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DESCRIPCION

Enzimas fitasa, secuencias de acido nucleico que codifican enzimas fitasa y vectores y células huésped que
incorporan las mismas

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion hace referencia a la fitasa, secuencias de acido nucleico que codifican fitasa, asi
como la produccion de fitasa y su uso.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] El fésforo (P) es un elemento esencial para el crecimiento. Una cantidad sustancial del fésforo encontrado
en el alimento para ganado convencional, p.ej., granos de cereal, harina de semillas oleaginosas y subproductos
que se originan a partir de semillas, se encuentra en forma de fosfato que esta unido covalentemente en una
molécula conocida como fitato (mio-inositol hexaquisfosfato). La biodisponibilidad de foésforo en esta forma es
generalmente bastante baja para no rumiantes, como aves de corral y cerdos, porque carecen de enzimas
digestivas para separar el fésforo de la molécula de fitato.

[0004] Pueden observarse diversas consecuencias importantes de la incapacidad de los no rumiantes de utilizar
el fitato. Por ejemplo, se incurre en gastos cuando se afiade fésforo inorganico (p.ej., fosfato dicalcico, fosfato
defluorado) o productos animales (p.ej., harina de carnes y huesos, harina de pescado) para cumplir las
requisitos nutricionales de fésforo de los animales. Ademas, el fitato puede unirse o quelar una variedad de
minerales (p.ej., calcio, zinc, hierro, magnesio, cobre) en el tracto gastrointestinal, dejandolos inaccesibles para
la absorcién. Ademas, la mayoria del fitato presente en la alimentacion pasa a través del tracto gastrointestinal,
elevando la cantidad de fésforo en el estiércol. Esto lleva a una carga de fésforo ecolégica aumentada en el
medio ambiente.

[0005] Los rumiantes, como el ganado, por el contrario, utilizan facilmente el fitato gracias a una enzima
producida por los microorganismos ruminales conocida como fitasa. La fitasa cataliza la hidrdlisis de fitato a (1)
mio-inositol y/o (2) mono-, di-, tri-, tetra- y/o penta-fosfatos del mismo y (3) fosfato inorganico. Se conocen dos
tipos diferentes de fitasas: (1) una llamada 3-fitasa (mio-inositol hexafosfato 3-fosfohidrolasa, EC 3.1.3.8) y (2)
una llamada 6-fitasa (mio-inositol hexafosfato 6-fosfohidrolasa, EC 3.1.3.26). La 3-fitasa hidroliza
preferentemente primero el enlace éster en la posicidon 3, mientras que la 6-fitasa hidroliza preferentemente
primero el enlace éster en la posicion 6.

[0006] La fitasa microbiana, como aditivo para alimentacion animal, se ha descubierto que mejora la
biodisponibilidad de fésforo fitato en la dieta tipica de los no rumiantes (véase, p.ej., Cromwell, et al, 1993). El
resultado es una necesidad reducida de afadir fésforo inorganico en el pienso animal, asi como niveles de
fésforo mas bajos en el estiércol excretado (véase, p.gj., Kornegay, et al, 1996).

[0007] A pesar de tales ventajas, pocas de las fitasas conocidas han logrado una aceptacion extendida en la
industria de piensos. La razén de esto varia de enzima a enzima. Las preocupaciones tipicas estan relacionadas
con los altos costes de fabricacion y/o pobre estabilidad/actividad de la enzima en el entorno de uso deseado
(p-€j., el pH/temperatura encontrado en el procesamiento de piensos, o en el tubo digestivo de los animales).

[0008] Generalmente, es deseable descubrir y desarrollar enzimas novedosas que tengan buena estabilidad y
actividad de fitasa para su uso en conexion con el pienso animal y para aplicar los avances en tecnologia de
fermentacion a la producciéon de dichas enzimas para hacerlas comercialmente viables. También es deseable
determinar secuencias de nucledtidos que puedan usarse para producir organismos sometidos a ingenieria
genética mas eficientes capaces de expresar dichas fitasas en cantidades adecuadas para la produccion
industrial. Resulta ain mas deseable desarrollar un sistema de expresion de fitasa mediante ingenieria genética
que permita la purificacion y utilizacion de cantidades de trabajo de enzimas relativamente puras.

SUMARIO DE LA INVENCION
[0009] La presente invencion proporciona una enzima purificada que tiene actividad de fitasa que se deriva de
una fuente microbiana y preferiblemente de una fuente fungica, como una especie Penicillium, p.ej., P.

chrysogenum (deposito n°® NRRL 1951).

[0010] Por consiguiente, en un aspecto la presente invencidon proporciona una enzima fitasa que incluye una
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secuencia de aminoacidos que tiene al menos una identidad de secuencia de aminoacidos del 95% con una
secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 2, 3 o 19A-19C, donde la enzima fitasa es capaz de hidrolizar
fitato para liberar fosfato inorganico. En algunos modos de realizacion, la enzima fitasa de la reivindicacion 1 que
incluye una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de aminoacidos del 100% con
una secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 2, 3 o 19A-19C.

[0011] En otros aspectos, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica la enzima fitasa de la presente invencion y construcciones y vectores de
expresion que comprenden el polinucleétido que codifica las enzimas fitasa.

[0012] En otros aspectos, la presente invencion proporciona una célula huésped transformada con el vector de la
presente invencion y un método de produccion de una enzima que tenga actividad de fitasa, comprendiendo:

(a) proporcionar una célula huésped transformada con una construccion de expresion como se define en la
reivindicacion 4;

(b) cultivar dicha célula huésped transformada bajo condiciones adecuadas para que dicha célula huésped
produzca dicha fitasa; y

(c) recuperar dicha fitasa.

