmente disefiado para este propdsito, tal
como PC/Gene (IntelliGenetics Inc., CA). Los elementos reguladores se pueden identificar usando técnicas conven-
cionales. La funcién de los elementos se puede confirmar usando estos elementos para expresar un gen informador
que estd unido de manera operable a los elementos. Estas construcciones se pueden introducir en células en cultivo
usando procedimientos habituales. Ademds, para identificar elementos reguladores en el ADN, esas construcciones
también se pueden usar para identificar proteinas que interaccionan con los elementos, usando técnicas conocidas en
la materia.

La secuencia de una molécula de 4cidos nucleicos de la invencién también se puede invertir en relacion a su presen-
tacién normal para su transcripcion para producir una molécula de dcidos nucleicos antisentido. Preferentemente, una
secuencia antisentido se construye invirtiendo una regién que precede al codén de iniciacién o a una regidn sin conser-
var. En particular, las secuencias de dcidos nucleicos contenidas en las moléculas de 4cidos nucleicos de la invencién
o uno de sus fragmentos, preferentemente la secuencia de dcidos nucleicos mostrada en el Listado de secuencias como
SEQ ID NO: 1 y en la Figura 3 se pueden invertir en relacion a su presentacion normal para su transcripcién para pro-
ducir moléculas de acidos nucleicos antisentido. Las secuencias antisentido se pueden usar para modular la expresién
del gen mael reduciendo o inhibiendo de esta forma la captacion del L-malato, 4cido succinico, o malonato.

La invencién también proporciona moléculas de dcidos nucleicos que codifican proteinas de fusién que compren-
den una proteina Mael de la invencién y una proteina o péptido heter6logo, o una proteina marcadora seleccionable
(véase a continuacion). La construccién de una molécula de dcidos nucleicos que codifica una proteina de fusion,
que comprende la secuencia de dcidos nucleicos de un péptido o una proteina seleccionada y una secuencia de 4ci-
dos nucleicos de una proteina Mael, emplea técnicas de ingenieria genética convencionales [véase, Sambrook y col.,
Molecular Cloning. A Laboratory Manual., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)]. Por
ejemplo, la secuencia que codifica una proteina seleccionada se puede fusionar a una secuencia de una de diversas
regiones identificables que, cuando la proteina estd unida a membrana, se encuentran sobre la superficie de la célu-
la. Ademads, la proteina seleccionada se puede fusionar al extremo amino de la molécula Mael. Alternativamente, la
secuencia de la proteina seleccionada se puede fusionar al extremo carboxilo de la molécula Mael. En cualquiera
de los dos extremos amino o carboxilo, el péptido o la proteina deseada estd fusionada de manera que la fusién no
desestabiliza la estructura nativa de ninguna de las proteinas.
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Una molécula de dcidos nucleicos de la invencién puede contener multiples copias de una secuencia que codifica
una proteina Mael, con la secuencia que codifica una proteina o un péptido heterélogo fusionada a sélo una de las
secuencias Mael, o con la proteina o el péptido heterélogo fusionado a todas las copias de la secuencia Mael.

Una molécula de dcidos nucleicos que codifica una proteina de fusion que comprende una secuencia que codifica
una proteina Mael y una secuencia que codifica una secuencia de una proteina o péptido heter6logo opcionalmente
pueden contener un péptido enlazador insertado entre la secuencia Mael y la secuencia del péptido o proteina heterd-
loga seleccionada. Esta secuencia enlazadora puede codificar, si se desea, un polipéptido que sea escindible o digerible
de manera seleccionable mediante procedimientos quimicos o enziméaticos convencionales. Por ejemplo, el sitio de es-
cision seleccionado puede ser un sitio de escision enzimatico. La secuencia enlazadora opcional puede servir para un
fin distinto a la provision de un sitio de escision. El enlazador también puede ser una secuencia de aminoédcidos simple
de una longitud suficiente para evitar cualquier impedimento estérico entre la molécula Mael y el péptido o proteina
heterdloga seleccionada.

Una amplia variedad de genes heter6logos o fragmentos génicos son ttiles en la formacién de las moléculas de
dcidos nucleicos de la presente invencién. Los genes heterélogos que se pueden incorporar a las moléculas de dcidos
nucleicos de la invencién incluyen los siguientes:

(a) genes del dcido maloléctico, que codifican una enzima maloléctica que convierte el L-malato en L-lactato,
y truncamientos, andlogos y sus homdélogos que tienen la actividad de una enzima malolactica. Ejemplos de genes
que codifican una enzima maloléctica son los genes mleS 'y EML de Lactobacillus lactis (V. Ansanay, y col., FEBS
332:74-80; SEQ ID NOS: 3y 5) y L. delbrueckii (Williams y col., 1984), y el gen malolactico descrito por Lautensach,
y Subden (Microbios, 1984);

(b) los genes del 4cido mélico que codifican una enzima del 4cido malico que cataliza la descarboxilacién oxidativa
del malato en piruvato y diéxido de carbono seguido por la descarboxilacion y reduccion sucesiva de acetaldehido para
dar etanol, y truncamientos, andlogos y sus homdlogos que tienen la actividad de una enzima del 4cido maélico. Los
ejemplos de genes del dcido madlico incluyen el gen mae2 de S. pombe (Viljoen y col., 1994, SEQ ID NO: 7); y los
genes que codifican las enzimas del 4cido malico de ratén (Bagchi, S., y col., J. Biol. Chem. 262, 1558-1565, 1987),
rata (Mangnuson, Ma. A. y col., J. Biol. Chem. 261, 1183-1186, 1986), Zea maize (Rothermel, B. A. y Nelson, T. J.
Biol. Chem. 264, 19587-19592, 1989), P. vulgaris, (Walter y col., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5546-5550),
Populus deltoides (Van Doorsselaere y col. 1991, Plant Physiol. 96:1385-1386); F. linearis (Rajeevan y col., 1991,
Plant Mol. Biol. 17:371-383); B. stearo (Kobayshi y col., 1989, J. Biol. Chem. 264: 3200-3205), E. coli (Mahajan, S.
K. y col., Genetics 125, 261-273, 1990), Flaveria trinervia (Boersch, D., y Westhoff, P., FEBS Lett.), humano (Loeber,
G., y col., J. Biol. Chem. 266, 3016-3021, 1991), Ascaris suum (base de datos Swiss-Prot, nimero de acceso P27443)
y Mesembryanthemum crystallinum (Cushman, 1992, Eur. J. Biochem. 208, 259-266); y

(c) genes que codifican enzimas involucradas en el metabolismo del malato en plantas, y truncamientos, andlogos y
sus homologos que tienen la actividad de las enzimas. Ejemplos de enzimas involucradas en el metabolismo del malato
en plantas incluyen la malato deshidrogenase, enzima malica, malato sintasa, fumarasa, y PEP carboxilasa (Martinoia,
E. y D. Rentsch, Acta. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 1994, 45:447-67 y las referencias allf presentadas).

1I. Proteinas Mae de la invencion

Como se ha mencionado en el presente documento, la invencién contempla una proteina Mael aislada que media
en la captaciéon de L-malato, succinato, y malonato. En una forma de realizacién, la proteina se caracteriza porque
tiene parte o toda la conformacién estructural primaria (es decir, la secuencia continua de residuos aminoécidos) y la
actividad enzimética de Mael de S. pombe.

En particular, se proporciona una proteina Mael purificada que tiene la secuencia de aminodcidos de Mael de S.
pombe como se muestra en la SEQ ID NO: 2 y en la Figura 3. El gen mael de S. pombe codifica una proteina de 435
residuos aminodcidos con un peso molecular de 49 kDa aproximadamente. El perfil de hidropatia de la secuencia de
aminodcidos deducida (Figura 4) revel6 una proteina con N- y C-términos hidréfilos y diez hélices putativas que se
extienden a través de la membrana, tipicas de proteinas de transporte de membrana. Los 36 aminoacidos N-terminales
y los 65 aminoécidos C-terminales son altamente hidréfilos.

Se construy6 un modelo estructural para la malato permeasa mediante andlisis por ordenador (Figura 5). Dos enla-
zadores hidréfilos prominentes, de 20 y 25 aminodacidos de largo, estdn localizados entre los dominios hidréfobos que
se extienden a través de la membrana dos y tres, y siete y ocho, respectivamente. La longitud de los otros enlazadores
hidréfilos abarca entre 7 y 12 aminoécidos.

La Mael de S. pombe contiene una serie de regiones bien caracterizadas que incluyen dos sitios de fosforilacién de
la proteina quinasa C, una regién PEST, una region de cremallera de leucinas, dos regiones enlazadoras hidroéfilas, y
diez hélices que se extienden a través de la membrana. En particular, en el extremo C-terminal se encuentra una regién
PEST bien conservada (aminoacidos 421-434), que consta de prolina (P), dcido glutdmico (E), serina (S), treonina
(T) y en un menor grado 4cido aspartico. Un motivo de cremallera de leucinas (aminodcidos 214 a 235), que consta
de cuatro residuos de leucina espaciados por 6 aminodcidos, estd localizado entre los dominios que se extienden a
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través de la membrana seis y siete. Los sitios de fosforilacion de la proteina quinasa C se encontraron en la posicién
28: phvplSqrlkh y en la posicién 94: ikypsTikdsw. La Mael de S. pombe también contiene tres sitios potenciales de
glicosilacién unidos a N localizados en los aminoacidos 193, 277 y 336.

La estructura tridimensional de la malato permeasa de S. pombe representada en la Figura 5 muestra que la malato
permeasa contiene varias regiones accesibles identificables que, cuando la proteina estd unida a membrana, se encuen-
tran sobre la superficie de la célula, y no estan involucradas en ninguna de las interacciones con el resto de la proteina
que contribuyen a la estabilidad estructural general. Estas regiones son, por tanto, buenos candidatos como sitios para
fusiones o modificaciones (inserciones, deleciones, etc.) como se ha descrito en el presente documento. Por tanto,
tanto el extremo amino como el extremo carboxilo de la malato permeasa de S. pombe estan facilmente accesibles
para fusiones o modificaciones.

Las proteinas Mael de la invencién se caracterizan adicionalmente por su capacidad para transportar L-malato,
succinato y malonato desde un medio extracelular a la matriz intracelular. El transporte de malato, succinato, y ma-
lonato se puede someter a ensayo usando los ensayos de transporte descritos en el presente documento. Por ejemplo,
células de levadura transformadas con una molécula de acidos nucleicos que codifica una proteina Mael de la inven-
cién se pueden crecer en presencia de L-malato o dcido L-succinico marcado y se puede medir la cantidad de L-malato
0 4cido L-succinico marcado unido a las células de levadura.

Dentro del contexto de la presente invencidn, una proteina de la invencién puede incluir diversas formas estruc-
turales de la proteina primaria que retienen la actividad malato permeasa. Por ejemplo, una proteina de la invencién
puede estar en forma de sales dcidas o bdsicas o en forma neutra. Ademads, los residuos aminoécidos individuales se
pueden modificar por oxidacién o reduccién.

Ademais de la secuencia de aminoacidos de Mael de longitud completa (SEQ ID NO: 2 o Figura 3), las proteinas
de la presente invencién incluyen truncamientos de Mael, y andlogos, y homdlogos de Mael, y sus truncamientos
como se describe en el presente documento. Las proteinas truncadas pueden comprender péptidos de entre 3 y 4 00
residuos aminodcidos, que tienen un tamafio que abarca desde un tripéptido a un polipéptido 400-mero. Por ejemplo,
una proteina truncada puede comprender la region PEST (aminoacidos 421-434) o el motivo de cremallera de leucinas
(aminoacidos 214 a 235).

Las protefnas de la invencién también pueden incluir andlogos de Mael como se muestra en la Figura 3 o en la
SEQ ID NO: 2, y/o sus truncamientos como se describe en el presente documento, que pueden incluir, pero no estin
limitados a Mael de S. pombe (Figura 3 o SEQ ID NO: 2), que contiene una o mds sustituciones, inserciones, y/o
deleciones de aminodcidos. Las sustituciones de aminodcidos pueden ser de naturaleza conservativa o no conservativa.
Las sustituciones de aminodcidos conservados suponen la sustitucion de uno o mas aminoécidos de la secuencia de
aminodcidos de Mael con aminodcidos de caracteristicas de carga, tamafio, y/o hidrofobicidad similares. Cuando sélo
se realizan sustituciones conservadas, el andlogo resultante debe ser funcionalmente equivalente a la Mael de S. pombe
(Figura 3 o SEQ ID NO: 2). Las sustituciones no conservadas suponen el reemplazo de uno o mas aminodcidos de
la secuencia de aminoacidos de Mael con uno o mas aminoacidos que poseen caracteristicas de carga, tamafio, y/o
hidrofobicidad distintas.

Se puede introducir una o mds inserciones de aminodcidos en Mael de S. pombe (SEQ ID NO: 2). Las inserciones
de aminodcidos pueden constar de residuos aminoacidos tinicos o aminodcidos secuenciales que abarcan una longitud
de entre 2 y 15 aminoécidos.

Las deleciones pueden consistir en la eliminacién de uno o més residuos aminoécidos, o porciones discretas (por
ejemplo, una o mas de la regién PEST, del motivo de cremallera de leucinas) de la secuencia de Mael (SEQ ID NO:
2). Los aminodcidos delecionados pueden ser contiguos, o no. La longitud limite inferior del andlogo resultante con
una mutacién de delecion es de 10 aminodcidos aproximadamente, preferentemente de 100 aminodcidos.

Se anticipa que si se sustituyen, insertan o eliminan aminoacidos en secuencias fuera de las regiones bien caracte-
rizadas tales como la regién PEST y el motivo de cremallera de leucinas, etc., la proteina Mael resultante podria tener
actividad malato permeasa. Preferentemente, las modificaciones se realizan en regiones accesibles e identificables, que
se encuentran sobre la superficie de la célula (véase Figura 5).

Las proteinas de la invencién también incluyen homélogos de Mael (SEQ ID NO: 2) y/o sus truncamientos como
se describe en el presente documento. Esos homélogos de Mael incluyen proteinas cuyas secuencias de aminodcidos
estan compuestas de las secuencias de aminodacidos de las regiones Mael de otras especies en las que la secuencia de
nucledtidos que codifica la regién Mael se hibrida en condiciones de hibridacién rigurosas (véase descripcion de las
condiciones de hibridacién rigurosas en el presente documento) con una sonda usada para obtener la Mael.

La invencion también contempla isoformas de la proteina de la invencion. Una isoforma contiene el mismo niimero
y tipo de aminodcidos que la proteina de la invencion, pero la isoforma tiene una estructura molecular diferente. Las
isoformas contempladas por la presente invencion son aquellas que tienen las mismas propiedades que la proteina de
la invencién como se describe en el presente documento.
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La presente invencién también incluye proteinas Mael conjugadas con una proteina marcadora seleccionable o un
péptido o una proteina heter6loga para producir proteinas de fusion. Los ejemplos de proteinas marcadoras selecciona-
bles son G418, S-cloranfenicol, fleomicina, e higromicina que confieren resistencia a ciertos farmacos; proteinas que
confieren resistencia a herbicidas (por ejemplo, sulfometuron-metilo) y a cobre; S-galactosidasa, cloranfenicol acetil-
transferasa, o luciferasa de luciérnaga. Ejemplos de proteinas heterélogas incluyen la enzima malolactica de L. lactis
y L. delbrueckii [SEQ. ID. NOS: 3 a 6], las enzimas médlicas de S. pombe [SEQ. ID. NOS: 7 y 8], ratdn, rata, humano,
maiz, P. vulgaris, P. deltoides, F. linearis, B. stearo, E. coli, Flaveria trinervia, Ascaris suum 'y Mesembryanthemum,
y las enzimas involucradas en el metabolismo del malato en plantas como se describe en el presente documento.

III. Vectores de expresion, células hospedadoras, y expresion de mael

Las moléculas de dcidos nucleicos de la presente invencién que tienen una secuencia que codifica una proteina
Mael de la invencidn se pueden incorporar de manera conocida a un vector de expresion apropiado que asegura una
buena expresion de la proteina. Los posibles vectores de expresién incluyen, pero no estdn limitados a, césmidos,
plasmidos, o virus modificados (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus asociados a adenovirus defectivos en la
replicacidn), mientras que el vector sea compatible con la célula hospedadora usada. Por ejemplo, el vector puede ser
un vector lanzadera tal como pRS315, o un vector tal como pHVX2, YEplac181, o un plasmido basado en CEN.

Los vectores se pueden seleccionar basdndose en el niimero de copias de la molécula de dcidos nucleicos a introdu-
cir en la célula hospedadora, que a su vez estd determinado por la eleccién del origen de replicacion. Por consiguiente,
se pueden seleccionar los siguientes vectores: (a) un vector replicativo (YEp) a un nimero de copias elevado que
tenga un origen de replicacion en levaduras (por ejemplo, YEplac181); (b) un vector replicativo (YRp) a un niimero
de copias elevado que tenga una secuencia ARS cromosdémica como origen de replicacién; (c) un vector replicativo
lineal (YLp) a un nimero de copias elevado que tenga una secuencia telomérica como origen de replicacién; y (d) un
vector replicativo (YCp) a un bajo nimero de copias que tenga ARS cromosémico y secuencias centroméricas.

Una molécula de 4dcidos nucleicos de la invencién se puede integrar en el genoma de una célula hospedadora,
preferentemente en el genoma de una célula de levadura, bien para sustituir o duplicar una secuencia nativa. En este
caso, se puede seleccionar un vector de integracion (YIp) que no posea un origen en las células hospedadoras.

Por tanto, la invencién contempla un vector de expresion que contenga una o mas moléculas de dcidos nucleicos de
la invencion, y las secuencias reguladoras necesarias para la transcripcién y traduccién de la secuencia(s) de proteinas
insertada. En particular, el vector de expresion puede incluir secuencias promotoras y terminadoras para promover y
terminar la transcripcion del gen en la célula hospedadora transformada y la expresion del gen de la malato permeasa.
Secuencias reguladoras adecuadas se pueden obtener a partir de una variedad de fuentes, incluyendo genes bacterianos,
flingicos, viricos, de mamiferos, o de insectos (por ejemplo, véanse las secuencias reguladoras descritas en Goeddel,
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). La selecci6n de
secuencias reguladoras apropiadas depende de la célula hospedadora seleccionada, y se puede llevar a cabo facilmente
por alguien con conocimientos ordinarios en la materia. Ejemplos de secuencias reguladoras que se pueden usar en
una molécula de dcidos nucleicos de la invencién incluyen los promotores y terminadores de genes para la alcohol
deshidrogenase I (ADHI), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), y 3-fosfoglicerato quinasa (PGK), u
otros promotores que son funcionales en S. cerevisiae.

Las secuencias reguladoras necesarias pueden ser suministradas por la mael nativa y/o sus regiones flanqueantes.
No obstante, en células hospedadoras en las que un promotor nativo sea inactivo (por ejemplo, el promotor mael
de S. pombe en cepas de S. cerevisiae), el promotor se puede seleccionar entre promotores adecuados de la célula
hospedadora, por ejemplo, el promotor de la alcohol deshidrogenasa I (ADHI), y la 3-fosfoglicerato quinasa (PGK) y
las secuencias terminadoras apropiadas se pueden usar con S. cerevisiae.

Se apreciara que el nivel de expresién de una molécula de acidos nucleicos de la invencién se puede modular
ajustando el nimero de copias de la molécula de dcidos nucleicos introducida en la célula hospedadora y/o la naturaleza
de los elementos reguladores contenidos en la molécula de dcidos nucleicos.