[0013] Generalmente, la célula huésped es una especie Aspergillus.

[0014] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un alimento o pienso animal que incluye una enzima
fitasa que tiene actividad de fitasa de la presente invencion.

[0015] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para separar fésforo de fitato, que
comprende tratar dicho fitato con una enzima fitasa de la presente invencion.

[0016] Otra ventaja de la presente invencién es que, en virtud de la provision de un polinucleétido que codifica
una proteina que tiene actividad de fitasa, es posible producir, a través de medios recombinantes, una célula
huésped que es capaz de producir la proteina que tiene actividad de fitasa en cantidades relativamente grandes.

[0017] Otra ventaja mas de la presente invenciéon es que se hace practico el uso comercial de proteinas que
presenten actividad de fitasa. Por ejemplo, la presente invencién proporciona pienso animal que incorpora la
fitasa aqui descrita.

[0018] Algunas de las siguientes figuras y descripcion detallada pertenece a fitasas proporcionadas a modo de
ejemplos de referencia.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0019]

La Figura 1 muestra una secuencia de acido nucleico que corresponde a 1317 pares de bases de un gen que
codifica una enzima hidrolizante fitasa derivada de Penicillium chrysogenum.

La Fig. 2 muestra una secuencia de aminoacidos de una enzima fitasa codificada por la secuencia de acido
nucleico de la Figura 1.

La Figura 3 muestra una secuencia de aminoacidos de una enzima fitasa quimérica madura, producida a
través de la expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia sefial de Aspergillus,
unida a una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima hidrolizante fitasa derivada de Penicillium
chrysogenum.

La Figura 4 muestra una secuencia de acido nucleico que corresponde a 1299 pares de bases de un gen que
codifica una enzima hidrolizante fitasa derivada de Fusarium javanicum.

La Fig. 5 muestra una secuencia de aminoacidos de una enzima fitasa codificada por la secuencia de acido
nucleico de la Figura 4.

La Figura 6 muestra una secuencia de aminoacidos de una enzima fitasa quimérica madura, producida a
través de la expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia sefial de Aspergillus,
unida a una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima hidrolizante fitasa derivada de Fusarium
Javanicum.
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La Figura 7 muestra una secuencia de acido nucleico que corresponde a 224 pares de bases de un gen que
codifica una enzima hidrolizante fitasa derivada de Fusarium vertisillibodes.

La Fig. 8 muestra una secuencia de aminoacidos de una enzima fitasa codificada por la secuencia de acido
nucleico de la Figura 7.

La Figura 9 muestra una secuencia de acido nucleico que corresponde a 224 pares de bases de un gen que
codifica una enzima hidrolizante fitasa derivada de Humicola grisea.

La Fig. 10 muestra una secuencia de aminoacidos de una enzima fitasa codificada por la secuencia de acido
nucleico de la Figura 9.

La Fig. 11muestra una secuencia de aminoacidos de una enzima fitasa quimérica madura, producida a
través de la expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia sefial de Aspergillus,
unida a una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima hidrolizante fitasa derivada de Humicola
grisea.

La Figura 12 muestra una secuencia de acido nucleico que corresponde a 192 pares de bases de un
fragmento de gen que codifica el extremo amino, incluyendo una secuencia sefial, para una enzima
hidrolizante fitasa derivada de Aspergillus niger. Esta secuencia incluye un codén de iniciacion ATG en el
extremo 50 y un intron que se extiende desde los residuos 46 al 147.

La Fig. 13 muestra una secuencia de aminoacidos del extremo amino, que incluye una secuencia sefal, de
una enzima fitasa codificada por la secuencia de acido nucleico de la Figura 12.

Las Figuras 14A-14D muestran alineaciones de secuencias de aminoacidos reveladas aqui con secuencias
de aminoacidos publicadas de enzimas fitasa conocidas. La Figura 14A muestra una alineaciéon GAP, como
se describira en mayor medida a continuacion, de la secuencia de aminoacidos de una fitasa madura (es
decir, que carece de la secuencia sefal correspondiente a los aminoacidos 1-23) de A. niger (nimero de
registro P34752, 444 aminoacidos; fila superior de cada par) y una fitasa derivada de P. chrysogenum
(Figura 3, 446 aminoacidos; fila inferior de cada par). Las lineas rectas entre las secuencias alineadas
indican residuos idénticos, los puntos entre las secuencias alineadas indican residuos similares. Las dos
secuencias muestran una identidad del 65%, similaridad del 70%.

La Figura 14B muestra una alineacion BLAST (programa TBLASTN 2.0.5), como se describira en mayor
medida a continuacion, de residuos 1-445 de la secuencia de aminoacidos de P. chrysogenum (P.c.)
revelada en la Figura 3 y la secuencia de aminoacidos determinada a partir de los residuos de acido nucleico
407 a 1732 de una secuencia de ADNc que codifica una fitasa deAspergillus fumigatus (A.f.) (ndmero de
registro U59804). Las letras entre las secuencias alineadas indican residuos de aminoacidos idénticos, los
simbolos mas indican residuos similares. Estas porciones de las dos secuencias muestran una identidad del
62%, similaridad del 75%.

La Figura 14C muestra una alineacion BLAST de residuos 4-445 de la secuencia de aminoacidos de P.
chrysogenum (P.c.) revelada en la Figura 3 y la secuencia de aminoacidos determinada a partir de los
residuos de acido nucleico 411 a 1730 de una secuencia de ADNc que codifica una fitasa de Aspergillus
terreus (A.t.) (numero de registro U60412). Estas porciones de las dos secuencias muestran una identidad
del 60%, similaridad del 73%.

La Figura 14D muestra una alineacion BLAST de residuos 7-445 de la secuencia de aminoacidos de P.
chrysogenum (P.c.) revelada en la Figura 3 y la secuencia de aminoacidos determinada a partir de los
residuos de acido nucleico 293 a 1594 de una secuencia de ADNc que codifica una fitasa de Emericella
nidulans (Aspergillus nidulans; A.t.) (nimero de registro U59803). Estas porciones de las dos secuencias
muestran una identidad del 60%, similaridad del 75%.

Las Figuras 15A-15C muestran alineaciones de secuencias de aminoacidos reveladas aqui con secuencias
de aminoacidos publicadas de enzimas fitasa conocidas. La Figura 15A muestra una alineacion GAP de la
secuencia de 444 aminoacidos de una fitasa madura de A. niger (nUmero de registro P34752) y una
secuencia de fitasa de 440 aminoacidos derivada de F. javanicum (revelada en Figura 6). Las dos
secuencias muestran una identidad del 50%, similaridad del 56%.

La Figura 15B muestra una alineacion GAP de una secuencia de fitasa de 440 aminoacidos derivada de F.
javanicum (revelada en la Figura 6) y la secuencia de 463 aminoacidos de una fitasa de Emericella nidulans
(E.n.) (Aspergillus nidulans; numero de registro U59803). Las dos secuencias muestran una identidad del
52%, similaridad del 60%.
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La Figura 15C muestra una alineacién BLAST de residuos 7-438 de una secuencia de aminoacidos de fitasa
de F. javanicum (F.j.) revelada en la Figura 6 y la secuencia de aminoacidos determinada a partir de los
residuos de acido nucleico 2379 a 3719 de una secuencia de ADNc que codifica una fitasa de Myceliopthora
thermophila (M.t.) (nimero de registro U59806). Estas porciones de las dos secuencias muestran una
identidad del 52%, similaridad del 68%.

Las Figuras 16A-16C muestran alineaciones de secuencias de aminoacidos reveladas aqui con secuencias
de aminoacidos publicadas de enzimas fitasa conocidas. La Figura 16A muestra una alineacion GAP de una
secuencia de 487 aminoacidos de una fitasa de M. thermophila (nUmero de registro U59806) y una
secuencia de fitasa de 449 aminoacidos derivada de H. grisea (revelada en Figura 11). Las dos secuencias
muestran una identidad del 66%, similaridad del 72%.

La Figura 16B muestra una alineacion GAP de una secuencia de fitasa de 449 aminoacidos derivada de H.
grisea (revelada en la Figura 11) y la secuencia de 444 aminoacidos de una fitasa madura de A. niger
(nmero de registro P34752). Las dos secuencias muestran una identidad del 51%, similaridad del 59%.

La Figura 16C muestra una alineacién BLAST de residuos 8-448 de una secuencia de aminoacidos de fitasa
de H. grisea (H.g) revelada en la Figura 11 y la secuencia de aminoacidos determinada a partir de los
residuos de acido nucleico 2340 a 3722 de una secuencia de ADNc que codifica una fitasa de Myceliopthora
thermophila (M.t.) (nUmero de registro U59806). Estas porciones de las dos secuencias muestran una
identidad del 65%, similaridad del 74%.

Las Figuras 17A y 17B muestran el ADN que codifica y secuencia de aminoacidos de una fitasa de E.
desertorum. La Figura 17A muestra la secuencia de ADN gendmico que codifica el gen para la fitasa. Las
letras en minuscula representan un intrén putativo. La Figura 17B muestra la secuencia de aminoacidos
putativa codificada por el gen de fitasa de E. deserforum.

Las Figuras 18A-18C muestran la secuencia de ADN gendmica que codifica una fitasa de F. javanicum. La
secuencia de aminoacidos putativa de la fitasa se indica bajo la secuencia de ADN. Se indica un intrén
putativo bajo la secuencia de ADN por una linea horizontal. Las flechas con forma de caja bajo la secuencia
de ADN indican secuencias de cebadores Utiles para la amplificacion del gen. Los sitios de restriccion se
indican encima de la secuencia en negrita.

Las Figuras 19A-19C muestran la secuencia de ADN genomica que codifica una fitasa de P. chrysogenum.
La secuencia de aminoacidos putativa de la fitasa se indica bajo la secuencia de ADN. Se indica un intrén
putativo bajo la secuencia de ADN mediante una caja horizontal. Las flechas con forma de caja bajo la
secuencia de ADN indican secuencias de cebadores utiles para amplificar el gen. Se indican sitios de
restriccion bajo la secuencia en negrita.

Las Figuras 20A-20C muestran la secuencia de ADN gendmica que codifica una fitasa de H. grisea. La
secuencia de aminoacidos putativa de la fitasa se indica bajo la secuencia de ADN. Se indica un intrén
putativo bajo la secuencia de ADN mediante una linea horizontal. Los sitios de restriccion se indican encima
de la secuencia en negrita.

La Figura 21 muestra una secuencia de ADN gendmica parcial que codifica una fitasa de F. vertisillibodes. La
secuencia de aminoacidos putativa de la fitasa se indica bajo la secuencia de ADN. Se indica un intrén
putativo bajo la secuencia de ADN por una linea horizontal. Los sitios de restriccion se indican encima de la
secuencia en negrita.