Los vectores de expresion de la invencién también pueden contener un gen marcador seleccionable que facilite
la seleccion de células hospedadoras transformadas o transfectadas con una molécula recombinante de la invencion.
Ejemplos de genes marcadores seleccionables son genes que codifican una proteina marcadora seleccionable tal co-
mo G418, B-cloranfenicol, fleomicina, e higromicina que confieren resistencia a ciertos farmacos; una proteina que
confiera resistencia a herbicidas (por ejemplo, sulfometuron-metilo) y a cobre; S-galactosidasa, cloranfenicol acetil-
transferasa, o luciferasa de luciérnaga. Los marcadores seleccionables se pueden introducir en un vector separado de
la molécula de 4cidos nucleicos de interés.

Los vectores de expresion también pueden contener genes que codifican un resto que proporciona una expresion
incrementada de la proteina recombinante; ayudan en la purificacion de la proteina recombinante diana actuando como
ligando en la purificacién de afinidad; y dirige la proteina recombinante a la membrana plasmaética. Por ejemplo, se
puede afiadir un sitio de escisién proteolitico a la proteina recombinante diana para permitir la separacién de la proteina
recombinante del resto de fusion después de la purificacion de la proteina de fusion, o se puede usar un péptido sefial
para dirigir la malato permeasa a la membrana plasmatica de la cepa de levadura.
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Los vectores de expresion se pueden introducir en células hospedadoras para producir una célula hospedadora
transformante. “Células hospedadoras transformantes” incluyen células hospedadoras que han sido transformadas o
transfectadas con un vector de expresion recombinante de la invencién. Los términos “transformado con”, “transfec-
tado con”, “transformacién” y “transfeccién” engloban la introduccién de dcidos nucleicos (por ejemplo, un vector)
en una célula hospedadora mediante cualquiera de numerosas técnicas habituales. Las células procariotas se pue-
den transformar con acidos nucleicos mediante, por ejemplo, electroporacién o transformacién mediada por cloruro
de calcio. El 4cido nucleico se puede introducir en células de mamifero mediante técnicas convencionales tales co-
mo coprecipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfecciéon mediada por DEAE-dextrano, lipofectina,
electroporacion o microinyeccion. Procedimientos adecuados para la transformacion y transfeccion de células hospe-
dadoras se pueden encontrar en Sambrook y col. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring
Harbor Laboratory press (1989)), y otros manuales de laboratorio. Las técnicas de transformacién més habituales que
se pueden usar para cepas de levadura incluyen técnicas con protoplastos, la técnica de permeabilizacion a sales de
litio, y electroporacién. Un vector de expresion de la invencion también se puede integrar en el genoma de una célula
hospedadora usando procedimientos convencionales tales como el procedimiento de hibridacién de colonias como se
describe por Rose y col. (Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbour Press, 1990).

Para producir una proteina de fusidn de esta invencion, la célula hospedadora se transforma con, o se ha integrado
en su genoma, una molécula de 4cidos nucleicos que comprende una secuencia Mael fusionada a la secuencia de
un péptido o proteina heteréloga seleccionada, o una proteina marcadora seleccionable, de manera deseable bajo el
control de secuencias reguladoras capaces de dirigir la expresion de una proteina de fusion. A continuacion la célula
hospedadora se cultiva en condiciones conocidas adecuadas para la produccién de proteinas de fusion.

Se pueden usar una amplia variedad de células hospedadoras procariotas y eucariotas como células hospedadoras
para la expresion de la proteina Mael o la proteina de fusién de la invencién. Por ejemplo, las proteinas de la invencién
se pueden expresar en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto (usando baculovirus), células de
levadura, células de plantas, o células de mamifero. Otras células hospedadoras adecuadas se pueden encontrar en
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1991).

De manera més particular, la célula hospedadora es una cepa de levadura, preferentemente una cepa de levadura de
Saccharomyces cerevisiae, una cepa de levadura de S. bayanus, o una cepa de levadura de Schizosaccharomyces. Las
células hospedadoras transformadas para su uso en la elaboracion de vino preferentemente son cepas de levaduras del
vino de Saccharomyces cerevisiae o Schizosaccharomyces, por ejemplo “Prise de Mousse” {Lallemande EC 1118),
Vinl3, Vin7, N96, y WE352.

Por tanto, la presente invencion incluye células eucariotas o procariotas transformadas, caracterizadas porque con-
tienen al menos una molécula de acidos nucleicos que codifica una proteina Mael, o que codifica una proteina de
fusién de una proteina Mael y una proteina o péptido heter6logo. Un ejemplo de dicha célula hospedadora transfor-
mada es una cepa de levadura que tiene una secuencia de nucleétidos del gen mael como se muestra en la Figura 3 o
en la SEQ ID NO: 1, y un polipéptido funcional, que es una malato permeasa. En una forma de realizacién, la cepa
de levadura puede ser Saccharomyces, transformada con un gen de la malato permeasa, en particular, una molécula
de 4cidos nucleicos que codifica una proteina Mael. En otra forma de realizacién, la cepa de levadura transforma-
da puede ser Saccharomyces, transformada con un gen mael de S. pombe. En otra forma de realizacién, la cepa de
levadura transformada puede ser Saccharomyces cerevisiae, y el gen mael se puede clonar procedente de S. pombe.
Preferentemente, la cepa de levadura es S. cerevisiae que contiene una molécula de acidos nucleicos que comprende
la secuencia mostrada en la Figura 3 o en la SEQ ID NO: 1.

La presente invencién también incluye células eucariotas o procariotas transformadas, caracterizadas por que con-
tienen al menos una molécula de 4cidos nucleicos que codifica una proteina de fusién de una proteina Mael y una
proteina o péptido heterdlogo. En una forma de realizacion de la invencidn, se proporciona una cepa de levadura que
contiene una molécula de 4cidos nucleicos que comprende una secuencia que codifica una proteina Mael y una se-
cuencia que codifica una enzima malolactica, preferentemente que comprende el gen mael de S. pombe (Figura 3 o
SEQ ID NO: 1) y el gen mleS de L. lactis (SEQ ID NO: 5). En otra forma de realizacién de la invencion, la cepa de le-
vadura es una cepa de levadura del vino que contiene una molécula de 4cidos nucleicos que comprende una secuencia
que codifica una proteina Mael, y una secuencia que codifica una enzima mélica, lo més preferentemente la secuencia
comprende el gen mael de S. pombe (Figura 3 o SEQ ID NO: 1) y el gen mae2 de S. pombe (SEQ. ID. NOS: 7y 8).

En una forma de realizacién de la invencidn, se proporciona un procedimiento para preparar una proteina Mael
que comprende las etapas de: construccidon de un vector que comprende una molécula de ADN recombinante que tiene
la secuencia de nucledtidos definida anteriormente para transformar una célula de levaduras y permitir la sintesis de
un polipéptido que transporta malato. Asi, el procedimiento puede incluir el aislamiento del gen mael de S. pombe o
cualquier otro organismo; insertando el gen mael en un vector de clonacién, tal como un pldsmido de expresién en
levaduras o un plasmido basado en CEN, y la introduccién del gen mael en una cepa de levadura de S. cerevisiae,
transformando asf la S. cerevisiae en un microorganismo que transporta malato. El plasmido puede servir como base
para una caracterizacion y manipulacién posterior del gen mael. La expresion del gen mael en S. cerevisiae se puede
llevar a cabo sustituyendo el promotor nativo de S. pombe por las secuencias promotoras y terminadoras de S. cerevi-
siae. La construccion del gen se puede subclonar, si se desea, en un vector adecuado antes de ser transformado en la
cepa de levadura, o alternativamente, el gen se puede integrar en el ADN cromosémico de S. cerevisiae.
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Los procedimientos descritos en el presente documento se pueden usar para producir y aislar una proteina Mael.
Por tanto, la invencién proporciona un procedimiento para la preparaciéon de una proteina Mael que comprende (a) la
transferencia de un vector de expresion de la invencion a una célula hospedadora; (b) la seleccion de células hospedado-
ras transformadas entre células hospedadoras no transformadas; (c) el cultivo de una célula hospedadora transformada
seleccionada en condiciones que permiten la expresion de la proteina Mael; y (d) el aislamiento de la proteina Mael.

Las proteinas Mael de la invencién también se pueden preparar mediante sintesis quimica usando técnicas muy
conocidas en la quimica de proteinas tales como sintesis en fase sé6lida (Merrifield, 1964, J. Am. Chem. Assoc. 85:
2149-2154) o sintesis en disolucién homogénea (Houbenweyl, 1987, Methods of Organic Chemistry, ed. E. Wansch,
Vol. 15 Iy II, Thieme, Stuttgart).

IV. Aplicaciones
Sondas de nucleotidos

Las moléculas de dcidos nucleicos de la invencién permiten a aquellos expertos en la materia construir sondas
de nucleétidos para su uso en la deteccién de secuencias de acidos nucleicos que codifican las proteinas Mael. Las
sondas adecuadas incluyen moléculas de 4cidos nucleicos basadas en secuencias de dcidos nucleicos que codifican al
menos 6 aminodcidos secuenciales de las regiones de la proteina Mael como se muestra en la SEQ ID NO: 1, o en
la Figura 3. Una sonda de nucledtidos se puede marcar con una sustancia detectable tal como un marcador radiactivo
que proporcione una sefial adecuada y tenga una semivida suficiente tal como 3P, *H, *C o similares. Otras sustan-
cias detectables que se pueden usar incluyen antigenos que son reconocidos por un anticuerpo marcado especifico,
compuestos fluorescentes, enzimas, anticuerpos especificos para un antigeno marcado, y compuestos luminiscentes.
Un marcador apropiado se puede seleccionar teniendo en cuenta la velocidad de hibridacién y la unién de la sonda al
nucledtido a detectar y la cantidad de nucleétido disponible para la hibridacién. Las sondas marcadas se pueden hi-
bridar a acidos nucleicos sobre soportes sélidos tales como filtros de nitrocelulosa o membranas de nailon tal y como
se describe de manera general en Sambrook y col., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual (2nd ed.). Las
sondas de 4cidos nucleicos se pueden usar para detectar genes, preferentemente en células de levadura, que codifiquen
proteinas Mael.

Anticuerpos

Las proteinas Mael de la invencion se pueden usar para preparar anticuerpos especificos para las proteinas. Se
pueden preparar anticuerpos que se unan a un epitopo distinto en una region sin conservar de la proteina. Una regién
sin conservar de la proteina es aquella que no tiene una homologia de secuencia sustancial con otras proteinas, por
ejemplo, las regiones fuera de las PEST conservadas o los motivos de cremallera de leucinas como se describe en el
presente documento. Se puede usar una region procedente de uno de los dominios bien caracterizados (por ejemplo,
regiones PEST) para preparar un anticuerpo para una regiéon conservada de una proteina Mael. También se pueden
generar anticuerpos que tengan especificidad para una proteina Mael a partir de proteinas de fusién creadas mediante
la expresion de proteinas de fusién en bacterias como se describe en el presente documento.

Se pueden usar procedimientos convencionales para preparar los anticuerpos. Por ejemplo, usando un péptido de
una proteina Mael, se puede preparar antisuero policlonal o anticuerpos monoclonales usando procedimientos habi-
tuales [por ejemplo, la técnica del hibridoma desarrollada originalmente por Kohler y Milstein (Nature 256, 495-497
(1975)) asi como otras técnicas tales como la seleccion de librerias combinatorias de anticuerpos (Huse y col., Science
246, 1275 (1989)]. El término “anticuerpos” incluye fragmentos de anticuerpos que también reaccionen especifica-
mente con una proteina, o péptido que tenga la actividad de una proteina Mael.

Se pueden usar anticuerpos especificamente reactivos con una proteina Mael, o derivados, tales como conjuga-
dos enziméticos o derivados marcados, para detectar Mael en diversas muestras, por ejemplo, levaduras o plantas,
por ejemplo, se pueden usar en cualquier inmunoensayo conocido que dependa de la interaccién de unién entre un
determinante antigénico de una proteina Mael y los anticuerpos. Ejemplos de esos ensayos son radioinmunoensa-
yos, inmunoensayos enzimaticos (por ejemplo, ELISA), inmunofluorescencia, inmunoprecipitacion, aglutinacién con
latex, y hemaglutinacion.

Procedimientos de mediacion de la captacion de malato, dcido succinico y malonato

Una proteina Mael de la invencidn se puede usar para identificar sustancias que afecten a la actividad de la proteina,
y asi pueden ser ttiles en la mediacion del transporte del L-malato, succinato, o malonato en una célula, preferente-
mente un microorganismo (por ejemplo, una levadura) o la célula de una planta. Por tanto, la invencién proporciona
un procedimiento para identificar una secuencia que medie en el transporte de L-malato, succinato o malonato que
comprende la incubacién de una proteina Mael de la invencién con un sustrato de la proteina Mael, y una sustancia de
prueba que sea sospechosa de afectar a la actividad de la proteina Mael, y la determinacién del efecto de la sustancia
comparandola con un control. La sustancia puede ser una sustancia natural o sintética.
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En particular, la invencién proporciona un procedimiento para identificar una sustancia que medie en el transporte
de L-malato, succinato, o malonato en un microorganismo (por ejemplo, una levadura) que comprende el cultivo en
presencia de malato, succinato o malonato y una sustancia de prueba que sea sospechosa de afectar a la actividad
de una proteina Mael, de un microorganismo que ha sido transformado con una molécula de 4cidos nucleicos de la
invencion que contiene una secuencia que codifica una proteina Mael, y expresa una proteina Mael, el ensayo para la
captacion de malato, succinato, o malonato, y la determinacion del efecto de la sustancia compardndola con un control
en el que el microorganismo se cultiva sin la sustancia de prueba. El malato, succinato o malonato se pueden marcar
con una sustancia detectable como se describe en el presente documento.

Las sustancias identificadas usando los procedimientos de la invencién asi como moléculas de dcidos nucleicos an-
tisentido, y anticuerpos, pueden reducir la expresion o la actividad de la proteina Mael en una célula, preferentemente
un microorganismo o la célula de una planta, afectando asi a la captacién de malato, dcido succinico y malonato por
la célula. Los inhibidores de una proteina Mael pueden ser particularmente ttiles en la elaboracién de vino cuando la
cepa de levadura del vino usada sea muy eficiente en la degradacién de malato. Las sustancias inhibidoras pueden ser
particularmente titiles en regiones célidas, en las que normalmente hay insuficiente 4cido en el vino y el 4cido se debe
afiadir para convertir vinos planos e insipidos en vinos agradables.

Las sustancias identificadas usando el procedimiento de la invencién que estimulan la actividad de una proteina
Mael de la invencion pueden ser particularmente ttiles en la mejora de la fermentacién malolactica o maloetandlica.
Las sustancias estimuladoras pueden ser ttiles en el incremento de la captaciéon de malato y pueden tener una apli-
cacion particular en la elaboracién de vino usando cepas de levadura (por ejemplo, S. cerevisiae) que no eliminan
eficazmente el malato.

Las moléculas de 4cidos nucleicos de la invencion se pueden usar para transformar una célula, preferentemente
un microorganismo o la célula de una planta, para asi mediar en la captacién y el metabolismo del L-malato, acido
succinico, o malonato por la célula. En particular, la molécula de acidos nucleicos pueden hacer que una célula, pre-
ferente un microorganismo, sea capaz de degradar eficazmente el malato. En una forma de realizaci6n de la invencién
se proporciona un ADN recombinante que se usa para transformar un microorganismo para asi dotarlo de la capacidad
de degradar eficazmente el malato, el ADN recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
un polipéptido que media en la captacion de malato, y que permite la sintesis del polipéptido por el microorganismo
transformado.

Mais particularmente, segin la invencioén se proporciona una molécula de ADN recombinante para su uso en la
transformacién de una cepa de levadura para asi dotarla de la capacidad de degradar eficazmente el malato, dicho
ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la malato permeasa o un intermedio de la misma,
o codifica al menos en gran parte su secuencia de aminoacidos que mediard en la captacién de malato, y permite la
expresion de malato permeasa en la levadura transformada.

Se pueden usar células hospedadoras (por ejemplo, microorganismos y células de planta) de la invencién que con-
tienen una molécula de 4cidos nucleicos de la invencién para mediar en la captacién y el metabolismo del L-malato,
dcido succinico, o malonato. Por tanto, la invencién proporciona un procedimiento de mediacién en la captacién y
el metabolismo del L-malato, dcido succinico, o malonato que comprende el crecimiento en presencia de una fuen-
te de L-malato, adcido succinico, o malonato, de una célula transformada con una molécula de acidos nucleicos de
la invencién. En una forma de realizacién de la invencién, se contempla un procedimiento de degradacién del ma-
lato que incluye el cultivo, en presencia de una fuente de malato, de un microorganismo que ha sido transformado
con una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que media en la captacién de malato. Preferentemente,
el microorganismo se transforma con una molécula de dcidos nucleicos que comprende una secuencia que codifi-
ca una proteina Mael, lo mas preferentemente de la secuencia comprende el gen mael de S. pombe {Figura 3 o
SEQ ID NO: 1).

Mais especificamente, segtin la invencion se proporciona un procedimiento de degradacién del malato que incluye
el cultivo en presencia de una fuente de malato, de una cepa de levadura que ha sido transformada introduciendo en
la cepa de levadura, una secuencia de nucledtidos que codifica la malato permeasa o un intermedio de la misma, o
codifica al menos en gran parte su secuencia de aminodcidos que mediard en la captacion de malato, y que incluye
un promotor y un terminador para la promocién y terminacion la transcripcidn, y la expresion del gen de la malato
permeasa. Preferentemente la cepa de levadura es S. cerevisiae que contiene una molécula de dcidos nucleicos que
comprende una secuencia que codifica una proteina Mael, lo mas preferentemente la secuencia comprende el gen
mael de S. pombe (Figura 3 o SEQ ID NO: 1).

El procedimiento de la invencion para la degradacién de malato usando células hospedadoras transformadas de la
invencidn es particularmente ttil en la elaboracién del vino, y proporciona un medio simple y menos caro de degradar
eficazmente el malato durante, o después de la etapa de fermentacion alcohdlica. Por tanto, la invencién también
contempla un procedimiento de degradacién del malato durante la fermentacidn del vino, cuyo procedimiento incluye,
el cultivo, en mostos de uva que contienen una fuente de malato, de una cepa de levadura transformada por una
molécula de dcidos nucleicos de la invencion. En una forma de realizacién de la invencién la cepa de levadura es
transformada mediante material de ADN recombinante que incluye una secuencia de nucledtidos que codifica una
malato permeasa funcional o un intermedio de la misma, o codifica al menos en gran parte su secuencia de nucleétidos
que proporcionard actividad malato permeasa, y que adicionalmente codifica un promotor para la promocién de la
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transcripcién de la secuencia de nucleétidos y la conduccion de la expresion de la secuencia de nucleétidos, y un
terminador para terminar la transcripcién de la secuencia de nucledtidos que da como resultado una permeasa para
transportar el malato a las células de levadura.

Segtin la invencién también se proporciona un procedimiento de fermentacién del vino, que incluye el cultivo,
en un medio de fermentacién del vino que incluye mosto de uva que contiene una fuente de malato, de una cepa
de levadura transformada por una molécula de dcidos nucleicos de la invencién. En una forma de realizacion de la
invencién la cepa de levadura es transformada con un material de ADN recombinante que incluye una secuencia de
nucledtidos que codifica una malato permeasa funcional o un intermedio de la misma, o codifica al menos en gran
parte su secuencia de nucledtidos que proporcionard actividad malato permeasa, y que adicionalmente codifica un
promotor para la promocién de la transcripcién de la secuencia de nucledtidos y la conduccidn de la expresion de la
secuencia de nucleétidos, y un terminador para terminar la transcripcién de la secuencia de nucleétidos, que da como
resultado una permeasa para transportar el malato a las células de levadura.