La Figura 22 muestra la secuencia de ADN de un gen que codifica una fitasa de E. deserforum obtenida
usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. Se indica bajo la secuencia de ADN la secuencia de
aminoacidos putativa de la fitasa. Las flechas bajo la secuencia de ADN indican secuencias de ligacion
(cebadores GSP1rev:fyt037 y GSP2rev:fyt036) usadas para obtener secuencias aguas arriba del gen (véase
Fig. 17A).

La Figura 23 muestra la secuencia de ADN de un gen que codifica una fitasa de F. javanicum obtenida
usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. La secuencia de aminoacidos putativa de la fitasa se
indica bajo la secuencia de ADN. Las flechas bajo la secuencia de ADN indican secuencias de ligacion
(cebadores GSP1 rev:fyt039 y GSP2rev:fyt038) usadas para obtener secuencias aguas arriba del gen (véase
Fig. 18A-18B).

La Figura 24 muestra resultados de expresion de la fitasa producida de manera recombinante aqui descrita.
La Figura 24A muestra un gel de isoelectroenfoque (IEF) tefido con azul de Comassie. Este gel muestra
proteina presente en el sobrenadante de cultivos de Aspergillus niger que ha sido transformada con un
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vector que codifica fitasa quimérica de P. chrysogenum (vias 5-8) y F. javanicum (vias 9-12), como se
describe en los Ejemplos 3 y 4. Las células huésped transformadas se cultivaron en condiciones disefiadas
para facilitar la expresion de las proteinas codificadas en el vector de expresion. En las vias 1-3 (como se
marca) no hay nada. La via 4 contiene caldo de fermentacion de un A. niger transformado con el mismo
vector seguin se uso para las fitasas de F. javanicum y P. chrysogenum, pero comprendiendo una secuencia
de acido nucleico que codifica la enzima fitasa de A. niger nativa. Las vias 5-8 contienen caldo de
fermentacién de cuatro clones diferentes transformados con vector que comprende la fitasa quimérica de P.
chrysogenum, seleccionados por su actividad de fitasa aparente alta (vias 5 y 8), moderada (via 7) y baja
(via 6), como se determina en un ensayo preliminar. Las vias 9-12 contienen caldo de fermentacién de cuatro
clones diferentes transformados con vector que comprende la fitasa quimérica de F. javanicum,
seleccionados por su actividad de fitasa aparente alta (via 11), moderada (vias 9 y 10) y baja (via 12), como
se determina en un ensayo preliminar. El gel tefiido de Comassie indica bandas de proteina novedosa que
corresponden a la actividad de fitasa, como se muestra en el zimograma descrito en la Figura 24B, para cada
uno de los tipos de transformantes y ninguna de dichas bandas de proteinas novedosas para clones en los
que no se da actividad.

La Figura 24B muestra un zimograma producido como una superposicion del gel de IEF descrito en la Fig.
24A, realizado antes de la tincion del gel, mostrando la actividad de fosfatasa de las proteinas en el gel. El
zimograma indica la actividad de fitasa asociada a las bandas tefiidas de Comassie novedosas de los
huéspedes transformados con fitasa quimérica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
l. Definiciones

[0020] A menos que se defina lo contrario aqui, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el
mismo significado que el comprendido cominmente por aquellos expertos en la técnica a la que pertenece la
invencion. Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 22 Ed., John
Wiley and Sons, Nueva York (1994), y Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY,
Harper Perennial, NY (1991) ofrecen a los expertos un diccionario general de muchos de los términos usados en
esta invencion. Aunque se puede utilizar cualquier método y material similar o equivalente a aquellos aqui
descritos en la practica o ensayos de la presente invencion, se describen los métodos y materiales preferidos.
Los intervalos numéricos son inclusivos de los nimeros que definen el intervalo. A menos que se indique lo
contrario, las secuencias de acido nucleico se escriben de izquierda a derecho en una orientacién de 5' a 3'; las
secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecho en una orientacién de amino a carboxi,
respectivamente. Los titulos proporcionados aqui no constituyen limitaciones de los diversos aspectos o modos
de realizacion de la invencion que pueden tenerse mediante referencia a la especificacion en su conjunto. Por lo
tanto, los términos definidos inmediatamente a continuacién se definen de manera mas completa mediante
referencia a la especificacion en su conjunto.

[0021] "Proteina”, segun su uso aqui, incluye proteinas, polipéptidos y péptidos. Como apreciaran aquellos
expertos en la técnica, las secuencias de acido nucleico de la invenciéon, como se definen a continuacion y
descritas en mayor medida aqui, pueden usarse para generar secuencias de proteinas.

[0022] Segun su uso aqui, el término "fitasa" o "actividad de fitasa" hace referencia a una proteina o polipéptido
que es capaz de catalizar la hidrdlisis de fitato a (1) mio-inositol y/o (2) mono-, di-, tri-, tetra- y/o penta-fosfatos del
mismo y (3) fosfato inorganico. Por ejemplo, las enzimas que tienen actividad catalitica definidas en la Comision
de Enzimas EC numero 3.1.3.8 o EC numero 3.1.3.26.