La cepa de levadura usada en los procedimientos de la invencion para la fermentacién del vino puede ser una cepa
de levadura del vino que contiene una molécula de dcidos nucleicos que comprende una secuencia que codifica una
proteina Mael, lo mds preferentemente la secuencia que comprende el gen mael de S. pombe (Figura 3 o SEQ ID
NO: 1). En una forma de realizacion preferida de la invencion, la cepa de levadura contiene una molécula de dcidos
nucleicos que comprende una secuencia que codifica una proteina Mael y una secuencia que codifica una enzima
malolActica, preferentemente que comprende el gen mael de S. pombe {Figura 3 o SEQ ID NO: 1) y el gen mleS de
L. lactis (SEQ ID NO: 5). En otra forma de realizacién preferida de la invencion, la cepa de levadura es una cepa
de levadura del vino que contiene una molécula de acidos nucleicos que comprende una secuencia que codifica una
proteina Mael, y una secuencia que codifica una enzima madlica, lo mas preferentemente la secuencia comprende
el gen mael de S. pombe (Figura 3 o SEQ ID NO: 1) y el gen mae2 de S. pombe [SEQ. ID. NO: 7]. Los presentes
inventores han demostrado que cepas de S. cerevisiae recombinante que contienen los genes mael y mae2 de S. pombe
bajo el control de sefiales promotoras y terminadoras de S. cerevisiae degradan 8-9 g/1 de malato.

Ejemplos de cepas de levadura del vino que se pueden usar en los procedimientos de la invencién son cepas del
vino de S. cerevisiae y S. bayanus incluyendo las cepas de levadura del vino industriales Bourgovin RC 212, ICV
0-47, 71B-1122, KIV-1116 (Lallemande) “Prise de Mousse” (Lallemande EC 1118), Vin 7, Vin 13, N96, y WE352
{Dept. of Microbiology, University of Stellenbosch).

Las cepas de levadura de la presente invencién que contienen una molécula de dcidos nucleicos que codifica una
enzima malol4ctica (por ejemplo, mies) serdn utiles en la degradacién de malato a L-lactato y CO, durante la fermenta-
cion alcohdlica (es decir, la fermentacion malolactica), mientras que las cepas de levadura que contienen una secuencia
de nucledtidos que codifica una enzima malica (por ejemplo, mae2) serdn ttiles en la degradacién de malato a etanol
y CO, después de la fermentacion alcohdlica (fermentacion maloetanélica). Las cepas de levadura que contienen una
molécula de 4cidos nucleicos que codifica una enzima malolactica también pueden ser cepas sensibles al etanol. Estas
cepas sensibles al etanol se pueden usar como co-cultivos junto con cepas de levadura del vino industriales.

Las cepas de levadura de la invencién que son particularmente ttiles en la fermentacién del vino se pueden selec-
cionar basdndose en su eficacia de fermentacién usando una versién automatizada de un mini-fermentémetro como se
describe por Reed y Chen (Am J Enol Vitic 29:165, 1978). Las cepas seleccionadas basadas en las pruebas de eficacia
de la fermentacioén se pueden escalar para producciones de lotes y se pueden evaluar para pardmetros tales como la
eficacia de conversion, la tolerancia al frid, fase de adaptacidn a corto, tolerancia al etanol, tolerancia al SO,, baja acti-
vidad espumante, degradacion del malato, floculacién al final de la fermentacidn, y resistencia a zimotoxinas asesinas.
Los ensayos organolépticos también se pueden realizar usando procedimientos convencionales. Un vinatero puede
seleccionar cepas para la fermentacién maloetandlica o la fermentaciéon malolactica basdndose en la composicién del
mosto y el estilo del vino.

Se apreciara que las moléculas de 4cidos nucleicos, las células hospedadoras, y los procedimientos de la invencién
se pueden usar para mediar en la captaciéon de malato, dcido succinico, 0 malonato en campos tecnoldgicos dife-
rentes a la elaboracién del vino. Por ejemplo, el incremento de la captacién de malato y el metabolismo del malato
usando moléculas de acidos nucleicos de la invencién para asi incrementar la produccién de etanol, puede ser ttil en
fermentaciones de vino y de zumo de frutas para la produccién de licores alcohdlicos tales como el brandy.

En plantas, el malato desempefia una funcién fundamental en la mayoria de organulos. El malato lleva a cabo las
siguientes funciones importantes en plantas: (i) el malato es un intermedio en el ciclo del dcido tricarboxilico, y la
acumulacién de malato puede servir como energia respiratoria durante la noche; (ii) el malato es el almacén tanto para
el CO, como para los equivalentes de reduccién en el CAM; (iii) una lanzadera de oxaloacetato-malato media en el
transporte de los equivalentes de reduccidn al citosol o los peroxisomas, y puede actuar en la generacion de NADH
apoplastico que se usa en una reaccién compleja para generar H,O, apopldstica; (iv) el malato se puede usar como
sustancia osmdtica; (v) la sintesis y degradacion del d4cido malico son componentes del mecanismo del estado del pH;
(vi) la sintesis de malato equilibra la captacién desigual de cationes o aniones por parte de las raices; (vii) el malato
es un componente importante del exudado de algunas raices de plantas que incrementa la disponibilidad de fosfato
en el suelo; y (viii) el malato modula la dependencia del voltaje del canal de aniones estomatal y puede ser parte del
mecanismo sensor del CO, (E. Martinoia y D. Rentsch, Acta. Rev. Plant Physiol Plant Mol Biol 1994, 45: 447-67).
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Las moléculas de 4cidos nucleicos (por ejemplo, moléculas de 4cidos nucleicos que codifican proteinas Mael, o
equivalentes funcionales de proteinas Mael, y opcionalmente genes que codifican enzimas involucradas en el meta-
bolismo del malato en plantas como se describe en el presente documento), las células hospedadoras que contienen
las moléculas de 4cidos nucleicos, y las sustancias de la presente invencion pueden ser utiles en la modulacién del
metabolismo del malato en plantas afectando de esa forma a una o mas funciones como se ha descrito anteriormente.
En particular, las moléculas de dcidos nucleicos, células hospedadoras, y sustancias de la presente invencion pueden
ser ttiles en la modificacion del transporte del malato en orgdnulos de plantas tales como cloroplastos, mitocondrias,
vacuolas, peroxisomas, y simbiosomas para afectar de esa forma al metabolismo del malato en los orgdnulos. Las
moléculas de 4cidos nucleicos, células hospedadoras, y sustancias de la presente invencidon pueden ser ttiles en la
modulacién de la eficiencia mediante la cual algunas plantas convierten el CO, en carbohidratos. Ademads, el acido
malico desempefia un papel muy importante como reservorio energético en el ciclo diurno del metabolismo de plantas
superiores. Por tanto, las moléculas de dcidos nucleicos de la invencién pueden ser usadas en pldstidos, cloroplas-
tos, mitocondrias, y otros orgdnulos de plantas superiores para controlar el metabolismo del malato que da lugar a la
construccién de plantas de mayor eficiencia energética de interés agricola u otro interés comercial.

La invencion se entenderd con mayor profundidad por referencia a los siguientes ejemplos. No obstante, se pretende
que los ejemplos sean meramente ilustrativos de formas de realizacién de la invencién y no se deben interpretar como
una limitacién del alcance de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Clonacion y caracterizacion de la Mael

Cepas y condiciones de crecimiento: Se usoé la cepa de Escherichia coli HB101 (hsd20 leuB supE44 ara-14 galK?2
lacYl proA2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 recAl3 mcrB). Los procedimientos para la manipulacion de las células y el ADN
de Escherichia coli se basan en los de Sambrook y col. (1989). Ademads, también se usé en este estudio una cepa
haploide de Schizosaccharomyces pombe 912 leu 1-32 h- (tipo silvestre), y un mutante mael- haploide de S. pombe
leu 1-32 T-h mael- (Osothsilp y Subden, 1986b). Las células de levadura se crecieron en YE (2% de glucosa, 0,5%
de extracto de levadura), MM (Alfa y col., 1993) mds leucina y medio YEPD (1% de extracto de levadura, 2%
de Bactopeptona, 2% de glucosa), suplementado con el 0,8% de acido L-mdlico (Sigma, St. Louis, MO) si fuera
necesario. Los transformantes se seleccionaron en YNB (0,17% de base nitrogenada de levaduras sin aminodcidos
y (NH,) SO,, [Difco Laboratories, Detroit, MI], 0,5% de (NH,),SO,, 2% de glucosa, 1,7% de bacto-agar [Difco
Laboratories, Detroit, MI] y agar indicador de malato-glucosa (MGIA), descrito previamente por Osothsilp y Subden
(1986b).

Transformacion de levaduras: Las células de S. pombe se transformaron por electroporacioén (Prentice, 1992).

Electroforesis en gel de campo pulsado y transferencia de Southern: La transferencia cromosdmica se realizé como
se describe por Viljoen y col. (1994). En la transferencia de Southern se usaron procedimientos habituales (Sambrook
y col., 1989). Se us6 una membrana de nailon Hybond-N de 0,45 um (Amersham International, Buckinghamshire,
RU). Se uso6 el kit de mareaje de ADN cebado aleatoriamente {Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) para el
radiomarcaje de la sonda mael.

Transferencia de Northern: El aislamiento del ARN se realiz6 segin Viljoen y col. (1994). El ARN total se separ6
en un gel desnaturalizante al 0,8% de agarosa/formaldehido 2,2 M y se transfirié a una membrana de nailon Hybond-
N de 0,45 um (Amersham International, Buckinghamshire, Rii) como se describe por Sambrook y col. (1989).

Clonacion del gen mael: Se usé una libreria gendmica HindIIl de S. pombe preparada en un vector lanzadera WHS
por Paul Young (Queen’s University, Kingston, Ontario) para transformar la cepa de S. pombe leul-32 mael, h- segiin
el procedimiento de Beach y col. (1982). Los transformantes se transfirieron a 100 ul de medio indicador liquido MG1
(Osothsilp y Subden, 1986b). La complementacién se determiné colorimétricamente y a continuacion se confirmé
mediante ensayos de la actividad transportadora (Osothsilp y Subden, 1986b).

Un subclon EcoR1 de 5,4 kb y un subclon Smal de 3,4 kb en pRS315 (Sikorski y Hieter, 1989) se transformaron
en el mutante mael para determinar qué fragmento contenia el gen mael.

Andlisis de la secuencia de ADN de mael

Para secuenciar el fragmento clonado, se realizaron digestiones unidireccionales con la exonucleasa III (Sambrook
y col., 1989). Los derivados de delecién se transformaron en E. coli (Tschumper y Carbén, 1980).

El pldsmido de ADN se aislé a partir de los transformantes usando el método de lisis alcalina de Lee y Rasheed
(1990) y se digirié con Pvull para determinar los tamafios de los fragmentos obtenidos. Los fragmentos solapados se
seleccionaron por andlisis de la secuencia de ADN {Tabor y Richardson, 1987) y el fragmento de ADN que contiene
el gen mael se secuencié en ambas direcciones usando Sequenase v2.0 (US Biochemical Corp., Cleveland, OH).
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La secuencia de nucleétidos se analizé con el paquete de programas del Genetics Computer Group. Se realizaron
bisquedas en la base de datos del Genbank usando los programas FASTA y TFASTA y usando BLAST sobre el
servicio de archivos NCB1 (Altschul y col., 1990). Los segmentos transmembrana de la proteina mael se predijeron
mediante los métodos de Eisenberg y col. (1984) y Rao y Argos (1986).

Ensayos del transporte para los dcidos L-mdlico y succinico: Se recogieron células de levadura en la fase de
crecimiento logaritmica (DO de 1,2 a Asys) y se lavaron tres veces con KC1 0,1 M (pH 3,5). Las células se suspendieron
en 4 mi de KC1 0,1 M (pH 3,5) y se almacenaron a 4°C. Los ensayos del transporte se completaron en 3 h. Las
suspensiones celulares se pre-incubaron durante 5 minutos en un bafio de agua agitador a 30°C a 100 rpm. Los ensayos
se iniciaron afadiendo 25 ul de L-malato marcado con *C (45 uCi/umol) (Amersham), 100 ul de 4cido succinico (42
#Ci/umol) (ICN), 100 ul de 4cido malénico (56,7 uCi/umol) (Du Pont) o 100 ul de a-cetoglutarato (51,8 uCi/umol)
(Du Pont). Se retir6 una muestra de 0,5 ml a intervalos de 10, 20, 40, 60, y 120 segundos, se filtré rapidamente a
través de membranas de 0,45 um (Millipore Corporation, Bedford, MA), y se lavé inmediatamente tres veces con
cantidades de 5 mi de KC1 0,1 M enfriado en hielo (pH 3,5). Los filtros que contiene las células se secaron al horno
a 50°C y se pusieron en viales de centelleo que contienen 5 mi de mezcla de reaccién de centelleo (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Alemania). Se usaron células llevadas previamente a ebullicién (5 min) para determinar la
unién no especifica del ['*C] malato, succinato, malonato y a-cetoglutarato a las células de levadura.

Clonacion y subclonacion del gen mael: El gen mael se clond a partir de una libreria gendmica HindIII de S.
pombe por complementacion de un mutante transportador. Osothsilp y Subden (1986b) generaron diversos mutantes
de S. pombe que eran incapaces de utilizar el malato. Un subclon Smal de 3,4 kb fue el fragmento mas pequefio capaz
de restaurar completamente del transporte del L-malato en el mutante.

Localizacion cromosomica del gen mael: El andlisis de Southern de geles CHEF (Figura 1) confirmé la localiza-
cién del gen mael sobre el cromosoma 1 (Osothsilp, 1987). El andlisis de la secuencia revelé que el gen mael esta
localizado 2842 pb en 5’ al gen MFml (Davey, 1992) (Figura 2).

Secuencia de nucledtidos del gen mael: La secuencia del gen mael de S. pombe se ha enviado al GenBank con
el nimero de acceso U21002 pero no estd disponible al piblico o a cualquier otra persona distinta del solicitante
sin la autorizacién del solicitante. En la Figura 2 se muestra un mapa de restriccién del gen mael. La secuencia de
nucledtidos del gen mael de la invencién se da en la Figura 3. El andlisis de la secuencia de ADN revel6 un marco de
lectura abierto de 1314 pb. Las busquedas de homologia de la base de datos del GenBank v72.0 llevada a cabo para
la secuencia de nucleétidos y la secuencia deducida de la proteina, no revelé ninguna similitud significativa con otras
secuencias de ADN o protefnas. Una secuencia TATAT prominente repetida (cuatro veces) estaba localizada de -153
a-175 pb aguas arriba del codén ATG. Se encontrd una repeticion directa de 10 pp TCATTTTTTA separada por 9 pb
en las posiciones -258 a -267 y -277 a -286.

Caracteristicas de la proteina mael: Se ha predicho que el gen mael codifica una proteina de 435 residuos ami-
nodcidos (aa) con un peso molecular predicho de 49 kDa aproximadamente. El perfil de hidropatia de la secuencia de
aa deducida (Figura 4) revel6 una proteina con N y C-términos hidréfilos y diez hélices putativas que se extienden a
través de la membrana, tipicas de proteinas de transporte de membrana. Los 36 aa N-terminales y los 65 aa C-termina-
les son altamente hidréfilos. No se encontrd péptido sefial en el N-término pero no se debe descartar la presencia de un
péptido sefial interno. Varias proteinas de membrana sin una secuencia sefial en el N-término, por ejemplo, la arginina
permeasa codificada por CAN 1 (Hoffmann, 1985) y la proteina GAL2 (Tschopp y col., 1986) de S. cerevisiae no
contienen secuencia sefial.

Los segmentos transmembrana de la proteina mael se predijeron mediante los métodos de Eisenberg y col. (1984)
y Rao y Argos (1986).

Se construyé un modelo estructural para la malato permeasa mediante andlisis por ordenador (Figura 5). Dos
enlazadores hidréfilos prominentes, de 20 y 25 aa de largo, estdn localizados entre los dominios hidréfobos que se
extienden a través de la membrana dos y tres, y siete y ocho, respectivamente. La longitud de los otros enlazadores
hidréfilos abarca entre 7 y 12 aa.

Varios motivos conservados fueron reconocidos en la proteina mael. En el extremo C-terminal se encuentra una
region PEST (aa 421-434) bien conservada. Muchas proteinas con semi-vidas intracelulares inferiores a 2 h contienen
una o mds regiones PEST, que constan de prolina (P), dcido glutimico (E), serina (S), treonina (T) y en un menor
grado 4cido aspartico (Rogers y col., 1986).

Un motivo de cremallera de leucinas (aa 214 a 235), que consta de cuatro residuos leucina espaciados por 6 aa, esta
localizado entre los dominios que se extienden a través de la membrana seis y siete. La periodicidad de una leucina o
isoleucina cada siete residuos (Landschulz y col., 1988) se ha observado en varias proteinas transportadoras (Bisson y
col., 1993). En transportadores de la glucosa en mamiferos y en muchos de los transportadores flingicos se encuentra
un motivo de cremallera conservada en o cerca del segundo dominio transmembrana putativo (White y Weber, 1989).
Se ha demostrado que estos motivos median en las interacciones proteina-proteina en diversos sistemas por medio de
una estructura helicoidal enrollada. No se sabe si este motivo tiene alguna funcién en los transportadores. No obstante,
en general existe un elevado grado de conservacién de este motivo entre transportadores eucariotas (Bisson y col.,
1993).
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La proteina mael contiene tres sitios potenciales de glicosilacién unidos a N localizados en los aa 193, 277 y 336.
Los posibles sitios de fosforilacién de la proteina quinasa C se encuentran en la posicién 28: phvplSqrlkh y en la
posicion 94: ikypsTikdsw.

Expresion del gen mael: El andlisis de Northern revel6 que el gen mael codifica un tnico transcrito de 1,5 kb
aproximadamente. La expresion del gen mael en presencia de glucosa, rafinosa o fructosa (Figura 6) revel6 que el gen
mael de S. pombe no estaba sujeto a la represion catabdlica como se ha informado previamente para los genes de la
malato permeasa de C. utilis (Cassio y Leao, 1993) y H. anomala (Corte-Real y Leao, 1990).

Transporte del dcido mdlico y dcido succinico mediante la permeasa mael de S. pombe: Los ensayos de transporte
del 4cido madlico, succinico, malénico y a-cetoglutarico se realizaron usando una cepa de tipo silvestre de S. pombe,
un mutante mael- y el mutante mael- complementado con el gen mael. El fragmento Smal de 3,4 kb que contiene el
gen mael clonado en pRS315 restaur6 completamente el transporte de los dcidos L-maélico (Figura 7 (a)), succinico
(Figura 7(b)) y malénico en el mutante mael-. El a-cetoglutarato no fue transportado por ninguna de las cepas de S.
pombe usadas en los ensayos de transporte.

Sousa y col. (1992) afirmaron que la inhibiciéon competitiva de las velocidades de captacién inicial del dcido
L-malico por el 4acido succinico, dcido D-malico, 4cido fumadrico, acido oxaloacético, acido a-cetoglutarico, acido
maleico y 4cido maldnico sugiere que estos dcidos son transportados por el mismo transportador. Los resultados
muestran que el gen mael de S. pombe codifica una permeasa general para el L-malato, succinato y malonato.

Estos datos muestran una permeasa de acidos dicarboxilicos C, en eucariotas.

Ejemplo 2

Expresion funcional de los genes mael y mae2 de S. pombe en S. cerevisiae

S. cerevisiae no puede degradar eficazmente el malato debido a la ausencia de un transportador de malato, y una
enzima madlica con una baja afinidad por el sustrato. En contraste, S. pombe degrada el malato activamente puesto
que la levadura contiene una permeasa para el malato y una enzima madlica con una elevada afinidad por el sustrato
(Figura 8). Las fusiones de lacZ demostraron que los promotores de los genes mael (SEQ ID NO: 1) y mae2 (SEQ
ID NO: 3) de S. pombe no son funcionales en S. cerevisiae. Para expresar estos genes en S. cerevisiae, los marcos
de lectura abiertos (ORFs) de mael y mae2 de S. pombe se subclonaron en cassettes de expresion que contienen las
secuencias promotoras y terminadoras de la alcohol deshidrogenase (ADH]1) y la 3-fosfoglicerato quinasa (PGK1) de
S. cerevisiae. Las diferentes construcciones empleadas en este estudio se listan en la Tabla 1.

Todos los pldsmidos listados en la Tabla 1 se transformaron en la cepa de laboratorio YPH259 de S. cerevisiae
(Sikorski, 1989). Las cepas de S. cerevisiae recombinantes que contienen el gen mael eran capaces de transportar ac-
tivamente el L-malato (Figura 9), demostrando asi la sintesis, la modificacién post-traduccional correcta y la insercién
de la proteina Mael de S. pombe Mael en la membrana plasmdtica de S. cerevisiae. Se investigé la capacidad de las
cepas de S. cerevisiae recombinante, que contienen los genes mael y mae2 de S. pombe bajo el control de las sefiales
promotoras y terminadoras de S. cerevisiae, para degradar 8-9 g/l de L-malato en medio basado en glicerol-etanol al
2% (condiciones respiratorias) y basado en glucosa al 2% (condiciones fermentativas) (Figs. 10y 11).

Las cepas de levadura control YADH y YPGK sélo degradaron cantidades insignificantes de L-malato después de
22 dias. Las cepas recombinantes YADH-mael y YPGK-mael que s6lo contienen permeasa, mostraron una capacidad
incrementada para degradar L-malato {Figs. 10y 11) que probablemente se consiguié con la enzima madlica nativa de
S. cerevisiae. La degradacién del L-malato mediante cepas recombinantes que contienen solamente la enzima malica
de S. pombe, no fue significativamente diferente de la de las levaduras control. No obstante, cuando se introdujeron
tanto el gen de la malato permeasa (mael) como el gen mae2 de S. pombe, se produjo la degradaciéon completa del
L-malato.

En medio glicerol-etanol al 2% y glucosa al 2%, la cepa recombinante MAL?2 fue capaz de degradar completamen-
te el L-malato el 7 y 19 dias, respectivamente (Figs. 10 y 11). Comparada con MAL2, la cepa recombinante MAL1
degradé el malato menos eficazmente en ambos medios de glicerol-etanol y glucosa. Este fenémeno posiblemente se
puede explicar por el hecho de que el gen mae2, bajo el control del promotor de ADH1 (MAL2), se expresa mds inten-
samente que el gen mae2 bajo el control del promotor de PGK1 (MAL1). También es posible que la sobreexpresion
de la proteina Mael pueda tener un efecto disruptor sobre la membrana celular de la levadura. Este efecto habria sido
mas severo en la construccién en la que el gen mael estd bajo el control del promotor de ADH1 mas fuerte.

La capacidad de las cepas MAL1 y MAL2 para metabolizar el L-malato diferia considerablemente en el medio
de glicerol-etanol y el medio de glucosa. Ambas cepas recombinantes se comportaron mucho mds eficazmente en
glicerol-etanol que en el medio de glucosa. En glicerol-etanol, el 92% (7 g/1) del L-malato fue degradado rdpidamente
en 4 dias por la cepa MAL2 (Figura 10), mientras que en el medio de glucosa (Figura 11) esta cepa degradé el L-malato
mucho més despacio; después de 4 dias sélo el 27% del malato habia sido degradado. La degradacion completa del
L-malato en medio de glucosa ocurrié sélo después de 18-19 dias. Ni el promotor de PGK1 ni el promotor de ADH1
usados estaban sometidos a la regulacion de la glucosa; la expresion de los genes mael y mae2 en el medio de glucosa
se confirmé mediante andlisis de transferencia de Northern y Western.
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Este estudio ha demostrado que S. cerevisiae requiere una permeasa para degradar eficazmente el malato. En
contraste a numerosos intentos infructuosos en otras partes, se disefié una cepa de S. cerevisiae por ingenieria genética
que degrada hasta 8 g/l de L-malato en 7 dias en condiciones aerdbicas.

Ejemplo 9

Fermentacion maloldctica en mostos de Cuba mediante una cepa modificada por ingenieria genética de S. cerevisiae
En el estudio resumido en este ejemplo se usaron los siguientes materiales y procedimientos:
Cepas y plasmidos: Las diferentes cepas y plasmidos empleados se listan en la Tabla 2.

Subclonacion de los genes mael y mleS: Las manipulaciones del ADN se realizaron en el vector lanzadera de la
levadura E. coli YEplacl81 (Gietz y Sugino, 1988). Se obtuvo el vector de expresion pHVX2 (Tabla 2) por subclona-
cion de un fragmento HindlII a partir del plasmido pJC (Crous y col., 1995), que contiene las secuencias promotoras
y terminadoras de PGK1 en el sitio HindIII de Yeplac181 (Figura 15). El ORF de mael se aisl6 como fragmento
Ball-Ndel a partir del plasmido pJG1 (Grobler y col., 1996) y se subcloné en YEplacl181 que contiene un sitio de
clonacién multiple con los sitios de restriccion EcoRI, Ball, Ndel y BglII. E1 ORF de mael se volvi6 a aislar en forma
de fragmento EcoRI-BglII y se subclond en el sitio EcoRIIBgIII de pHvX2 para dar el plasmido pHV3 (Figura 15).
La clonacién y expresion del gen mleS de L. lactis en S. cerevisiae ha sido descrita previamente (Denayrolles y col.,
1994).

Condiciones de cultivo: E. coli JM10 9 (Tabla 2) se creci6 en caldo Terrific {1,2% de triptona, 2,4% extracto de
levadura, 0,4% de glicerol y 10% (v/v) de disolucién tampén de KH,PO, 0,17 M y K,HPO, 0,72 M) a 37°C. Los
transformantes de E. coli se seleccionaron en medio LB (0,5% de extracto de levadura, 1% de NaCl, 1% de triptona)
suplementado con ampicilina.

Las células de levadura se cultivaron en medio YPD liquido (1% de extracto de levadura, 2% de bactopeptona,
2% de glucosa) a 30°C. S. cerevisiae se transformé con los pldsmidos pHV3 y pMDMALO juntos, asi como con
pHVX2, pHV3 o pMDMALO independientemente (Tabla 2). Los transformantes se aislaron sobre placas de agar
YNB selectivas (0,17% de base nitrogenada de levadura (YNB) sin aminoécidos (aa) y sulfato de amonio [Difco
Laboratories, Detroit, MI], 0,5% de (NH,4),SOy, 2% de glucosa y 1,7% de agar, suplementado con el 0,002% (p/v) de
adenina, histidina y el 0,003% (p/v) de licina con o sin uracilo y leucina, o ambos. Los transformantes se cultivaron
a una elevada densidad celular en medio liquido YNB malolactico 10 a 30°C, se recogieron por centrifugacion y se
resuspendieron en zumo de uva estéril antes de la inoculacién en mosto de uva.

Fermentacion maloldctica en mostos de uva: Las cepas recombinantes de S. cerevisiae que contienen los diferentes
pldsmidos se inocularon a una concentracion final de 2 x 10° células/ml en 200 ml de mosto (precalentado a 15-20°C)
en contenedores de vidrio de 250 mi. Los mostos de Cabernet Sauvignon (2,8 g/1 de L-malato) y Shiraz (3,2 g/1 de L-
malato) se fermentaron a 20°C y el mosto de Chardonnay (3,4 g/1 de L-malato) a 15°C, sin agitacién. Ambos mostos
de uva roja y uva blanca se suplementaron con el 0,07 5% de fosfato de diamonio antes de la inoculacién.

La concentracién de malato durante la fermentacién se midié enzimaticamente usando el kit de prueba L-Malic
Acid Test Kit (Boehringer Mannheim, Alemania). La conversién de malato en lactato se visualizé por cromatografia
en papel seglin procedimientos habituales. Se us6 el recuento en placa sobre placas de agar YPD para determinar el
nimero de células viables y el crecimiento de las cepas malolacticas de S. cerevisiae.

En este estudio se construy6 una cepa recombinante de S. cerevisiae, que contiene tanto el gen mael de S. pombe
(SEQ ID NO: 1) como al gen mleS de L. lactis (SEQ ID NO: 2). Se investig6 la capacidad de la cepa recombinante
para llevar a cabo la fermentacién malolactica en mostos de uva Cabernet Sauvignon, Shiraz y Chardonnay. La cepa
de levadura recombinante (MLF1), que contiene tanto el gen mael de S. pombe como el gen mleS de L. lactis, degradé
eficaz y rdpidamente el L-malato a L-lactato en el mosto de uva en un periodo de tiempo significativamente corto
(Figs. 12 y 13). Las cepas de levadura control, que sélo contienen el cassette de expresion de PGK1 (pHVX2), o el
gen mleS (P(MDMALO) o el gen mael (pHV3) bajo el control del promotor de PGK1, eran incapaces de degradar el
L-malato en L-lactato y CO,.

El metabolismo rdpido y completo de 2,8 g/1 de L-malato en mosto de Cabernet Sauvignon se obtuvo en 3 dias
(Figura 12). En mosto de Chardonnay, 3,4 g/1 de L-malato se degradaron a lactato en 7 dias a 15°C. (Figs. 13y 14).
También se consiguié una fermentacién malolactica rdpida (2 dias) con la cepa recombinante en el mosto de la uva
Shiraz.

La integracién de los genes mael y mleS en los genomas de las cepas de levadura del vino debe producir cepas que
sean capaces de degradar el malato en lactato y CO, durante la fermentacion alcohdlica. Una aproximacion alternativa
es construir cepas malolacticas de S. cerevisiae sensibles al etanol que se pueden usar como co-cultivos junto con
cepas de levadura del vino industriales. El uso de cepas maloléacticas de S. cerevisiae sensibles al etanol durante la
vinificacién debe dar como resultado una degradacion rapida y completa del malato en lactato. No obstante, se evitara
la expansion de levaduras malolacticas en una bodega puesto que estas células de levadura moriran durante las tdltimas
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fases de la fermentacién debido a la toxicidad del etanol. El completamiento temprano de la fermentacién malolactica
en el vino es de gran importancia para los vinateros, puesto que las operaciones en la bodega pueden comenzar
inmediatamente para evitar la oxidacidén y el deterioro del vino. La aplicacién de cepas malolécticas de S. cerevisiae
puede evitar retrasos con el embotellamiento temprano y almacenamiento del vino, inmediatamente después de la
fermentacion alcohdlica.

Habiendo ilustrado y descrito los principios de la invencién en una forma de realizacién preferida, aquellos exper-
tos en la materia deben apreciar que la invencién se puede modificar en el orden y los detalles sin apartarse de esos
principios. Nosotros reivindicamos todas las modificaciones que entren dentro del alcance de las siguientes reivindi-
caciones.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente mencionadas en el presente documento se incorporan
por referencia en su totalidad en el mismo grado que si se indicase especifica e individualmente que cada publicacion,
patente o solicitud de patente individual se incorporase por referencia en su totalidad.

A continuacién se exponen citas completas para algunas de las referencias mencionadas en la memoria descriptiva,
y se proporcionan leyendas detalladas para algunas de las Figuras.

La solicitud contiene el listado de secuencias que forman parte de la solicitud.

TABLA 1
Construcciones usadas para disefiar por ingenieria genética una via de degradacion del malato en S. cerevisiae
YPH259 (19)
Nombre de la |Descripcién Cepa
construccién recombinante
pHVX1 Vector lanzadera YEplacl8l | YADH
{183, que contiene el
cassette de expresidn ADHI,-
ADH1:
pHVXZ2 Vector lanzadera  YEplacl8l | YPGK

gue contiene el cassette de
expresidén PGK1,-PGKl

pHV1 pHVX1 con el ORF de mael|YADH-mael
{ADHl,-maeli-adhly)

pHVZ pPHVXL con el ORF de maeZ|YADH-maelZ
{ADH1l,-maez-adhly)

pHV3 pHVX2 con el ORF de mael| YPGK-mael
(PGKl,~mael-PGKl.)

pHV4 pHVX2 con el ORF de maed|YPGK-maeZ
{PGK1l,—mae2~PGKl:)

pHVS Combinacidén de pHV1 vy pHV4|MALL

para dar un vector basado en
YEplacl8l gque contiene el
sistema de expresién ADHIl -
mael-ADH1./PGKl,~mae2-PGKl

pHVE Combinacidén de pHVZ y pHV3|MALZ

para dar un vector basado en
YEplacl8l gque contiene el
sistema de expresidén ADHl -
maeZ-ADH1./PGKl,~mael-PGKl,
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TABLA 2

ORF de mleS insertado
entre las secuencias
promotoras vy terminadoras
de PGKl

Cepas Descripecidn Ref.

E. coli JM109 |endARl, recAl, gyrA%6, thi,
hsdR17 {rpoamet+], reldl,
supk44, A7, A{lac-proAB),

[Fl, traD3e6, proAfB+,
lacl92AM15]

S. cerevisiae |a ura3-52, 1lys2-801*%, | Sikorski y
ade2-101°¢hre, nhis3A200, | Hieter, 1989
leu2-al

Plasmidos

PHVX?Z2 Vector de expresidn que|Figura 15
sélo contiene 1las
secuencias  procmotoras y
terminadoras de PGKI1

pHV3 Plasmido episomal | Figura 15
multicopia que contiene el
ORF de mael insertado
entre las secuencilas
promotoras y terminadoras
de PGK1

PMDMALO Plasmido eplsomal | Denayrolles vy
milticopia gue contiene el |col., 1995
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Leyendas de las Figuras detalladas para las Figs. 1 a 15

Figura 1. Transferencia cromosémica del gen mael. Los cromosomas de S. pombe se separaron sobre un gel de
CHEEF (izquierda) y se probaron con una sonda con el fragmento Nsil/Xhol interno marcado de mael (derecha).

Figura 2. Mapa de restriccidn y estrategia de secuenciacién del ADN para la region codificante y 3’ del gen mael
y del gen MFml. Solamente se muestran los sitios de restriccién unicos que se producen dentro del gen mael. Los
fragmentos de la exonucleasa solapados se generaron para la secuenciacion como se indica por las flechas. Ambas
hebras del gen mael se secuenciaron completamente mientras que s6lo se secuencié una hebra del gen MFml.

Figura 3. Secuencia de nucleétidos y secuencia de aminoacidos deducida del gen mael. Los nucledtidos estin
numerados a la izquierda, y los aminodcidos, designados por el codigo estdndar de una sola letra, estin numerados
a la derecha. Las flechas que conectan los residuos 421 y 434 encierran una secuencia PEST; la serina y la treonina
marcadas con un circulo son los sitios de fosforilacién potenciales de la secuencia PEST. Los segmentos putativos que
se extienden a través de la membrana se muestran en forma de cajas sélidas. Las asparaginas (N) marcadas con un
circulo son posibles sitios de glicosilacion. Las estrellas indican una cremallera de leucinas putativa. En el extremo 5’
la caja “TATA” putativa estd subrayada.

Figura 4. Diagrama de hidropatia de la proteina mael predicha. El perfil se determiné mediante el algoritmo de
Kyte y Doolittle (1982) usando una ventana de 10 aa.

Figura 5. Modelo que muestra la distribucion propuesta de los dominios de membrana hidréfobos que estdn nu-
merados del 1 al 10. Los sitios de N-glicosilacion (Y), el patrén de cremallera de leucinas (que conecta los dominios
6y 7) y la regién PEST (cilindro abierto préximo al extremo -COOH) estdn indicados sobre un modelo. El modelo
se construy6 a partir del andlisis de la proteina mael usando los métodos de Eisenburg y col. (1984) y Rao y Argos
(1986).

Figura 6. Transferencia de Northern del ARN total de S. pombe de tipo silvestre, probada con una sonda con el
fragmento Ns1/Xhol de mael de 695 pb. Las células se crecieron en glucosa (1), fructosa (2), fructosa tamponada con
succinato 10 mM a pH 6,0 (3) o rafinosa (4) como tnica fuente de carbono.

Figura 7. Captacion de ['*C] dcido L-malico (a) y ['*C] 4cido succinico (b) por el tipo silvestre (A), el mutante
mael- (O) y el mutante complementado (O). El transporte del dcido L-madlico y el 4cido succinico por el mutante
fue completamente restaurado mediante la transformacién de las células con el gen mael. Se obtuvieron resultados
similares cuando se usé [**C] 4cido malénico (datos no mostrados).

Figura 8. (A) S. cerevisiae no puede degradar eficazmente el malato debido a la ausencia de un transportador de
malato y una enzima madlica con una baja afinidad por el sustrato (K,, = 50 mM). (B) En contraste, S. pombe degrada
el malato activamente puesto que esta levadura contiene una permeasa para el malato y otros dcidos dicarboxilicos C,.
Ademds, la afinidad por el sustrato de la enzima maélica de S. pombe es considerablemente superior que la de la enzima
de S. cerevisiae.
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Figura 9. Captacién de '*C L-malato por cepas recombinantes de S. cerevisiae que contienen el gen mael de S.
pombe bajo la regulacién (A) del promotor de PGK1 y (B) el promotor de ADHI, segin Grobler y col. (14). Las
células se cultivaron hasta una DOgy = 0,6 en un medio de glucosa al 2%, que contiene el 0,17% de base nitrogenada
de levadura [sin aminodcidos y (NH,),SO,] y el 0,5% de (NH,)2S04, el 0,002% de adenina, uracilo e histidina y el
0,003% de lisina.

Figura 10. Degradacion del malato por las cepas recombinantes de S. cerevisiae que contienen los genes mael y/o
mae2 de S. pombe en medio glicerol-etanol al 2% que contiene 8-9 g/l de L-malato. El medio de glicerol/etanol y el
medio de glucosa se suplementaron como se indica en la Figura 9. La concentracién de malato durante la fermentacién
se midi6 enzimdticamente con el kit de prueba 1-malic Acid Test Kit de Boehringer Mannheim. La degradacién del
malato se consideré completa cuando la concentracion alcanzé los 0,3 g/l de L-malato (en este punto durante la
vinificacién se considerd que la fermentacién malolactica se habia completado).

Figura 11. Degradacion del malato mediante las cepas recombinantes de S. cerevisiae que contienen los genes
mael y/o mae2 de S. pombe en medio glucosa al 2% que contiene 8-9 g/l de L-malato. El medio de glicerol/etanol y el
medio de glucosa se suplementaron como se indica en la Figura 9. La concentracién de malato durante la fermentacién
se midi6 enzimdticamente con el kit de prueba 1-malic Acid Test Kit de Boehringer Mannheim. La degradacién del
malato se consideré completa cuando la concentracién alcanzé los 0,3 g/1 de L-malato (en este punto durante la
vinificacién se considerd que la fermentacion maloléctica se habia completado).

Figura 12. Degradacién del L-malato en mosto de uva Cabernet Sauvignon mediante cepas recombinantes de S.
cerevisiae. La degradacion del malato se consideré completa cuando la concentracion alcanz6 los 0,3 g/1 de L-malato
(Martineau y col., 1995). La cepa MLF1 de S. cerevisiae que contiene el gen de la malato permeasa (mael) de S. pombe
y el gen malolactico (mleS) de L. lactis degrad6é completamente el L-malato en el mosto de uva Cabernet Sauvignon.
El malato no fue degradado por las levaduras control que contienen el cassette de expresién de PGK1 (pHVX2) o el
gen mleS (pMDMALO) o el gen mael (pHV3) individualmente.

Figura 13. Degradacién del L-malato en mosto de uva Chardonnay mediante cepas recombinantes de S. cerevisiae.
La degradacion del malato se consider6é completa cuando la concentracién alcanzdé los 0,3 g/l de L-malato (Martineau
y col., 1995). La cepa MLF1 de S. cerevisiae que contiene el gen de la malato permeasa (mael) de S. pombe y el
gen malolactico (mleS) de L. lactis degradé completamente el L-malato tanto en el mosto de uva Cabernet Sauvignon
como Chardonnay. El malato no fue degradado por las levaduras control que contienen el cassette de expresion de
PGKI1 (pHVX2) o el gen mleS (pMDMALO) o el gen mael (pHV3) individualmente.