[0023] En el sentido mas amplio, "secuencia de acido nucleico", "polinucleétido” o "oligonucleétido" o
equivalentes gramaticales significan aqui al menos dos nucleétidos unidos de manera covalente el uno al otro.
Una secuencia de acido nucleico de la presente invencidon contendra generalmente enlaces fosfodioéster,
aunque en algunos casos, como se describe a continuacién, se incluyen analogos de secuencia de acido
nucleico que pueden tener esqueletos alternativos, comprendiendo, por ejemplo, fosforamidato (Beaucage et al.,
Tetrahedron 49(10):1925 (1993) y las referencias que aparecen en él; Letsinger, J. Org. Chem. 35:3800 (1970);
Sprinzl et al., Eur. J. Biochem. 81:579 (1977); Letsinger et al., Nucl. Acids Res. 14:3487 (1986); Sawai et al,
Chem. Lett. 805 (1984), Letsinger et al., J. Am. Chem. Soc. 110:4470 (1988); y Pauwels et al., Chemica Scripta
26:141 91986)), fosforotioato (Mag et al., Nucleic Acids Res. 19:1437 (1991); vy patente estadounidense n°®
5.644.048), fosforoditioato (Briu et al., J. Am. Chem. Soc. 111:2321 (1989)), enlaces O-metilfosforoamidita
(véase Eckstein, Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, Oxford University Press), y enlacesy
esqueleto de acido nucleico peptidico (véase Egholm, J. Am. Chem. Soc. 114:1895 (1992); Meier et al., Chem.
Int. Ed. Engl. 31:1008 (1992); Nielsen, Nature, 365:566 (1993); Carlsson et al., Nature 380:207 (1996).
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[0024] Otros acidos nucleicos analogos incluyen aquellos con esqueletos positivos (Denpcy et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 92:6097 (1995); esqueletos no idnicos (patente estadounidense n° 5.386.023, 5.637.684,
5.602.240, 5.216.141 y 4.469.863; Kiedrowshi et al.,Angew. Chem.Intl. Ed. English 30:423 (1991); Letsinger et
al., J. Am. Chem. Soc. 110:4470 (1988); Letsinger et al., Nucleoside & Nucleotide 13:1597 (1994); Capitulos 2 y
3, ASC Symposium Series 580, "Carbohydrate Modifications in Antisense Research”, Ed. Y.S. Sanghui y P.
Dan Cook; Mesmaeker et al., Bioorganic & Medicinal Chem. Lett. 4:395 (1994); Jeffs et al., J. Biomolecular NMR
34:17 (1994); Tetrahedron Lett. 37:743 (1996)) y esqueletos no de ribosa, incluyendo aquellos descritos en las
patentes estodunidenses n° 5.235.033 y 5.034.506, y capitulos 6 y 7, ASC Symposium Series 580,
"Carbohydrate Modifications in Antisense Research”, Ed. Y.S. Sanghui y P. Dan Cook. También se incluyen
los acidos nucleicos que contienen uno o mas azucares carbociclicos en una definiciéon de acidos nucleicos
(véase Jenkins et al., Chem. Soc. Rev. (1995) pp169-176). Se describen diversos analogos de acido nucleico
en Rawls, C & E News Junio 2, 1997 pag. 35. Estas modificaciones del esqueleto de ribosa-fosfato pueden
hacerse por una variedad de razones, por ejemplo, para aumentar la estabilidad y vida media de dichas
moléculas en entornos de procesamiento de alimento o fisiologicos.

[0025] Como apreciaran aquellos expertos en la técnica, todos estos analogos de acido nucleico pueden
encontrar uso en la presente invencion. Ademas, pueden hacerse mezclas de analogos y acidos nucleicos de
origen natural; alternativamente, pueden hacerse mezclas de diferentes andlogos de acido nucleico y mezclas de
acidos nucleicos y analogos de origen natural.

[0026] Especialmente preferidos son los acidos nucleicos peptidicos (PNA) que incluyen analogos de acido
nucleico peptidico. Estos esqueletos son sustancialmente no idnicos bajo condiciones neutras, a diferencia del
esqueleto de fosfodiéster altamente cargado de acidos nucleicos de origen natural. Esto resulta en dos ventajas.
Primero, el esqueleto de PNA presenta cinética de hibridacion mejorada. Los PNA tiene cambios mas grandes en
la temperatura de fusion (Tm) para pares de bases incorrectamente apareados frente a los perfectamente
apareados. El ADN y ARN normalmente presenta una caida de 2-4°C en Tm para un apareamiento incorrecto
interno. Con el esqueleto de PNA no idnico, la caida es mas cercana a los 7-9°C. Del mismo modo, debido a su
naturaleza no ionica, la hibridaciéon de las bases unidas a estos esqueletos es relativamente insensible a la
concentracion de sal. Ademas, los PNA no se degradan por las enzimas celulares, y por tanto, pueden ser mas
estables.

[0027] Las secuencias de acido nucleico pueden ser de una sola cadena o de doble cadena, como se especifica,
o contener partes de secuencia de doble cadena o de una sola cadena. Como apreciaran aquellos expertos en la
técnica, la representacion de una sola cadena ("Watson") define también la secuencia de la otra cadena ("Crick");
por tanto, las secuencias descritas aqui incluyen también el complemento de la secuencia. La secuencia de acido
nucleico puede ser ADN, tanto gendmico como ADNc, ARN o un hibrido, donde la secuencia de acido nucleico
contiene cualquier combinacion de desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos, y cualquier combinacién de bases,
incluyendo uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina hipoxantina, isocitosina, isoguanina, etc.
Segun su uso aqui, el término "nucledsido” incluye nucledtidos y analogos de nucleétidos y nucledsidos, y
nucledsidos modificados como nucledsidos amino-modificados. Ademas, "nucledsido" incluye estructuras
analogas de origen no natural. Por consiguiente, por ejemplo, las unidades individuales de una secuencia de
acido nucleico peptidico, conteniendo cada una una base, son denominadas aqui nucleésido.

[0028] EI término "idéntico" en el contexto de dos secuencias de acido nucleico o secuencias de polipéptido hace
referencia a residuos en las dos secuencias que son iguales cuando se aparean para maxima correspondencia,
medido usando uno de los siguientes algoritmos de analisis o comparacion de secuencia.

[0029] Una "alineacion optima" se define como una alineacion que da la puntuacion de porcentaje de identidad
mas alta. Dicha alineacion puede llevarse a cabo usando una variedad de programas de analisis de secuencias
disponibles en el mercado, como el programa de alineacion local LALING que usa un ktup de 1, parametros por
defecto y PAM por defecto. Una alineaciéon preferida es la alineacion por pares llevada a cabo usando el
programa CLUSTAL- W en MACVECTOR, operado en modo de alineacién "lenta" usando los parametros por
defecto, incluyendo una penalizaciéon por hueco abierto de 10,0, una penalizacion por extension de hueco de 0,1,
y una matriz de similaridad BLOSUM30. Si necesita insertarse un hueco en una primera secuencia para alinearla
de manera 6ptima con una segunda secuencia, el porcentaje de identidad se calcula usando solo los residuos
que estan apareados con un residuo de aminoacido correspondiente (es decir, el calculo no considera los
residuos en las segundas secuencias que estan en el "hueco" de la primera secuencia).

[0030] La alineacion éptima de secuencias para la comparacion también puede llevarse a cabo, p.ej., mediante el
algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineacion
de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante la busqueda de método de
similaridad de Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software
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Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion visual.

[0031] El "porcentaje de identidad de secuencia", con respecto a dos secuencias de polinucleétidos o
aminoacidos, hace referencia al porcentaje de residuos que son idénticos en las dos secuencias cuando las
secuencias se encuentran alineadas de manera éptima. Por tanto, una identidad de secuencias de aminoacidos
del 80% significa que el 80% de los aminoacidos en las dos secuencias de polipéptidos alineadas de manera
optima son idénticas. Puede determinarse el porcentaje de identidad, por ejemplo, mediante una comparacion
directa de la informacion de secuencia entre dos moléculas alineando las secuencias, contando el nimero exacto
de coincidencias entra las dos secuencias alineadas, dividiendo por la longitud de la secuencia mas corta y
multiplicando el resultado por 100. Pueden usarse programas informaticos facilmente disponibles para ayudar en
el analisis, como ALIGN, Dayhoff, M.O. en "Atlas of Protein Sequence and Structure", M.O. Dayhoff ed.,* 5 Suppl.
3:353-358, National Biomedical Research Foundation, Washington, DC, que adapta el algoritmo de homologia
local de Smith y Waterman (1981) Advances in Appl. Math. 2:482-489 para el analisis de péptidos. Los
programas para determinar la identidad de secuencias de nucleotidos se encuentran disponibles en Wisconsin
Sequence Analysis Package, version 8 (disponible en Genetics Computer Group, Madison, WI) por ejemplo,
los programas BESTFIT, FASTA y GAP, que también se basan en el algoritmo de Smith y Waterman. Estos
programas se utilizan facilmente con los parametros por defecto recomendados por los fabricantes y descritos en
el Wisconsin Sequence Analysis Package al que se ha hecho referencia arriba.

[0032] Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar la similaridad de secuencia es el algoritmo
BLAST, que se describe en Altschul, et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El software para llevar a cabo
analisis BLAST se encuentra disponible de manera publica a través del National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo conlleva identificar primero pares de secuencias
con alta puntuacion (HSPs, en inglés) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia
de consulta que bien coincidan o satisfagan alguna puntuacion umbral de valor positivo T cuando se alinee con
una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. Estos aciertos o hits de palabras
cercanas iniciales actian como puntos de inicio para encontrar HSP mas largas que las contengan. Estos hits de
palabra se expanden en ambas direcciones a lo largo de cada una de las dos secuencias comparandose hasta
donde la puntuacion de alineacién acumulativa pueda ser aumentada. La extension de los hits de palabra para
cuando: la puntuacion de alineacion acumulativa cae por la cantidad X desde un valor logrado maximo; la
puntuacién acumulativa es cero o inferior; o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parametros
de algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacion. El programa BLAST usa
como predeterminados una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuacién BLOSUM®62 (véase Henikoff
& Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M’5, N’-4,
y una comparacion de ambas cadenas.

[0033] El algoritmo BLAST lleva a cabo a continuaciéon un analisis estadistico de la similaridad entre dos
secuencias (véase, p.ej., Karlin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Una medida de
similaridad proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que
proporciona una indicacién de la probabilidad por la cual una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o
aminoacidos ocurriria por casualidad. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico se considera similar a una
secuencia de acido nucleico de fitasa de esta invencion si la probabilidad de suma mas pequefia en una
comparacion de la secuencia de acidos nucleico de prueba a una secuencia de acido nucleico de fitasa es menor
de aproximadamente 0,1, mas preferiblemente menor de aproximadamente 0,01, y mas preferiblemente menor
de aproximadamente 0,001. Cuando la secuencia de acido nucleico de prueba codifica un polipéptido de fitasa,
se considera similar a una secuencia de acidos nucleicos de fitasa especifica si la comparacién da como
resultado una probabilidad de suma mas pequefia menor de aproximadamente 0,5 y mas preferiblemente menor
de aproximadamente 0,2.