Figura 14. La fermentacién maloldctica mediante las cepas de levadura recombinantes de S. cerevisiae en vinos
Cabernet Sauvignon (A) y Chardonnay (B) después de la fermentacion. Los carriles A3 y B3 corresponden al mosto
fermentado con MLF1. Los carriles uno y dos (A y B) corresponden a la levadura control que contiene sdlo el cassette
de expresion de PGK1 (pHVX2) o el gen mleS (p(MDMALO), respectivamente.

Figura 15. Subclonacién del ORF de mael de S. pombe bajo el control de las secuencias promotoras y terminadoras
de PGK1 en pHVX2, un derivado de Yeplac181 (Sikorski y Hieter, 1989).
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de dcidos nucleicos aislada, que comprende

(i) una secuencia de 4cidos nucleicos que codifica una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos mostrada
en la SEQ ID NO: 2 o en la Figura 3;

(ii) secuencias de dcidos nucleicos complementarias a (i);

(iii) secuencias de dcidos nucleicos capaces de hibridarse en condiciones rigurosas a un 4dcido nucleico de (i),

que codifica una malato permeasa eucariota de S. pombe que media en la captaciéon de L-malato, succinato, y
malonato.

2. Una molécula de 4cidos nucleicos aislada segiin la reivindicacién 1 en la que la proteina contiene una regién
PEST, y un motivo de cremallera de leucinas.

3. Una molécula de dcidos nucleicos aislada segiin la reivindicacién 1 que comprende

(1) una secuencia de acidos nucleicos segin la SEQ ID NO: 1 o la Figura 3, en la que la T también puede ser U;

(ii) secuencias de acidos nucleicos complementarias a (i), preferentemente complementarias a la secuencia de
acidos nucleicos de longitud completa mostrada en la SEQ ID NO: 1 o en la Figura 3;

(iii) una secuencia de acidos nucleicos capaz de hibridarse en condiciones rigurosas a un acido nucleico de (i), o

(iv) una secuencia de acidos nucleicos que difiere de cualquiera de los dcidos nucleicos de (i) a (iii) en las secuen-
cias del codén debido a la degeneracion del cédigo genético.

4. Una sonda de 4cidos nucleicos aislada segtn la reivindicacién 1, que codifica al menos 6 acidos nucleicos
secuenciales a partir de la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1 o en la Figura 3.

5. Un procedimiento de aislamiento de un dcido nucleico segin la reivindicacién 1 que comprende la puesta en
contacto de un 4cido nucleico que contiene la muestra con una sonda segun la reivindicacién 4 en condiciones que
permiten la hibridacién de la sonda con una molécula de 4cidos nucleicos segun la reivindicacion 1, si estd presente
en la muestra, y el aislamiento de la molécula de 4cidos nucleicos segtn la reivindicacién 1.

6. Un vector de expresion recombinante adaptado para la transformacién de una célula hospedadora que comprende
una molécula de acidos nucleicos segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

7. Una célula hospedadora eucariota transformada con un vector de expresion recombinante segtin la reivindicacién
6.

8. Una célula hospedadora eucariota segtin la reivindicacién 7, dicha célula que tiene integrado en su genoma dicha
molécula de 4cidos nucleicos.

9. Una célula hospedadora eucariota que tiene integrado en su genoma una molécula de dcidos nucleicos que
codifica una proteina de fusion, en la que la proteina de fusién comprende la malato permeasa codificada por la
molécula de 4cidos nucleicos segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y una enzima malol4ctica.

10. Una célula hospedadora eucariota que tiene integrado en su genoma una molécula de 4cidos nucleicos que
codifica una proteina de fusién, en la que la proteina de fusién comprende la malato permeasa codificada por la
molécula de dcidos nucleicos segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y una enzima malica.

11. Una célula eucariota transformada con una molécula de 4cidos nucleicos que codifica una proteina de fusidn,
en la que la proteina de fusién comprende la malato permeasa codificada por la molécula de 4cidos nucleicos segtin
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y una enzima malol4ctica.

12. Una célula eucariota transformada con una molécula de dcidos nucleicos que codifica una proteina de fusion,
en la que la proteina de fusién comprende la malato permeasa codificada por la molécula de 4cidos nucleicos segtin
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y una enzima malica.

13. Una célula de levadura segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12 en la que la célula degrada el L-
malato durante la fermentacion alcohdlica.
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14. Una célula de Saccharomyces segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13, en la que la célula degrada
el L-malato durante la fermentacidn alcohdlica del vino.

15. Una célula de levadura segin la reivindicacién 9 u 11, en la que la célula es ttil en la degradacion del L-malato
a L-lactato y CO, durante la fermentacién alcohdlica.

16. Una célula de levadura segtn la reivindicacion 10 6 12, en la que la célula es util en la degradacién del L-
malato a etanol y CO, durante la fermentacién alcohélica.

17. Una célula eucariota segiin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12 que es una célula de levadura.
18. Una célula eucariota segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 al 17 que es Saccharomyces.
19. Una célula eucariota segun la reivindicacion 18 que es S. cerevisiae o S. bayanus.

20. Un procedimiento de incremento de la captacién de L-malato, dcido succinico o malonato en una célula que
comprende la transformacion de la célula con una molécula de 4cidos nucleicos segtin una cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3.

21. Un procedimiento para dotar a un microorganismo de la capacidad de degradar el malato que comprende la
transformacién del microorganismo con una molécula de dcidos nucleicos segiin una cualquiera de las reivindicaciones
la3.

22. Un procedimiento segun la reivindicacién 20 6 21, en el que el microorganismo es una cepa de levadura.

23. Un procedimiento de degradacion del malato, que comprende el cultivo, en presencia de malato, de un microor-
ganismo que ha sido transformado con una molécula de acidos nucleicos segiin una cualquiera de las reivindicaciones
l1a3.

24. Un procedimiento de degradacién del malato que comprende el cultivo, en presencia de malato, de una célula
transformada segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 al 19.

25. Un procedimiento de degradacidon del malato durante la fermentacién del vino, cuyo procedimiento com-
prende el cultivo, en mostos de uva que contienen malato, de una cepa de levadura segiin la reivindicacién 17, 18
6 19.

26. Un procedimiento de fermentacién del vino, que incluye el cultivo, en un medio de fermentacion del vi-
no que incluye un mosto de uva que contiene malato, de una cepa de levadura segun la reivindicacién 17, 18 6
19.

27. Un procedimiento segtin la reivindicacion 22, 25 6 26, en el que la cepa de levadura es una cepa de Saccha-
romyces.

28. Un procedimiento para la preparacién de una proteina que media en la captacién de L-malato, succinato y
malonato, que comprende (a) la transferencia de un vector de expresién recombinante segtin la reivindicacién 6 a
una célula hospedadora; (b) la seleccién de las células hospedadoras transformadas entre las células hospedadoras no
transformadas; (c) el cultivo de una célula hospedadora transformada seleccionada en condiciones que permiten la
expresion de la proteina; y (d) el aislamiento de la proteina.

29. Una proteina aislada caracterizada porque estd codificada por una molécula de dcidos nucleicos segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

30. Una proteina aislada segtn la reivindicacién 29, caracterizada porque tiene parte o toda la conformacién
estructural primaria y la actividad enzimética de la malato permeasa de S. pombe.

31. Una proteina aislada segtin la reivindicacién 30, que tienen la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ
ID NO: 2 o en la Figura 3.

32. Una proteina aislada segun la reivindicacién 29, 30 6 31, que es un truncamiento de la proteina o una isoforma
de la proteina y sus truncamientos, que tiene actividad malato permeasa.

33. Anticuerpos que tienen actividad especifica contra un epitopo de una proteina segin una cualquiera de las
reivindicaciones 29 a 32.

34. Un procedimiento para la deteccion de una proteina segiin una cualquiera de las reivindicaciones 29 a 32, que
comprende la puesta en contacto de una muestra con un anticuerpo segun la reivindicacién 33.
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35. Un procedimiento para la identificaciéon de una sustancia que media en el transporte del L-malato, succinato
o malonato que comprende la incubacién de una protefna segin una cualquiera de las reivindicaciones 29 a 32 con
un sustrato de la proteina, y una sustancia de prueba que se sospecha que afecta a la actividad de la proteina, y la
determinacion del efecto de la sustancia compardndola con un control.
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FIGURA 3

TeATCACTATTTGY TG TCTAT YV TIGT T T ICT T T TACYTGTT TECTACACAAMATAAGCTTATTTGTTGCTETALT
AGACTTTTIGT TTGATTICTCATCCTACTTCTGTATCGRCAGTTIGLTCATTTACTAAGAC TAGCAACAGLCAGTCATTCATTITTTACACTCICTIATCA
TTITTTATTTTCATCACGATAACTAACATGYGCEATTAGACTCACAGATARATTGETAGCAATTESTTGTCTCTTTCCTTCCTCCGYCTTITCCTIVYIG
TV CCTTTTTCICCTTATAT TATAYTATAT TATAY TCATTCTTCATTTTCTCTETTGGCCACTATTTITTTITY TAATTCCCCTTTATCTCTCRBATTCEAC
ATGGGTGAACTCAAGGARRTC TYGAAACAGAGG TATCATGAGTTGLTTGACTESARTE TCAARGCCCC TCATSTCCCTCTCAGTCARCGAC TGRAGCATT
M6 ELKETLKQRYHELLDWNYKAPHYPLSGRLKHHWEF

TTACATGGTCTIGGTTTGCATGTACTATGGCAACTLG GG TGTTCETYIGATTATIGETTCYTTLCCCTTTCRATTTTATGETCTTAATACAATIGGCAA
YH[SHVACTNhTGG\'GLIIGS?P?IRFYGLNT!IEK

AATTGTTTATATTCTTCAARTCTTTTTATTTTCTCICTTTGOATCATGCATECTTITTCGCTTTATTAAATATCCTTCAACTATCAAGGAT TCCTGGAAC
1 VYT LOIFLFSLFBSCKLFRFIKYPSTI1IXODSWN

CATCATTTGOAAAAGCTTTTCATTGCTACTIGTCYTCTITCAATATCCACE T FCATCGACATGLTTGCCATATACGCCTATCCTGATACCRGLOAGTGGA
HRELEKILFI AT CLLS TS TFTIDMLAILIYAIYPOT GEWMN

TG0 TG TGEGTCATTLGAATCCTTTATTACATT TACGTTGCAGTATCC TTTATATACTGEETARTGECTTTTTTTACAATTTTCAACAACCATGTATATAC
VeV IRT LY YT YVYAYSFIYCVMWNAFTFTI|JFRERYVYT

CATTGAAACCECATCTCCTGLTTGEATTETTCCTATTTICCCTCCTATOATTTETGRTGTCATTEL TGGCGLCGTEAATTCTACACAACCLGLTCATCAA
leTals P Awi CPITFPPHRICEY I AGAVYDSTQPAKRQ

TTAAMAAATATGAY TATCTTTGGTATCLTCYTTCAAGGACTTGETTT TTGGS TITATCITY TACTGTTTGCCETCAATGTCTTACEGTTTTTTACTETAG
tlHl[ﬂXFGLI.FQGLGFUVYLLLF&V]IVLRFFTVG

GCCTEGCARAACCCCAAGATCGACC TEETATOTTTATRTTTGICGGTCCACCAGCTTTCTCAGGYTTGGCC Y TART TAATAT TGCOLETGETGLTATEGS
L A KP QORIP G&GMHF MFVSEPPAFSG6LALTENTIAIRGANGSE

CARTCALCCYTATATTTTIGTTEGCECCAACTCATCCGAGTATCTISETTITGTTTCTACCTTTATEGCTATTTTTATITGGE6TCTIGCTOCTISATGT
SRPYLIFYGEAQMS SEYLGEFVS T[FWATFITWGLAANUTCT

TACYGTCTCGCCATGGTTAGCTITTTAGCGAGLT TTTTCACTCORGLCCCTCICARGTTIGCTTEYGGATGOTTYGLATTCATTYTECCCANCGTEEGTT
YCLAMVS FltacgFFTRAPLEGFINCG6WF AT T FPNY G F

TTGTTAATTETACCATIGAGATAGG TAAAATGATAGATTCCAAGCTTTCCARATGTTTGGACATATCATTGGGG TCATTCTTIGTATTCAGTGRATCCT
¥ NCT I €1 Gle 8w I1IDSKAFQNM[FGH T 1 &YV I L CI1 QW I L

CCYARTGTATTTAATGGTCCATRCATTTCTCE TCAATGATCTTYGCTATCCIEECAAAGACGAABATELCCATCC TCCACCARARCCAARTACAGGTGTC
LHVLNV'RAFI.VHDLCYPG!DEDAHPPPKPNTGV

CTTAACCCTACCTTCCCACCTGAAAAAGCACCTGLATCTTTGGAAAMGTCGATACACATS TCACATCTACTEGTGGTGAATCGATCCTCCTAGTAGTS
LNPTFPPEXAPASLEKYDTHYTSODESESOFPPSEE,

AACATGARAGCGY TTAAGCT TG TATGCTTTTCCTTAATTITTCIATAAATCIGTOTGCCC YL TCTTAATACCAT TATAGATTARTCATITTGAATCATT
HES YV ~

CIGTRTCTTIATIGTACTACTEGTACTAATTTTGCTTAGACATTTTTGCTCCRTCTTCYIC T TTTGTTYARRTTATACATACCAMATTTTGGACTTTE
MTAATGETARTTTTTE6TTGTCETAGTETTARATATGTATGLGTCTTCCATATSAATCACGACGAAGGAATCAATTAAAARTCARTCCTGTACATAAY
AT TAAGTTTATTTATTTCATTTTATCORATTTAATCGYCTAAAATT TATATCIT GG TCATCCAAGCTTATATCTCTTTCTACTCTIATCASCAGCAL
ACTTTAGTTRIGGY TATTTGAAAAC TTGTGTATAARTTCCTGOTTATAGAGAMAATGAGTATAAGACAACAAAMMAAGE CTAGTCGECATGCEACATST
CTEARACATATCY Y TEGCGTATIGATGAGCATCTTACACACTCACTATACGTAACARTAAMT TAAGAGSGATTTCATGACAAAAGATACTAGAGTGAA
ATCACTATGACTAAMTAMAACTEE TAAMAGE TAATTCTAMMATATTARATCATGTATAGAARATAGY CCAATTAATCAAGATAGCATTGAACRTBACL
TEATACTAGRTTGCACARRLGRAATAAAACRATCTTGARG TARAAGCAATAGCACAATAAAAGAGAAGATACCTCATTTAAC
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FIGURA 11
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL

@

(i)

(iii)
(iv)

)

(vi)

(viii)

(ix)

SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Universidad de Stellenbosch
(B) CALLE: Victoria Street
(C) CIUDAD: Stellenbosch 7600
(D) PAIS: Repiiblica de Sudifrica
(E) N° DE TELEFONO
(F) N°DE FAX
(A) NOMBRE:
(B) CIUDAD:
(C) ESTADO:
(D) PAIS:
(E) CODIGO POSTAL:
(F) N° DE TELEFONO:
(G) N°DE FAX:

TITULO DE LA INVENCION: Procedimiento y secuencia de nucle6tidos para la transformacién de mi-

croorganismos
NUMERO DE SECUENCIAS: 8

DIRECCION DE LA CORRESPONDENCIA:
(A) DIRECCION:
(B) CALLE:
(C) CIUDAD:
(D) ESTADO:
(E) PAIS:
(F) CODIGO POSTAL:
FORMA DE LECTURA EN ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco flexible
(B) ORDENADOR:
(C) SISTEMA OPERATIVO:
(D) SOFTWARE:

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:

INFORMACION DEL PROCURADOR/AGENTE:
(A) NOMBRE:
(B) NUMERO DE REGISTRO:
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE:

INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO:
(B) TELEFAX:
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 1

(i) CARECTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2460 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Schizosaccharomyces pombe
(vii) FUENTE INMEDIATA:
(B) CLON: Mael

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE:
(B) LOCALIZACION:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

TGATCACTAT TTGTTTGTTC TATTTTTGTT TTCTTTTACT TGTTTGCTAC ACAAAATAAG
CTTATTTGTT GCTGCACTAG ACTTITTGTT TGATTTCTCA TCCTACTTCT GTATCGGCAG
TTTGCTCATT TACTAAGACT AGCAACAGCC AGTCATTCAT TTTTTACACT CTCTATCATT
TITTATTTTC ATCACGATAA CTARCATGTG CGATTAGACT CACAGATAAA TTGCTAGCAA
TTGGTTGTCT CTTIICCTTCC TCCGTCTTTT CCTTTTIGIT CCTTTITCTC CTTATATTAT
ATTATATTAT ATTCATTCTT CATTTTCICT CTTGGCCACT ATTITTTITY TTAATTCCCC
TTTATCTCTC GATTCGAC ATG GGT GAA CTC AAG GAA ATC TTG AAA CAG AGG

Met Gly Glu Leu Lys Glu Ile Leu Lys Gln Arg

1 5 10
TAT CAT GAG TTG CTT GAC TGG AAT GTC AAA GCC CCT CAT GTC CCT CTC
Tyr His Glu Leu Leu Asp Trp Asn Val Lys Ala Pro His Val Pro Leu
15 20 25

AGT CAA CGA CTG AAG CAT TTT ACA TGG TCT TGG TTT GCA TGT ACT ATG
Ser Gln Axrg Leu Lys His Phe Thr Trp Ser Trp Phe Ala Cys Thr Met

60
120
180
240
300
360
411

459

507
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GCA
Ala
TAT

60

Leu

CcCcT
Pro

ATT
Ile

ATA
Ile

ATC
Ile
140

GCT
ala

TCT
Ser

ATT
Ile

ATG
Met

CTT
Leu
220

Ala

GCT
Ala

AGT
Ser

Phe

ACT
Thr
45

GGT
Gly

Phe

Ser

GCT
Ala

TAC
125

CTT
Leu

Phe

cer
Pxo

GCT
Ala

GTT
Val
205

TTA
Leu

Lys

Phe

CcGC

GTT
Val
285

30

GGT GGT GTT GGT
Gly Gly

cTT
Leu

cT
Sex

ACT
Thr

ACT
Thx
110
GCC
Ala

TAT

Phe

GCT
Ala

Gly
190

ATC
Ile

Leu

cCcC
Pro

Ser

cCT
Pro
270

T
Sex

BAAT
Asn

cTC
Leu

ATC
Ile
9S

TGT
Cys

TAT
Tyx

TAC
Tyx

ACA

Thr-

GG
Trp
175
Gee
Ala

TT7T
Phe

Phe

Gln

GGT
Gly
255

TAT

ACC
Thr

val

ACA
Thr

™
Phe
80

ARG
Lys

cTT
Leu

cCc?T
Pro

ATT
Ile

ATT
Ile
160

ATT
Ile

GTC
val

GGT
Gly

GCC
Ala

GAT
Asp
240

Leu

ATT
Ile

Phe

Gly

ATT
lle

65
GGA
Gly

GAT
Asp

cTT
Leu

GAT
Asp
TAC
145

Phe

cTT
Leu

AAT
Asn

ATC
Ile

GTC
val
225

ceca
Arg

GCe
Ala

Phe

ATG
Met

Leu
50

Gly

Ser

TCC
Ser

Ser

ACC
130

Val

AAC
Asn

ccT
Pro

Ser

Leu
210

AAT
Asn

ceT
Pro

TTA
Leu

GTT
Val

ES 2336977 T3

35

ATT
Ile

Lys

Cys

Tcp

ATA
Ile
115

GGC
Gly

Ala

AAC
Asn

ATT
Ile

ACA
195

Phe

GTC
val

GGT
Gly

ATT
Ile

GGC
Gly
275

ATT
Ile

ATT
Ile

ATG
Met

AAC
Asn
100

TCC
Ser

Glu

GTA
Val

CAT
His

Phe
180

Gln

Gln

TTA
Leu

ATG
Met

AAT
Asn
260

GCC
Ala

GCT ATT TTT
Ala Ile Fhe

290

GGT
Gly

GTT
Val

cTT
Leu
85

CAT
His

ACG
Thr

Trp

TCC
Sex

GTA
Val
165

Pro

cCC
Pxo

GGA
Gly

CGG
Arg

Phe
345

ATT
Ile

AAC
Asn

ATT
Ile

TCT
Ser

TAT

Tyx
70

Fhe

CAT
His

Phe

ATG
Met

TTT
Phe
150

TAT

ceT
Pro

GCT
Als

Leu

Fhe
230

ATG
Met

Ala

TCA
Ser

GG GGT
Trp Gly

e
Phe
sS

ATT
Ile

CGC

Leu

ATC
Ile

Vval
135

ATA
Ile

ACC

ATG
Met

CAT
His

GGT
Gly
215

Phe

Phe

CGY
Arg

TCC
Ser

295

40

cee
Pro

Leu

Phe

Glu

GAC
Asp
120

TGG
Trp

TAC
Tyr

ATT
Ile

ATT
Ile

CAA
Gln
200

T

Phe

ACT
Thr

Phe

Gln

ATT
Ile

AAG
Lys
105

ATG
Het

Val

TGC
Cys

GAA
Glu

TGT

Cys
185

TTA
Leu

TGG
Trp

GTA
val

GTC GGT

Val

Gly

GGT GCT
Gly Ala

265

GAG TAT
Glu Tyr

280

CGA
Arg

ATC
Ile

Lys
90

Leu

CTT
Leu

ATT
Ile

GTA
Val

ACC
170

GGT
Gly

Lys

GTT
Val

Gly

cca
Pro
250

ATG
Met

CTT
Leu

FPhe

Phe
75

TAT

FPhe

Gce
Ala

CGA

ATG
Met
155

Ala

GTC
Val

AAT
Asn

TAT

Leu
235

cCA
Pro

GeC
Gly

GGT
Gly

CTT GCT GCT TGG
Leu Ala Ala Trp

555

603

651

693

747

798

843

8s1

939

987

1035

1083

1131

1179

1227

1275
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TGT TAC TGT CTC GCC ATG GTT AGC TTT TTA GCG GGC TTT TIC ACT CGA
Cys Tyr Cys Leu Ala Met Val Ser Phe Leu Ala Gly pPhe Phe Thr Arg