[0034] Por tanto, la expresion "sustancialmente idéntica" en el contexto de dos secuencias de acido nucleico o
polipéptidos significa normalmente que un polinucleétido o polipéptido comprende una secuencia que presenta al
menos una identidad de secuencia del 60%, preferiblemente al menos 80% y mas preferiblemente al menos 90%
y aun mas preferiblemente al menos 95%, comparada con una secuencia de referencia usando los programas
descritos arriba (p.ej., BLAST, ALIGN, CLUSTAL) usando parametros estandares. Una indicacion de que dos
polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el primer polipéptido presenta reaccion cruzada
inmunolégicamente con el segundo polipéptido. Normalmente, los polipéptidos que difieren por sustituciones
conservadoras de aminoacidos presentan reaccion cruzada inmunolégicamente. Por lo tanto, un polipéptido es
sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando dos péptidos difieren solo por una
sustitucion conservadora. Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas
es que las dos moléculas hibridan entre si en condiciones astringentes (p.ej., dentro de un margen de media a
alta astringencia).

[0035] La "hibridacion" incluye cualquier proceso por el que una cadena de una secuencia de acido nucleico se
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une a una segunda secuencia de acido nucleico a través del apareamiento de bases. Por tanto, en sentido
estricto, el término se refiere a la capacidad de una secuencia diana a unirse a una secuencia de prueba, o
viceversa.

[0036] Las "condiciones de hibridacién" se clasifican normalmente por el grado de "astringencia" de las
condiciones en que se mide la hibridacion. El grado de astringencia puede basarse, por ejemplo, en la
temperatura de fusion (estimada) calculada (Tm) del complejo de enlace de la secuencia de acido nucleico o
sonda. El céalculo de Tm se conoce bien en la técnica (véase, p.ej., pag. 9.50-9.51 de Sambrook (1989), a
continuacion). Por ejemplo, la "maxima astringencia" se produce a aproximadamente Tm-5°C (5° por debajo de la
Tm de la sonda); la "alta astringencia" a aproximadamente 5-10° por debajo de Tm; la "astringencia intermedia" a
aproximadamente 10-20° por debajo de la Tm de la sonda; y la "astringencia baja" a aproximadamente 20-25°
por debajo de la Tm. En general, las condiciones de hibridacién se llevan a cabo en condiciones de alta fuerza
idnica, por ejemplo, usando 6XSSC o 6XSSPE. En condiciones de alta astringencia, la hibridacion se sigue por
dos lavados con solucidon baja en sal, por ejemplo 0,5XSSC, a la temperatura calculada. En condiciones de
astringencia media, la hibridacién se sigue por dos lavados con soluciéon con contenido en sal medio, por
ejemplo, 2XSSC. En condiciones de baja astringencia, la hibridacién es seguida por dos lavados con solucion
con alto contenido en sal, por ejemplo, 6XSSC. De manera operativa, las condiciones de maxima astringencia
pueden usarse para identificar secuencias de acido nucleico que tienen identidad estricta o casi estricta con la
sonda de hibridacién; mientras que las condiciones de alta astringencia se usan para identificar secuencias de
acido nucleico que presentan aproximadamente un 80% o mas de identidad de secuencia con la sonda.

[0037] Para aplicaciones en las que se requiera elevada selectividad, se deseara normalmente emplear
condiciones relativamente astringentes para formar hibridos, p.ej., se seleccionaran condiciones de temperatura
relativamente altas. Las condiciones de hibridacion, incluyendo la astringencia moderada y astringencia alta, se
proporcionan en Sambrook et al.,Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor
Press (1989); Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (2001).

[0038] EIl término "complementario”, en el contexto de una secuencia de acido nucleico, significa una secuencia
de acido nucleico que tiene una relacion de secuencia con una segunda secuencia de acido nucleico de manera
que existe una alineacion perfecta de pares de bases de Watson-Crick a lo largo de la longitud completa de
ambas secuencias de acido nucleico.

[0039] EI término "aislado" o "purificado" significa que un material se saca de su entorno original (p.ej., el entorno
natural si ocurre de manera natural). Por ejemplo, se dice que el material esta "purificado" cuando esta presente
en una composicion concreta en una concentracion mas alta o mas baja que la que existe en un organismo de
tipo silvestre o de origen natural o en combinacion con componentes que normalmente no estan presentes en la
expresion de un organismo de tipo silvestre o de origen natural. Por ejemplo, un polipéptido o polinucleétido de
origen natural presente en un animal vivo no esta aislado, pero el mismo polinucleétido o polipéptido, separado
de algunos o todos sus materiales coexistentes en el sistema natural esta aislado. Dichos polinucleétidos podrian
ser parte de un vector y/o dichos polinucleétidos o polipéptidos podrian ser parte de una composicién y aun asi
estar aislados en cuanto a que dicho vector o composicion no es parte de su entorno natural. Una secuencia de
acido nucleico o proteina se dice que esta purificada, por ejemplo, si da lugar esencialmente a una banda en un
gel electroforético.

[0040] La presente invencion facilita la produccién de proteinas y acidos nucleicos recombinantes.
"Recombinante” y equivalentes gramaticales del mismo quiere decir producido usando tecnologia recombinante,
por medio de lo cual se hacen acidos nucleicos (acidos nucleicos recombinantes) y se producen proteinas de los
mismos (proteinas recombinantes). Dichos métodos son bien conocidos en la técnica y muchos se describen de
manera muy detallada aqui. En un sentido amplio, una secuencia de acido nucleico recombinante puede ser
cualquier secuencia de acido nucleico que no se encuentra en su forma de origen natural, tanto si es una
secuencia aislada de su secuencia anexa de origen natural, o si esta combinada con otras secuencias con las
que no se une en la naturaleza para formar una secuencia de acido nucleico nueva, como en un vector. Las
secuencias de acido nucleico recombinantes también incluyen aquellas que se producen a partir de secuencias
de acido nucleico recombinantes, por ejemplo, secuencias complementarias hechas a través de polimerizacion,
copias adicionales hechas a través de replicacion o ARN transcrito a partir de ADN recombinante. La proteina
recombinante es proteina producida por traduccién de secuencias de acido nucleico recombinante.