300

305 310 315

GCC CCT CTC AAG TTT GCT TGT GGA TGG TTT GCA TTC ATT TTC CCC AAC
Ala Pro Leu Lys Phe Ala Cys Gly Trp Phe Ala Phe Ile Phe Pro Asn

32¢ 325 330

GTG GGT TTT GTT AAT TGT ACC ATT GAG ATA GGT AAA ATG ATA GAT TCC
Val Gly Phe Val Asn Cys Thr Ile Glu Ile Gly Lys Met Ile Asp Ser

335 340 345

AAA GCT TTC CAA ATG TTT GGA CAT ATC ATT GGG GTC ATT CTT TGT ATT
Lys Ala Phe Gln Met Phe Gly His Ile Ile Gly Val Ile Leu Cys Ile
350 355 360

CAG TGG ATC CTC CTA ATG TAT TTA ATG GTC CGT GCG TTT CTC GTC AAT
Gln Trp Ile Leu Leu Met Tyr Leu Met Val Axg Ala Phe Leu Val Asn

365

370 375

GAT CTT TGC TAT CCT GGC AAA GAC GAA GAT GCC CAT CCT CCA CCA AAA
Asp Leu Cys Tyr Pro Gly Lys Asp Glu Asp Ala His Pro Pro Pro Lys

380

385 330 395

CCA AAT ACA GGT GTC CTT AAC CCT ACC TTC CCA CCT GAA AAA GCA CCT
Pro Asn Thr Gly Val Leu Asn Pro Thr Phe Pro Pro Glu Lys Ala Pro

400 405 410

GCA TCT TTG GAA AAA GTC GAT ACA CAT GTC ACA TCT ACT GGT GGT GAA
Ala Ser Leu Glu Lys vVal Asp Thr His Val Thr Ser Thr Gly Gly Glu

415 420 425

TCG GAT CCT CCT AGT AGT GAA CAT GAA AGC GTT TAA GCTTGTATGC
Ser Asp Pro Pro Ser Ser Glu His Glu Sexr Val *
430 435

TTTTCCTTAA
ATTTTGAATC
GCTCCTICTT
GTAATTTTTG
GGAATCAATT
TCGGATTTAA
TTATCAGCAG
AGAGAAAATG
ATATCTTTGG
AGGGATTITCA
AAAAGGTAAT
GTTGARCGCTG
AATAGCACAA

TTTTTCTATA AATCTGTGTG CCCTGCTCTT AATACCATTA TAGATTAATC
ATTCTGTATC TTTATTGTAC TACIGGTACT AATITTTGCTT AGACATTTIT
CTTCTTITTG TTTAAATTAT ACATACCAAA ATTTTGGACT TTGAATAATG
GTTGTCGTAG TGTTAAATAT GTATGCGTCT TGCATATGAA TCACGACGAA
AAAAAATCAA TCCTGTACAT AATAAAATTA AGTTTATTTA TTTCATTITA
TCGTCTAAAR TTTATATCTT GGTCATCCAA GCTTATATCT CTTTCTACTC
CACACTITAG TTATGGITAT TTGAAARACTT GTGTATAAAT TCCTGGTTAT
AGTATAAGAC AACAAAAAAA AGCCTAGTCG GCATGCGACA TGTCTCARAC
CGTATTGATG AGCATCTTAC ACACTCACTA TACGTAACAR TAAAATTAAG
TGACAAAAGA ATACTAGAGT GARACCACTA TGACTAAAAT AAAAACTGGT
TCTAARATAT TAAATCATGT ATAGAAAATA GTCCAATTAA TCAAGATAGC
ACCTGATACT AGATIGCACA AACGAAATAA AACAATCTTG AAGTAAAAGC
TAARARGAGAA GATACCTCAT TTAAC

1323

1371

1418

1467

1515

1563

1611

1659

1705

1765
1825
1885
1945
2005
2065
2128
2185
2245
2305
2365
2425
2460
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 2

(i) CARECTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 439 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

Met Gly Glu Leu Lys Glu

1

Asp Trp Asn

His
Gly
Ile

65
Gly
Asp

Leu

Asp

Phe
Leu

50
Gly
Ser

Ser

Ser

130

Tyr Val

145

Phe

Ile

val

225

Ala

Phe

Met

Met

Asn

Pro

Ser

Leu

210

Asn

Pro

Leu

val

Ala

290
Val

Thr

35
Ile
Lys
Cys
Trp
Ile
115
Gly
Ala
Asn
Ile
195
Phe
Val
Gly
Ile
Gly
275

Ile

Ser

val
20

Trp

Ile

Ile

Met

Asn

100

Sex

Glu

val

His

Phe

180

Gln

Gln

Leu

Met

Asn

260

Ala

Phe

Phe

S

Lys

Ser

Gly

Ala

Trp

Ser

val Tyr

Leu
85

His

Ser
Val
165
Pro
Pro
Gly
Arg
Phe
245
Ile
Asn

Ile

Leu

Phe

His

Phe

Met

Phe

150

Pro

Ala

Leu

Phe

230

Met

Ala

Ser

Ala

Ile
Pro
Phe
Phe

55
Ile
Arg
Leu
Ile
Val

135
Ile

Met
His
Gly
215
FPhe
Phe
Arg
Ser
Cly

295
Gly

Leu Lys

His val
25

Ala Cys
40

Pro Phe

Leu G1ln

Phe Ile

Glu Lys
105

AEp Met
120

Trp Val

Ile Glu

Ile Cys
185

Gln Leu
200

Phe Txp

Thr Val

val Gly

Gly Ala
265

Glu Tyr
280

Leu Ala

Phe Phe

Gln

10
Pro
Thr
Arg

Ile

Lys

90
Leu
Leu
Ile

Val

Thr
170
Gly
Lys
Val
Gly
Pro
250
Met

Leu

Ala

Thy Arg Ala

Arg Tyr His

Leu
Met
Phe
Phe

75
Phe
Ala
Arg
Met
155
Ala

Val

Asn

Leu
235
Pro
Gly

Gly

Trp

Ser

Ala

60

Leu

Pro

Ile

Ile

Ile

140

Ala

Ser

Ile

Met

Leu

220

Ala

Ala

Ser

Phe

Cys
300

Gln
Thx

45
Gly
Phe
Sex
Ala
125
Leu
Phe
Pro
Ala
val
205
Leu
Lys
Phe
Arg
val

285

Pro

Glu
Arg

30
Gly
Leu
Ser
Thy
110
Ala
Tyx
Phe
Ala
Gly
190
Ile
Leu
Pro
Ser
Pro

27¢

Ser

Leu

Leu

15
Gly
Asn
Leu
Ile

85
Cys

Kr'ey

Thr

Trp
175
Ala
Phe
Phe
Gln
Gly
255
Tyr

Leu

Lys

Leu
Lys
Val
Thx
Phe

80
Lys
Leu
Pro
Ile
Ile
160
Ile
val
Gly
Ala
Asp
240
Leu
Ile
Phe

Ala

Phe
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305 310 315

Ala Cys Gly Trp Phe Ala Phe Ile Phe Pro Asn Val Gly Phe Val
325 33¢ 335

Cys Thr Ile Glu Ile Gly Lys Met Ile Asp Ser Lys Ala Phe Gln
340 345 350

Phe Gly His Ile Ile Gly Val Ile Leu Cys Ile Gln Trp Ile Leu
355 360 365

Met Tyr Leu Met Val Arg Ala Phe Leu Val Asn Asp Leu Cys Tyr
370 375 380

Gly Lys Asp Glu Asp Ala His Pro Pro Pro Lys Pro Asn Thr Gly
385 390 395

Leu Asn Pro Thr Phe Pro Pro Glu Lys Ala Pro Ala Ser Leu Glu
405 410 415

Val Asp Thr His Val Thr Ser Thr Gly Gly Glu Ser Asp Pro Pro
420 425 430

Ser Glu His Glu Ser Val
435

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 3

(i) CARECTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1927 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Lactococcus lactis
(vil) FUENTE INMEDIATA:
(B) CLON: EML

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE:
(B) LOCALIZACION:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

TTATCATTTA ATAGTTATAA GCTAATTTTT ACTACCATTT CTTTGATTAA TATCATCTAT
TTTTATATAG AGACTTTTAAR ATAARACATIG ACATTATTTA TGCGTTATAA ATAAAATTTA
TCAACACTAA GGAATTTGAC TATAACGATA AAAGAAGTTT ATAGTAATAA AGTAATAACA
TTAATTATAA TTTTTATGGA GGTTGTACGA TGCGTGCACA TGAAATTTTA AACAATCCTT
TTITTAAATAA AGGAACAGCT TTTACT ATG ARA GAA CGT CAA GAA TTG GGG TTG
Metl'. Lys Glu Arg Glr51 Glu Leu Gly Leu

ATT GGT CTT CTT CCA CCA ACT GTT CAA ACA ATT GAG GAA CAA GCT GAA
I:I‘l.e Gly Leu Leu Pro P{o Thr Val Glan Thr Ile Glu Glu Gln Ala Glu
0 5 20 25

CAA ACT TAC GAA CAA TAT TTG ACA AAA CCA TCT GAT TTA GAA AAA CGT

320

Asn

Met

Leu

Pro

Val

400

Lys

Ser

60
120
180
240
293

341

389
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Gln

CAT
His

TTA
Leu

ACA

Gln
S0

ACA
Thx

ACT

GTT
val

ATT
Ile

AGA

Arg

170
CGT
Arg

ACT
Thr

Gly

CCA
Pro

Gly
250

GTA
Val

CGT
Arg

Thr Tyr Glu

TTC
Phe

Phe

ATT
Ile
75

TAT

Leu

GAT

GAT
Asp

GAT
AsSp
158

Lys

ATT
Ile

Ala

CGT
Arg
ACA
235
ATT
Ile

TAT
Tyx

GTT
val

Leu

AAC
Asn
60

Ala

GCT
Ala

Lys

GCT
Ala

ATC
Ile
140

CCA
Pro

GAA
Glu

TAC

Glu

Sex
220

Fhe

Phe

CTT
Leu

CAT
His

ATG
Met
45

Lys

GAT
Asp

GCT
Ala

AAT
Asn

Glu
125

TCA
Ser

GCG
Ala

Leu

Gly

TCA
Ser
205

AAT
Asn

AAT
Asn

Gly

Cys

GCT
Ala
285

Gln Tyr Leu

30

GAA
Glu

CAT
His

ACA
Thr

TAT
Tyr

GCA
Ala
110
GGA
Gly

GTT
val

TcT
Sexr

TTA
Leu
GAT
190
ATT
Ile

GCT
Ala

GAT
Asp

TCA
Ser

TAT
Tyx
270

ATT
Ile

ATT
Ile

ATT
Ile

cT7T
Leu
85

GCA
Ala

ATC
Ile

GGT
Gly

GTA
Val

Glu
175

Gln

Phe

GCA
Ala

GAC
Asp

CTT
Leu
255

GGT
Gly

GAA ATG

Glu

Met

TTT
Phe

GTA
Val

Glu
80

GAT
Asp

Gly

Leu

Lys

CTT
Leu
160
GAT
Asp

TAC

Pro

ACA

ATT
Ile
240

GAC
Asp

GGT
Gly

GTT
Val

ES 2336977 T3

Thr

AART
Asn

GAA
Glu
65

AAC

ATT
Ile

GAC
Asp

GGT
Gly

TTA
Leu
145

cca
Pro

CAT
His

TAC

Lys

ATT
Ile
225

Gln

ATT
Ile

Gly

AGT
Ser

Lys Pro Ser Asp
35

ACA
Thx
50

TIT
Phe

TAC
Tyr

AAC
Asn

AGA
Arg

ATT
Ile
130
ATG
Met

GTT
Val

Leu

AGT
Ser

Leu
210

TTA
Leu

Gly

ACA
Thx

TCA
Ser

AAC
Asn

AAT
Asn

AGT
Ser

CAC
His

GAA
Glu
115

GGA
Gly

ATT
Ile

GTT
val

TAT

Phe
195

TAC

AAT
Asn

ACT
Thr

GGT
Gly

GCC
Ala
275

GAA GGT
Glu Gly Leu Ser

290

CGT ACT
Arg Thr

CCA GTT
Pro Val

CAT TIG
His Leu
85

CCT GAA
Pro Glu
100

ATT CGT
Ile Arg

GAC TGG
Asp Trp

TAT ACA
Tyr Thr

ATT GAT

Ile Asp
165

CTT GGA
Leu Gly
180

GTC GAT
Val Asp

CTT CacC
Leu His

AAC TAC
Asn Tyr

GGT ATT
Gly Ile
245

GAA AAA
Glu Lys
260

GGT GCA
Gly ala

CTT TCT

Leu

Leu

GTT
Val
70

Phe

AAC
Asn

CIT
Leu

Gly

Ala
150

Ala

AAT
Asn

Gln

Trp

Lys
230

GTT
Val

TTA
Leu

eee]
Gly

GAA
Glu

Glu Lys Arg
40

TIT TAC TAC
Phe Tyr Tyr

55

TAT
Tyx

GTA
val

ATT
Tle

ATT
Ile

ACT
135

Ala

GGA
Gly

CAT
His

Phe

GAA
Glu
215

Thr

GTT
Val

ACT
Thr

AT
Ile

Glu
295

GAT
Asp

GAT
Asp

acT
Thr

GTT
val
120

CAA
Gln

GCA
Ala

ACA
Thr

CAA
Gln

GTA
Val
200

GAT
Asp

Lys

TTA
Leu

GAT

GCT
Ala
280

Glu

CCA
Pro

cca
Pro

Glu
105

GTA
val

GGT
Gly

GGT
Gly

AAT
Asn

Glu
185

Glu

Phe

ATC
Ile

Gly

Gln
265

Gly

GCT
Ala

437

485

833

581

629

677

725

773

B2l

869

917

365

1013

1061

1109

1157
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TAC

ATG
Met

GAT
Asp
330

ACA
Thr

Phe

GTA
Val

Glu

val
410

Gln

GCA
Ala

CAT
His

CTT
Leu

GCA
Ala
490

ACT
Thr

Lys

Glu
315

TAT

GTA
Val

ACA
Thr

ATC
Ile

Gln
395

CCT
Pro

Ala

cT
Ser

TCA
Ser

cer
Pro
475

GTT
Val

GAT
Asp

CAT
His
300

GAC
Asp

Lys

Lys

Lys

Phe
380

Vval

TCA
Ser

AAT
Asn

Glu

Leu

460

CCA
Pro

GCT
Ala

ATG
Met

Phe

CcTT
Leu

GAT

CCA
Pro

Glu
365

CCT
Pro

ATT
Ile

Gly

AAC
Asn

Ala
445

AGC
Ser

TTT
Phe

ARG
Lys

GCT
Ala

TTC
Phe

ACA
Thy

GCT
Ala

ACT
350
GTT
Val

ATC
Ile

GAG
Glu

ACA
Thr

TCA
Sex
430

AAA
Lys

GGT
Gly

GAA
Glu

AAA
Lys

ARA
Lys
510

ATG
Met

CCA
Pro

GGA
Gly
335

ATT
Ile

GTT
Val

TCA
Ser

Trp

ATC
Ile
415

CTT
Leu

CTT
Leu

TTA
Leu

Phe

GCT
Ala
4985

GCA
Ala

ATT
Ile

GCT
Ala
320

GAT
ABp

TTA
Leu

GAA
Glu

AAT
Asn

T
Ser
400

AGC
Ser

ATC
Ile

Leu

GTA
Val

GTT
Val
480

CAA
Gln

GTT
val

ES 2336977 T3

GAT
Asp
305

Gln

ATG

Met

GTA
val

Ala

cca
Pro
385

GAT
Asp

TAC
TYT

TAC
Tyr

ACA
Thx

GAT
Asp
465

GCT
Ala

GAA
Glu

CGT
Arg

Gly

ATG
Met
370

ACT
Thr

Gly

Lys

Pro

GAT
Asp
450

CCA
Pro

GAT
Asp

CAA
Gln

GAT
Asp

Gln

Cca
Pro

GAC
Asp

ACT
Thr
355

TGT
Cys

Lys

Lys

Gly

GGT
Gly
435

Glu

GGT
Gly

GTA
val

GGT
Gly

CTT
Leu
515

GGT
Gly

Phe

CTT
Leu
340

Sexr

GCT
Ala

AAA
Lys

Ala

GTT
Val
420

Leu

ATG
Met

ARA
Lys

TCA
Ser

CTT
Leu
500

AAA

TTA
Leu

GCT
Ala
325

Leu

ACT

AAT
Asn

ATG
Met

Phe
405

GAT
Asp

Gly

ATC
Ile

CCA
Pro

ATT
Ile
485

ACT
Thr

GG

CcTT
Leu
310

AAC
Asn

AAT
Asn

ACA
Thr

Glu
390

GTC
Val

TAT
Tyx

TTA
Leu

GGT
Gly

GGT
Gly
470

AAA
Lys

GAA
Glu

TAT

Phe

Lys

GTT
val

Pro

Glu
375

ACT
Thr

Ala

Gln

Gly

GCA
Ala
455

GCT
Ala

GTT
val

TCT
Ser

CCA

Lys Trp Tyr Pro

GAT GAT
Asp Asp

CGT GCT
Arg Ala

GTT AAG
val Lys
345

GGT GCC
Gly Ala
360

CGC cca
Arg Pro

ACA GCT
Thr Ala

ACT GGT
Thr Gly

ATT GGT
Ile Gly
425

ATG TTG
Met Len
440

GCT GCA
Ala Ala

CCT GTT
Pro Val

GCA GAA
ala Glu

AAA GAA
Lys Glu
505

GAG TAC

Glu Tyr
520

TéA GGGGAATATC TTAAATGAAR AAACTTAAAG AAACGAAAAT ATCGGGAATT

AGTCTTCCCT TATATGCCTT TTTCGTAGCT GTCATCATAG TTGTA

1205

1283

1301

1343

1397

1445

1483

1541

1589

1637

1685

1733

1781

1829

1882

1527



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2336977 T3

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 4

(i) CARECTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 522 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacidos

(C) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

Met Lys Glu Arg Gln Glu Leu
1 5

val

Thr

Asn

Glu
6S

Gly
Leu
145

Pro

His

Lys
Ile
228
Gln
Ile

Gly

Ser

Gln
Lys
Thr

50
Phe

Asn
Arg
Ile
130
Met
Val
Leu
Ser
Leu
210

Leu

Gly

Ser

Glu
290

Gln

Thr Ile
20

Pro Serxr
35

Asn Arg

Asn Pro

Ser Hisg

His Pro
100

Glu Ile
115

Gly Asp

Ile Tyxr

val Ile

Tyr Leu
180

Phe Val
185

Tyr Leu

Asn Asn

Thr Gly

Gly Glu
260

Ala Gly
275

Gly Leu

Gln Gly

Glu
Asp
Thr
Val
Leu

85
Glu
Arg
Trp
Thr
Asp
165
Gly

Asp

His

Ile
245
Lys
Ala

Serx

Leu

Glu
Leu
Leu
Val

70
Phe
Asn
Leu
Gly
Ala
150
Asn
Gln
Trp
Lys
230
Val
Leu
Gly

Glu

Leu

Gln

Glu

Phe
55

Tyx

Vval

Ile

Ile

135

Ala

Gly

Phe

Glu
215

val

Ile

Glu
295

Phe

Gly

Ala

Lys

40

Asp

Asp

val
120
Gln
Ala
Thr
Gln
Vval
200
Asp
Lys
Leu
Asp
Ala

280

Glu

Leu
Glu

25
Arg

Pro

Pro

Glu
108

Val

Gly

Gly

Asn

Glu

185

Glu

Phe

Ile

Gly

Gln
265

Ile
10
Gln

His

Leu

Gln
90

Val
Ile
Arg
170
Arg
Thr
Gly
Pro
Gly

250

Val

Gly

Thr

Phe

Phe

Ile

75

Leu

Asp

Asp

Asp

155

Lys

Ile

Ala

Arg

Thr

235
Ile

Tyx

Gly Arg Val

Ala Tyr Lys

Asp Asp Met Glu

Leu Leu

Tyr Glu

Leu Met
45

Asn Lys
60

Ala Asp

Ala Ala

Lys Asn

Ala Glu
125

Ile Ser
140

Pro Ala

Glu Leu

Tyr Gly

Glu Ser
205

Ser Asn
220

Phe Asn

Phe Gly

Leu Cys

His Ala
285

His Phe
300

Asp Leu

Pro
GCln
30

Glu

His

Ala
110
Gly
val
Ser
Leu
Asp
190
Ile
Ala
Asp
Ser
Tyxr
270

Glu

Phe

Pro

15
Ile
Ile
Ile
Leu

95
Ala
Tle
Gly
Val
Glu
178
Gln
Phe
Ala
Asp
Leu
255
Gly

Met

Met

Leu
Phe
Val
Glu

80
Asp
Gly
Len
Lys
Leu

160
Asp

Pro

Ile
240
Asp
Gly

Val

Ile

Thr Pro Ala
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ES 2336977 T3

305 310

Gln Lys Pro Phe Alg Lys Lys Arg
32

Met Thr Asp Leu Leu Asn Val Val
340

val Gly Thr Ser Thr Asn Pro Gly
355 360

Ala Met Cys Ala Asn Thr Glu arg
370 375

Pro Thr Lys Lys Met Glu Thr Thr
385 390

Asp Gly Lys Ala ng Val Ala Thr
4

3

Lys Gly chl) Asp Tyr Gln Ile

Pro Gly Leu Gly Leu Gly Met
435 440

Thr Asp Glu Met Ile Gly Ala Ala
450 455

g

Asp Pro Gly Ly=s Pro Gly Ala Pro
465 470

Ala Asp Val Ser Ile Lys Val Ala
485

Glu Gln Gly Leu Thr Glu Ser Lys
500

Ala Asp
330

Lys Thr
348

Ala Phe
Pro Val
Ala Glu
Gly Val

410

Gly Gln
425

Leu Ala
Ala His

Val Leu

Glu Ala
490

315
Ty

Val
Thr
Ile
Gln
385
Pro
Ala
Sex
Ser
Pro

475
Val

Lys
Lys
Lys
Phe
380
Val
Ser
Asn
Glu
Leu

460

Pro

Ala

Asp
Pro
Glu
385
Pro
Ile
Gly
Asn
Ala
445

Ser

Phe

Lys

Glu Thr Asp Met Ala

505

Arg Asp Leu Lys Trp Tyr Pro Glu Tyr *

515 520

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 5

(i) CARECTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2686 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(vi) FUENTE ORIGINAL.:

(A) ORGANISMO: Lactococcus lactis
(vii) FUENTE INMEDIATA:

(B) CLON: mleS
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE:

(B) LOCALIZACION:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

10

Ala
Thx
350
val
Ile
Glu
Thr
Serx
430
Lys
Gly
Glu

Lys

Lys
510

Gly
335

Ile
Val
Sexr
Trp
Ile
415
Leu
Leu
Leu
Phe
Ala

495

Ala

320
Asp

Leu
Glu
Asn
Ser
400
Ser
Ile
Leu
Val
Val
480

Gln

Val
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CTTTTGTTGA AAAAATTTCT AATCAAATTA TTAACCTAAA

ES 2336977 T3

TAAAAGTAGA GTGATTTTAC TCTACTTTIT TAGAATACTT

ATAAAGCARA GCGCACAATT TTGGTTTTAT TTAAAAAAAT

CACCATTGAC AAARAATCTT AATCTTAAAT TGTTTGARAC

ARTAGGAGAA GAACAGTTITA TCATTTAATA GTTATAAGCT

TGATTAATAT CATCTATTTT TATATAGAGA CTTTTAAATA

GTTATAAATA ARATTTATCA ACACTAAGGA ATTTGACTAT

GTAATAAAGT AATAACATTA ATTATAATIT TTATGGAGGT

CAT
His

ATG
Met
20

Val

ACA
Thr

AAD
Asn

Glu

ARC
Asn
100

ATT
Ile

GAC
Asp

GGT
Gly

TTA
Leu

Pro
180

CAT

GAA
Glu

Lys

Gln

Lys

ACA
Thx

Phe
B

TAC

AAC
Asn

Arg

ATT
Ile

ATG
Met
165

GT?T
val

ATT
Tle

Glu

ACA

CCA
Pro

AAC
Asn

70
AAT
Asn

AGT
Ser

RHis

Glu

Gly
150

ATT
Ile

GTT
Val

TAT

TTA AAC AAT CCT
Leu Asn Asn

CGT
Arg

ATT
Xle

<T
Ser
85

oG
Axg

CCA
Pro

CAT
His

ceT
Pro

ATT
Ile
135

GAC
Asp

TAT

ATT
Ile

Leu Tyr Leu

CAA
Gln

GAG
Glu
40

GAT
Asp

ACT
Thr

GTT
Yal

Let

Glu
120

cGT
Arg

GAA
Glu
25

GAA
Glu

TTA
Leu

Leu

GTT
val

Phe
105

AAC
Asn

CTT
Leun

Gly

GCC
Ala

GCA
Ala
185

AAT
Asn

Pro
10

igrel
Leu

CARA
Gln

GAA
Glu

Phe

TAT
Tyxr

50
GTA
Val

ATT
Ile

ATT
Ile

ACT
Thr

GCA
Ala
170

GGA
Gly

CAT
His

™7 TTA
Phe Leu

GGG TTG
Gly Leu

GCT GTA
Ala val

AAA CGT
Lys Avg
60

TAC TAC
Tyx Tyr
75

GAT CCa
Asp Pro

GAT CCA
Asp Pro

ACT GAA
Thr Glu

GTT GTA
Val val
140

CAA GGT
Gln Gly
155

GCA GGT
Ala Gly

ACA AAT
Thr Asn

Gln Glu

AAT
Asn

ATT
Ile

Gln
45

CAT
His

TTA

ACh

Gln

ACA
128
ACT

Val

ATT
Ile

AGA
Arg

CGT

Lys

GGT
Gly
o

ACT

Phe

Phe

ATT
Ile

TAT

Tyr
110

76
Leu

GAT
Asp

GAT
Asp

GAT
Asp

AAA
Lys
190

ATT

AGATACATAA ATTTAAAAAAR
TTATATAATA GGAAATATGA

GGATACTTTA GATACACAAC
CCTGATAAAT TAGGAATAGT
AATTTTTACT ACCATTTCTT
AACATTGACA TTATTTATGC
AACGATAARA GAAGTITATA

TGTACG ATG CGT GCA
Met Arg Ala
1

GGA ACA GCT TTT ACT
Gly Thr Ala Phe Thr
15

CTT CTT CCA CCA ACT
Leu l.eu Pro Pro Thr
35

TAC GAA CAA TAT TIG
Tyr Glu Gln ng Leu

TTG ATG GAA ATT TIT
Leu Met Glu Ile Phe
6S

AAC AAA QAT ATT GTA
Asn Lys His Ile Val
80

Ala Asp Thr Ile Glu
85

GCT GCT TAT CTT GAT
Ala Ala Tyr Leu ?sg
1

AAR AGT GCA GCA GGT
Lys Ser Ala Ala Gly
130

GCT GAA GGA ATC CTT
Ala Glu Gly Ile Leu
145

ATC TCA GTIT GGT AAA
Ile Ser val Gly lys

CCA GCG TCT GTA CT7T
Pro Ala Sexr Val Leu
175

GAA CTT TTA GAA GAT
Glu Leu Leu Glu Asp
185

PAC GGT GAT CAR TAC

Arg Ile Tyr Gly Asp Gln Tyr

11

60
120

180

240

300

360

420

475

523

571

619

667

715

763

811

859

907

955

1003

1051

1099
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TAC

Lys

ATT
Ile

Gln
260

ATT
Ile

GGT
Gly

AGT
Ser

GAT
Asp

Gln
340

ATG
Met

GTA
val

Ala

CCA
Pro
GAT
420
TAC

CAC
His

AGT
Ser

Leu

TTA
Leu
245

Gly

Thr

Ser

Glu

CAA
Gln
325

Lys

ACT

Gly

ATG
Met

ACT
405

Gly

Lys

cca
Pro

TTC
Phe

TAC
230

AAT
Asn

ACT
Thr

GGT
Gly

GCC
Ala

GGT
Gly
310

Gln

cca
Pro

GAC
Asp

ACT

TGT
Cys
390

Lys
Lys
GGT

Gly

Gly

GTC
Vval
215

CTT
Leu

AAC
Asn

GGT
Gly

Glu

Gly
295

Leu

GGT
Gly

Phe

Leu

Ser
375

GCT
Ala

Lys

GCT
Ala

GTT
Val

Leu
455

200

GAT
Asp

CAC
His

TAC

ATT
Ile

280

GCa
Ala

cT
Ser

TTA
Leu

GCT
Ala

Leu
360

ACT

ARAT

ATG
Met

Phe

GAT
Asp
440

Gly

CARA
Gln

Trp

ARA
Lys

Val
265

TTA
Leu

Gly

Glu

CTT
Leu

AAA
Lys
345

AAC
Asn

AAT

ACA
Thr

Glu

GTC
val
425

TAT
Iyr

TTA
Leu

TTT
Phe

GAA
Glu

ACA
Thr
250

GTT
Val

ACT
Thr

ATT
Ile

Glu

Phe
330

Lys

GTT
Val

CCA
Pro

Glu

ACT
Thr
410

GCT
ala

Gln

Gly

ES 2336977 T3

GTA
val

GAT
Asp
235

Lys

TTA
Leu

GAT
Asp

Ala

GTT
Val

GGT
Gly

cGe
Arg
395

ACa
Thx

ACT
Thy

ATT
Ile

ATG
Met

Glu
220

Phe

ATC
Ile

GGT
Gly

Gln

GGT
Gly
300

GCT
Ala

GAT
Asp

GCT
Ala

ARG
Lys

GCC
Ala
380

Pro

GCT
Ala

GGT
Gly

GGT
Gly

TTG
Leu
460

205

ACT
Thr

GGA
Gly

cca
Pro

GGT
Gly

GTA
val
285

CGT
Arg

TAC
Tyr

ATG
Met

GAT
Asp

ACA
Thr
365

Phe

GTA
val

Glu

GTT
Val

CAA
Gln
4495

Gca
Ala

12

Ala

CGT
Arg

ACA

ATT
Ile
270

TAT

GTT
Val

AAA
Lys

GAA
Glu
TAT
350
GTA
Vval

ACA
Thr

ATC
Ile

Gln

ccr
Pro
430

Ala

e
Ser

Glu

TCA
Ser

Phe
255

Phe

CTT
Leu

CAT
His

CAT
His

GAC
Asp
335

Lys
Lys
Lys

Phe

GTT
Val
415

TCA
Ser

AAT
Asn

GAA
Glu

TCA
Ser

AAT
Asn
240

AAT
Asn

GGA
Gly

Cys

GCT
Ala

TTC
Phe
320

cTT
Leu

GAT
Asp

CCA
Pro

Glu

cCT
Pro
400

ATT
Ile

Gly
ARC

Asn

Ala

ATT
Ile
225

GCT
Ala

GAT

TCA
Ser

TAT

GAR
Glu
305

Phe

ACA
Thr

GCT
Ala

ACT
Thr

Vval
385

ATC
Ile

GAG
Glu

ACA

Sex

Lys
465

210

Phe

Ala

GAC
Asp

CT?T
Leu

GGT
Gly
290
ATG
Met

ATG
Met

CCA
Pro

Gly

ATT
Ile
370

GTT
val

Sex

Trp

ATC
Ile

Leu
450

cTT
Leu

CCT
Pro

ACA
Thr

ATT
Ile

GAC
Asp
275

Gly

GTT
val

ATT
Ile

GCT
Ala

GAT
Asp
358

TTA
Leu

Glu

AAT
Asn

TCT
Sex

AGC
Ser
435

ATC
Ile

Leu

1147

1195

1243

1291

1339

1387

1435

1483

1531

1579

1627

1675

1723

1771

1819

1867
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ACA GAT GAA ATG ATC GGT GCA GCT GCA CAT TCA TTG AGC GGT TTA GTA
Thr Asp Glu Met Ile Gly Ala Ala Ala His Ser Leu Ser Gly Leu Val
470 475 480

GAT CCA GGT AAA CCA GGT GCT CCT GTT CTT CCT CCA TTT GAA TTT GIT
Asp Pro Gly Lys Pro Gly Ala Pro Val Leu Pro Pro Phe Glu Phe Val
485 4590 495

GCT GAT GTA TCA ATT ARA GTT GCA GAA GCA GTT GCT AAG AAA GCT CAA
Ala Asp Val Ser Ile Lys Val Ala Glu Ala Val Ala Lys Lys Ala Gin
500 s05 510 515

GAA CAA GGT CTT ACT GAA TCT AAA GAA ACT GAT ATG GCT AAA GCA GTT
Glu Gln Gly Leu Thr Glu Ser Lys Glu Thr Asp Met Ala Lys Ala Val
520 5§25 530

CGT GAT CTT AAA TGG TAT CCA GAG TAC TAA GGGGAATATC TTAAATGAAA
Arg Asp Leu Lys Trp Tyr Pro Glu Tyr *
538 540

AAACTTAAAG
GTCATCATAG
CTACTTGTAA
TCATACTTAG
CACATTGTTC
TTTICTIGATT
CTTTTGGTTA
TTCTTCTCAG
TATGTTTCTA

ATCTATGCAG

AAACGAAAAT
TTGTAACACT
CATTAGGCCA
GTGGGGGATC
CTTCAAATGT
TTTATATAGC
AAGCTTCCAA
TAGGTCTIGT
TGCCAATGAT

CCGGATTGGC

ATCGGGAATT AGTCTTCCCT TATATGCCTT TTTCGTAGCT
ATTAGGAAAA CTTCCACTTG ATATGGTAGG GTTAACTCTC
CCTATTATAC TTCATAGGAG AAARATTCCC TATTATGAAT
TGTTTTCACT TTAATTGGTG CTACTCTATT ATCTTTCTTC
TATTGGAGCA GTTTCCAATT TTATGGGTGG AAAATTTGGA
TGCACTTATC TGTGGATCTA TTTTAGGAAT GAACAGAAAT
GAAATTTATT CCGATTGCTT TAATCACTAT GGTTATTGGT
AGGAATGCTT ATTGGTAATG GATTTGCTGA TTCTGTAATG
GTCAGGTGGT ATGGGAGCCG GAATTACTCC ACTCTCTCAA
TCATGGAAAC CAAGCAG

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 6

(i) CARECTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 541 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacidos
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

10

Met Arg Ala His Glu Ile Leu Asn Asn Pro Phe Leu Asn Lys Gl)g Thr
1 5 1

1915

1963

2011

2059

2109

2169
2229
2288
2348
2409
2469
2529
2589
2649
2686

Ala Phe Thr Met Lys Glu Arg Gln Glu Leu Gly lLeu Ile Gly Leu Leu
20 30

25

Pro Pro Thr Val Gln Thr Ile Glu Glu Gln Ala Val Gln Thr Tyr Glu
45

35 40

Gln Tyr Leu Thr Lys Pro Ser Asp Leu Glu Lys Arg His Phe Leu Met
50 55 60

G:éu Ile Phe Asn Thr Asn Arg Thr Leu Fhe Tyr Tyr Leu Phe Asn Lys
S 80

70 75

13
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His

Thr

Ala
Gly
145
Val

Ser

Leu

Ile
225

Ala

Ser

Glu
305
Phe
Thr
Ala
Thr
Val
385

Ile

Glu

Ile
Ile
Leu
Ala
130
Ile
Gly
Val
Glu
Gln
210
Phe
Ala
Asp
Leu
Gly
290
Met
Met
Pro
Gly
Ile
370
Val

Serxr

Trp

val

Glu

Asp
115
Gly
Leu
Lys
Leu
Asp

195

Pro

Ile
Asp
275
Gly
Val
Ile
Ala
Asp
355

Leu

Glu

Ser

Glu
Asn
100
Ile
Asp
Gly
Leu
Pro

1890

His

Lys
Ile
Gln
260
Ile
Gly
Ser
Asp
Gln
340
Met
Val
Ala

Pro

Asp
420

Phe

85
Asn
Arg
Ile
Met
165
val
Leu
Ser
Leu
Leu

245
Gly

Ser

Glu

Gln

325

Lys

Thr

Gly

Met

405
Gly

ES 2336977 T3

Asn Pro

Sexr
His
Glu
Gly
150

Ile

Val

Thr
Gly
Ala
Gly
310
Gln
Pro
Asp

Thx

Cys
390

Lys

Lys

His
Pro
Ile

135

Asp
Tyr
Ile
Leu
Val
215
Leu
Asn
Gly
Glu
Gly
295
Leu
Gly
Phe
Leu
Sexr
375
Ala

Lys

Ala

Vval

Leu

Glu
120

Axg
Txp
Thr
Asp
Gly
200

Asp

His

Ile
Lys
280
Ala
Sex
Leu
Ala
Leu
360
Thr
Asn

Met

Phe

val
Phe
105
aAsn
Leu
Gly
Ala
Ala
185
Asn
Gln
Trp
Lys
Val
265
Leu
Gly
Glu
Leu
Lys

345

Asn

Glu

Val
425

14

Tyr

90
Val
Ile

Ile

Ala
170
Gly
Bis
Phe
Glu
250
Val
Thr
Ile

Glu

Phe
330

Lys
val
Pro
Glu

Thx
410

Asp
Asp
Thr
val
Gln
15%
Ala
Thr
Gln
Val
Asp
235
Lys
Leu
Asp
Ala
Glu
315
Asp
Arg
val
Gly
Axg

395
Thx

Pro
Pro
Glu
Val
140
Gly
Gly
Asn
Glu
Glu
220
Phe
Ile
Gly
Gln
Gly
300
Ala
Asp
Ala
Lys
Ala
380

Pro

Ala

Thr
Gln
125
Thr
vVal
Ile
Arg
Arg
205
Thr
Gly
Pro
Gly
val

285
Arg

Met
Asp
Thr
365
Phe

val

Glu

Thr Gly val

Ile

Tyr
110
Leu
Asp
Asp
Asp
Lys
190
Ile

Ala

Arg

Ile
270

Val

Lys

Glu

Ala

95
Ala
Lys
Ala
Ile
Pro

175
Glu

Glu

Ser

Phe

255

Phe

Leu

His

His

Asp
338

Tyr Lys

Ile

Gln

Pro
430

Lys

Lys

Phe

Val

415

Ser

Asp
Ala
Ser
Glu
Ser
160
Ala
Leu
Gly
Ser
Asn
240

Asn

Gly

Ala
Phe
320
Leu
Asp
Pro
Glu
Pro
400

Xle

Gly
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Thr Ile Sexr Tyr Lys Gly Val Asp Tyr Gln Ile Gly Gin Ala Asn

435 440

Ser Leu Ile His Pro Gly Leu Gly Leu Gly Met Lseau Ala Ser Glu
455 460

450

465 475

Gly Leu Val Asp Pro Gly Lys Pro Gly Ala Pro Val Leu Pro Pro
495

485 490

Glu Phe Val Ala Asp Val Ser Ile Lys Val Ala Glu Ala
505

500

515

Lys Ala Gln Glu Gln Gly Leu Thr Glu Ser Lys Glu Thr Asp Met
520 525

445

Lys Leu Leu Thr Asp Glu Met Ile Gly Ala Ala Ala His Ser Leu
470

510

Lys Ala Val Arg Asp Leu Lgs Trp Tyr Pro Glu Tyr *
535

530

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 7

(i) CARECTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(E) LONGITUD: 2422 pares de bases
(A) TIPO: acido nucleico
(B) TIPO DE CADENA: sencilla
(C) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Schizosaccharomyces pombe

(vii) FUENTE INMEDIATA:
(B) CLON: mae2

(ix) CARACTERI STICA:
(A) NOMBRE/CLAVE:
(B) LOCALIZACION:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

ATG CCT GCA GGA ACC AARA GAA CAA ATC GAG TGT CCT TTA
Met Pro Ala Gly Thr Lys Glu Gln Ile Glu Cys Pro Leu
1 5 10

ACT TTG TTA AAC TCT CCT CGC TAC AAT AAG GAC ACT GCT
Thr Leu Leu Asn Ser Pro Arg Tyr Asn Lys Asp Thr Ala
20 25

GAG GAG CGT CAA AAA TI'T GAG ATT TCA TCA CGT CTT CCC
Glu Glu Arg Gln Lys Phe Glu Ile Ser Ser Arg Leu Pro
35 40 45

GAA ACT TTG CAA CAA CAA GTG GAT CGC TGT TAT GAC CAG
Glu Thr Leu Gln Gln Gln Val Asp Arg Cys Tyx Asp Gln
S0 55 60

ATC GGT GAT GAG CCC TTA CAG ARG AAT TTG TAT CTT TCT
Ile Gly Asp Glu Pro Leu Gln Lys Asn Leu Tyr Leu Sex
65 70 75

GTC ACC AAC CAA ACT CTG TTT TAC GCA CTC ATC AGC CAA
Val Thr Asn Gln Thr Leu Phe Tyr Ala Leu Ile Ser Gln

15

540

AAA GGA GTA
Lys Gly Val
15

TTT ACA CCT
Plase Thr Pro
0

CCC ATT GTT
Pro Ile Val

TAC AAA GCA
Tyr Lys Ala

CAA TTA AGC
Gln Leu Ser
80

CAT TIG ATC
Bis Leu Ile

Vval Ala

Asn
Ala
Ser
480
Phe

Lys

Ala

48

1

144

192

240

288
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GAA ATG

Glu

CAG
Gln

GAT
Asp

Lys
145

Leu

AAG
Lys

Leu

AAT
Asn

TAT

Met

Phe

CAT
His
130
Tce
Ser

GGT
Gly

GGA
Gly

cece
Pro

CAT
His
210

GAC

Tyr Asp

225
cer
Pro

CGC
Arg

ATC
Ile

CAC
His

Ala
305

GTG
vVal

ATT
Ile

GAG
Glu

ATT
Ile

CAG
Gln

GTT
Val
250

GGT
Gly

ACA

GAT
Asp

ATT
Ile

TCC
Ser
118

AAC
Asn

GAT
Asp

ATC
Ile

CAT
His

ADT
Ile
195

Gln

AGC
Ser

GCC
Ala

TTA
Leu

Gly
275

ACG
Thr

ACT
Thr

GAT
Asp

CGT
Arg

CcCT
Pro
100
GAT
Asp

GAT
Asp

AGT
Ser

GGC
Gly

TTA
Leu
180

GTT
Val

TAC

TT
Fhe

Phe

GAC
Asp
260

ACC
Thr

Lys

Ala

Gly

Cys
340

85

ATC
Ile

ATA
Ile

™G
Leu

GTC
Val

GAT
Asp
165

ATG
Met

cTc
Leu

ATG
Met

Leu

ATT
Ile
245

CAC
His

GGT
Gly

T
Ser

GGT
Gly

cT?T
Leu
325

GGT
Gly

ATC TAT
Ile Tyxr

TAT CGT
Tyr Arg

TCT TAT

Ser Tyr
135

GAA TAC
Glu Tyr
150

CAR GGT
Gln Gly

ACT TTA
Thr Leu

GAT GTT
Asp Val

GGT TTG
Gly Leu
218

GAC AAT
Asp Asn
230

CAT TTT
His Phe

TAT CGT
Tyr Arg

GCC GTA
Ala val

CcCC TTA
Pro Leu
2395

GIT GGT
val Gly
310

TCA TTA
Sexr Leu

™G CTT
Leu Leu

ES 2336977 T3

ACA
Thr
TAT

120
ATC
Ile

ATT
Ile

GTT
Val

cys

Gly
200

AGA
Arg

GIT
Val

GAG
Glu

ceT
Pro

Ala
280

ACC
Thr

ATC
Ile

GAT

Leu

cCcT
Pro
105

CCT
Pro

AAG
Lys

ATC
Ile

Gly

GCG
Ala
185

ACC

AAG
Lys

ATA
Ile

GAT
Asp

GAC
Asp
265

Leu

GAG
Glu

GCC
Ala

AAG
Lys

GAG
Glu
345

90

ACC
Thr

GAG
Glu

CAA
Gin

ATP
Ile

GGT
Gly
170

GGT’

Gly

AAC
Asn

GAT
Asp

Lys

Phe
250

ATT
Ile

GCC
Ala

CAG
Gin

AAC
Asn

GCT
Ala
330

AGA

GAA GGC GAT GCC

Glu

GGT
Gly

CAG
Gln
ACC
155
GTC
val

TTA

Leu

AAT
Asn

CGT
Arg

GCC
Ala
235

cGT
Gly

GCC
Ala

GCC
Ala

cGe
Arg

CaA
Gln
315

AGA
Arg

CAT

Gly

TGT
Cys

cTT
Leu
140

GAT

TTA
Leu

GAC
Asp

Glu

GTT
Val
220

ATT
Ile

cTT
Leu

<
Cys

ATT
Ile

ATC
Ile
300

ATT
Ile

GGT
Gly

GCT

Arg His Ala

16

Asp

TAT

128
TCC
Ser

TCcT
Ser

ATT
Ile

‘ccTr

Pro

ACC
Thr
205

CcGT
Arg

CcGT
Axg

Ala

Phe

ATT
Ile
285

ATG
Met

GTT
Val

AAT
Asn

ARG
Lys

Ala
110

Leu

GAG
Glu

Glu

TCA
Ser

AAT
Asn
190

CAT
His

GGT
Gly

Glu

ARC
Asn

ARC
Asn
270

Gly

ATC
Ile

GCC
Ala

CTT
Leu

ATT
Ile
350

85
ATC
Ile

GAT
Asp

7T
Phe

GGT
Gly

GTT
val
175

Arg

Arg

Glu

val

GCC
Ala
255

GAT
Asp

GCC
Ala

Phe

GGT
Gly

Phe
335

GCT
Ala

ARG
Lys

ATT
Ile

Gly

ATT
Ile
160

GCC
Ala

Fhe

Lys

CAG
Gin

Phe
240

ARG
Lys

GAT

CcTT
Leu

GGT
Gly

ATG
Met
320

ATG
Met

ACT
Thr

336

34

432

480

528

576

624

672

720

768

a16

864

912

960

1008

1056
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ES 2336977 T3

GAT GGA CAA AAG CCA TTT TTIG AAG AAG GAC TCT GAC TTT AAG GAA GTC
Asp Gly Gln Lys Pro Phe Leu Lxés Lys Asp Ser Asp Phe Lys Glu Val
355 360 365

CCT TCT GGA GAC ATT AAT TTA GAG AGT GCT ATT GCA CTC GTC AAG CCC
Pro Ser Gly Asp Ile asn Leu Glu Ser Ala Ile Ala Leu Val Lys Pro
370 37s 380

ACC ATT CTT TTG GGA TGT TCC GGT CAA CCG GGT AAA TTT ACA GAG AAA
Thr Ile Leu Leu Gly Cys Ser Gly Gln Pro Gly Lys Phe Thr Glu Lys
385 390 395 400

GCC ATT CGT GAA ATG AGC AAG CAC GTC GAG CGC CCC ATC ATT TTC CCA
Ala Ile Arg Glu Met Ser Lys His Val Glu Arg Pro Ile Ile Phe Pro
405 410 415

ATC TCT AAT CCC ACT ACT CTT ATG GAA GCUG AAG CCC GAT CAA ATT GAC
Ile Ser Asn Pro Thr Thr Leu Met Glu Ala Lys Pro Asp Gln Ile Asp
420 425 430

AAA TGG TCA GAT GGA AAG GCT TITG ATA GCC ACT GGT TCC CCA CTT CCT
Lys Trp Ser Asp Gly Lys Ala Leu Ile Ala Thr Gly Ser Pro Leu Pro
435 440 445

CCT CTC AAT CGC AAT GGT AAA AAA TAC GTG ATT TCC CAA TGC AAC AAT
Pro Lgu Asn Arg Asn Gly Lys Lys Tyr Val Ile Ser Gln Cys Asn Asn
450 455 460

GCC CTC CTT TAC CCT GCT CTT GGT GTT GCA TGT GTG TTA TCC CGT TGC
Ala Leu Leu Tyr Pro Ala Leu Gly Val Ala Cys Val Leu Ser Arg Cys
465 470 475 480

AAG TTA TTG AGT GAT GGT ATG CTG AAA GCA GCT TCC GAT GCT TIG GCC
Lys Leu Leu Ser Asp Gly Met Leu Lys Ala Ala Ser Asp Ala Leu Ala
485 490 495
ACT GTT CCC AGA TCT TTA TTT GCT GCT GAT GRA GCC CTC TTG CCA GAT
Thxr Val Pro Arxrg Ser Leu Phe Ala Ala Asp Glu Ala Leu Leu Pro Asp
500 505 510
TTG AAC AAT GCT CGC GAA ATT TCT CGT CAC ATT GTT TTT GCA GTC TIG
Leu Asn Asn Ala Axg Glu Ile Ser Arg His Ile Val Phe Ala Val Leu
515 520 525
AAG CAA GCT GTT TCT GAG GGA ATG AGC ACT GTG GAT TTA CCC AAA GAT
Lys Gln Ala Val Ser Glu Gly Met Ser Thr Val Asp Lsu Pro Lys Asp
530 535 540
GAT GCT AAA TTG AAG GAA TGG ATT ATT GAA CGT GAR TGG AAT CCC GAA
Asp Ala Lys Leu Lys Glu Trp Ile Ile Glu Arg Glu Trp Asn Pro Glu
545 550 885 560
TAC ARG CCT TTT GTA TAA AGCCTTTTAT TTTATTITIT TTTGAAACCT
*

Tyr Lys Pro Phe Val
565

GCTTTTTGGT CTGCTTGTAT TTAAAGATAT TCATGTAAAT AATTITTTGA AAGATGAATT
TACAATAAGT TGCTAAAAAG AARATTCCCG TTTTATTCAA ATGCTCATAT TTGAATATTA
GAAACATTAT GTACATATTT AGGCATCTTC CATTAAGAAT GATTAATGCG TAGAAAGATA

ATCAATTATT ATTGCTTTTT TCTCCTATTG TTATTCATCA ACTATATACA TTAAAAAGAT
TGGAGTATAG CAGAGGTAGA ATTTCTTTAC TCTGAAAAGT AAATCGAAAT AAATGGTATA

17

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1788

1848

1908

1968
2028
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TGATTCAGTC TGAAATAAAT TGAGCACGAG
TGAACCATTT GATTTAATAA AGGTTATAAT
AAACACCAAG TTAACTTTAT AATCAGATTA
ARATCTGTAT ATGGATGAAA CAAACAAATA
TGTGAATATA TACATACAAG GAGGGCCTGT
GTGAACACCC TTAAAATCGT TATTACTAAA
CATCACCCCC AAGTCTGGCT ATGCAGAAAT

ES 2336977 T3

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 8

TATTCAAACC GTARACCGTT ATGTATTGAA

TTTACGAATT TATAATGGGT AGTTATATAG

ATCTGRATAA TAAATTAAAA AGGGAAAGAG

GTAAATCGCA TTTGACACCT ACAAAATGTG

AAATAGAACT TTGTATTCCC AAGGGATITA

TTTCGTAGAT CAGTTICTTG AAGGTAAACT

ccece

(i) CARECTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(D) LONGITUD: 566 aminoacidos

(A) TIPO: aminodacidos
(B) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

Met Pro Ala Gly Thr Lys
5

1
Thr

Glu
Glu
Ile

65
val
Glu
Glin
Asp
Lys
145
Leu

Lys

Leu

Leu
Glu
Thr

50
Gly
Thr
Met
Phe
His
130
Ser
Gly
Gly

Pro

His
210

Leu
Arg

35
Leu
Asp
Asn

Ile

Ser
115

Asn

Asp

Ile

His

Ile
195

Gln

Asn Ser Pro
20

Gln Lys Phe
Gln Gln Gln
Glu Pro Leu

70

Gln Thr Leu
g5

Pro Ile Ile
100

Asp Ile Tyr
Asp Leu Ser
Ser Val Glu

150

Gly Asp Gln
165

Leu Met Thr
180

Val Leu Asp

Tyr Met Gly

Glu

Arg

Glu

val

55

Gin

Phe

Gln

Ile
40
Asp

Lys

Thr

Ile

Asn

25

Ser

Arg

Asn

Ala

Pro
105

Tyr Pro

120

Tyr Ile

135
Tyx

Gly

Leu

Val

Leu
215

Ile
Val
Cys
Gly

200
Arg

18

Lys
Ile
Gly
Ala
185

Thr

Lys

Glu
10

Lys
Ser
Cys
Leu
Leu

90
Thr
Glu
Gln
Ile
Gly
170
Gly

Asn

Asp

cys

Asp

Arg

Pro

Leu

Asp
60

Tyr Leu

75
Ile

Glu

Gly

Gln

155
Val

Leu

Asn

Arg

Ser

Gly

Cys

Leu

140

Asp

Leu

Asp

Glu

val
220

Leu

Ala
Pro

45
Gin
Sex
Gin
Asp
Tyx
125
Ser
Ser
Ile

Pro

Thr
205

Arg

Lys
Phe
30

Pro

Gln
His
Ala
110
Leu
Glu
Glu
Ser
Asn
190

His

Gly

Gly
15

Ile
Lys
Len
Leu

95
Ile
Asp
Phe
Gly
Val
175
Arg

Glu

2088
2148

2208
2268
2328
2388
2422

val
Pro
Vval
Ala
Ser

80
Ile
Lys
Ile
Gly
Ile
160
Ala
Phe

Lys

Gln
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Ile
His
Ala
305
Val
Ile

Asp

Pro

385

Ile

Lys

Ala
465

Lys
Thr
Leu
Lys
Asp

545
Tyr

Glu
Ile
Gln
val

290
Gly

Asp
Gly
Ser
370
Ile
Ile
Ser
Trp
Leu
450
Leu
Leu
Val
Asn
Gln
530

Ala

Lys

Ser
Ala
Leu
Gly
275
Thr

Thr

Asp

Phe
Phe
Asp
260
Thr
Lys

Ala

Gly

Arg Cys

Gln
355
Gly
Leu
Arg
Asn
Sex
435
Asn
Leu
Leu
Pro
Asn
515
Ala

Lys

Pro

Lys

Asp

Leu

Glu

Pro

420

Arg

Ser
Axg
500
Ala
val

Leu

Phe

Leu
Ile
245
His
Gly
Ser
Gly
Leu
325
Gly
Pro
Ile
Gly
Met
408
Gly
Asn
Pro
Asp
485
Ser
Arg
Sex

Lys

val
565

Asp
230
His
Tyr
Ala
Pro
val
310
Ser
Leu
Phe

Asn

Cys
390

Ser

Lys
Gly
Ala
470
Gly
leu
Glu

Glu

Glu
550

ES 2336977 T3

Asn Val Ile Lys

Phe
Arg
Val
Leu
295
Gly
Leu
Leu
Leu
Leu
375
Ser
Lys
Leu
Ala
Lys
455
Leu
Met
Phe
Ile
Gly

535
Trp

Glu
Pro
Ala
280
Thr
Ile
Asp
Leu
Lys
360

Glu

Gly

Met
Leu
440
Lys
Gly
Leu
Ala
Ser
520

Met

Ile

19

Asp
Asp
265
Leu
Glu
Ala
Lys
Glu
345
Lys
Ser
Gln
Val
Glu

425
Ile

Val
Lys
Ala
805
Arg

Ser

Ile

Phe
250
Ile
Ala
Gln
Asn
Ala

330
Arg

Ala
Pro
Glu
410
Ala
Ala
val
Ala
Ala
490
Asp
His
Thr

Glu

Ala
235
Gly
Ala
Ala
Arg
Gln
315
Arg
His
Ser
Ile
Gly
395

Arg

Lys

Ile
Cys
475
Ala
Glu
Ile
Val

Axg
555

Ile
Leu
Cys
Ile
Ile
300

Ile

Gly

Ala

Ala
380
Lys
Pro
Pro
Gly
Ser
460
val
Ser
Ala
val
Asp

540

Glu

Axrg
Ala
Phe
Ile
285
Met
val
Asn
Lys
Phe
365
Leu
Phe
Ile
Asp
Serxr
445
Gln
Leu
ASp
Leu
Phe

525

Leu

Trp

Glu

asn

Asn
270

Gly
Ile
Ala
Leu
Ile
350

Lys

Val

Ile
Gln
430

Pro

Cys

Ser

Ala

Leu

510

Ala

Pro

Asn

val
Ala
255
Asp
Ala
Phe
Gly
Phe
335
Ala
Glu
Lys
Glu
Phe
415
Ile
Leu
Asn
Arg
Leu
295
Pro
val

Lys

Pro

Phe
240
Lys
Asp
Leu
Gly
Met
320
Met
Thr
Val
Pro
Lys
400
Pro
Asp

Pro

Asn

Cys
480
Ala
Asp
Leu

Asp

Glu
560
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