[0041] Segun su uso aqui, al referirse a enzimas hidrolizantes de fitato (fitasas), el término "derivado de" no
pretende indicar solo una fitasa producida o producible por una cepa del organismo en cuestion, sino también
una fitasa codificada por una secuencia de ADN aislada de dicha cepa y producida en un organismo huésped
que contiene dicha secuencia de ADN. Ademas, el término pretende indicar una fitasa que es codificada por una
secuencia de ADN de origen de ADNc y/o sintético y que tiene las caracteristicas identificadoras de la fitasa en
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cuestion. Para ejemplificar, las "fitasas derivadas de Penicillium" se refieren a aquellas enzimas que tienen
actividad de fitasa que son producidas de manera natural por Penicillium,asi como a las fitasas como aquellas
producidas por fuentes de Penicillium pero que a través del uso de técnicas de ingenieria genética se producen
por organismos que no son de Penicillium transformados con una secuencia de acido nucleico que codifica
dichas fitasas. La presente invencién abarca enzimas hidrolizantes de fitato que son equivalentes a aquellas que
se derivan de la cepa microbiana concreta mencionada. Ser "equivalente", en este contexto, significa que las
enzimas hidrolizantes de fitato son codificadas por un polinucleétido capaz de hibridarse con el polinucleétido que
tiene la secuencia mostrada en cualquiera de las Figuras 1, 4, 7 y 9 en condiciones de astringencia de media a
alta. Ser equivalente significa que la enzima hidrolizante de fitato comprende al menos una identidad del 55%,
preferiblemente al menos una identidad de al menos un 60%, mas preferiblemente una identidad de al menos un
65%, y aun mas preferiblemente una identidad de al menos un 70%, atiin mas preferiblemente una identidad de al
menos un 75%, incluso mas preferiblemente una identidad de al menos un 80%, de nuevo mas preferiblemente
una identidad de al menos un 85%, todavia mas preferiblemente una identidad de al menos un 90%, y mas
preferiblemente al menos una identidad del 95% hasta aproximadamente un 100% con la enzima hidrolizante de
fitato que tiene la secuencia de aminoacidos revelada en una de las Figuras 2, 3, 5, 6, 8, 10 y 11. La presente
invencion abarca también mutantes, variantes y derivados de las enzimas hidrolizantes de fitato de la presente
invencion siempre que el mutante, variante o derivado de enzima hidrolizante de fitato sea capaz de conservar al
menos una actividad caracteristica de la enzima hidrolizante de fitato de origen natural. Segin su uso aqui, el
término "mutantes y variantes", cuando hace referencia a enzimas hidrolizantes de fitato, se refiere a enzimas
hidrolizantes de fitato obtenidas mediante la alteracién de la secuencia de aminoacido de origen natural y/o
estructura de la misma, como mediante alteracion de la secuencia de nucleétidos de ADN del gen estructural y/o
por sustitucion directa y/o alteracion de la secuencia de aminoacidos y/o estructura de la enzima hidrolizante de
fitato.

[0042] EI término "derivado" o "derivado funcional", relacionado con la fitasa, se usa aqui para indicar un
derivado de fitasa que tiene las caracteristicas funcionales de fitasa de la presente invencion. Los derivados
funcionales de fitasa abarcan péptidos o fragmentos de péptidos, mutantes o variantes producidos de manera
recombinante, sintética o de origen natural que pueden presentar una o mas deleciones, sustituciones o
inserciones de aminoacidos que tienen las caracteristicas generales de la fitasa de la presente invencion.

[0043] EI término "derivado funcional" relacionado con las secuencias de acido nucleico que codifican fitasa se
usa a lo largo de la especificacion para indicar un derivado de una secuencia de acido nucleico que tiene las
caracteristicas funcionales de una secuencia de acido nucleico que codifica fitasa. Los derivados funcionales de
una secuencia de acido nucleico que codifica fitasa de la presente invencidon abarcan secuencias de acido
nucleico o fragmentos producidos de manera recombinante, sintética o de origen natural, mutantes o variantes de
las mismas que pueden tener una o mas deleciones, sustituciones o inserciones de acido nucleico y codifican la
fitasa caracteristica de la presente invencién. Las variantes de secuencias de acido nucleico que codifican fitasa
segun la invencion incluyen alelos y variantes basados en la degeneracion del codigo genético conocido en la
técnica. Los mutantes de secuencias de acido nucleico que codifican fitasa segun la invencion incluyen mutantes
producidos por técnicas de mutagénesis dirigida (véase, por ejemplo, Botstein, D. y Shortie, D., 1985, Science
229:1193-1201 y Myers, R.M., Lerman, L.S., y Maniatis, T., 1985, Science 229: 242-247), PCR propensa a error
(véase, por ejemplo, Leung, D.W., Chen, E., y Goeddel, D.V., 1989, Technique 1: 11-15; Eckert, K.A. y Kunkel,
T.A., 1991, PCR Methods Applic. 1: 17-24; y Cadwell, R.C. y Joyce, G.F., 1992, PCR Methods Applic. 2:28-
33) y/o técnicas de mutagénesis inducida por el uso de sustancias quimicas conocidas en la técnica (véase, por
ejemplo, Elander, R.P., Microbial screening, Selection and Strain Improvement, en Basic Biotechnology, J.
Bullock y B. Kristiansen Eds., Academic Press, Nueva York, 1987, 217).

[0044] "Vector de expresion” significa una construccion de ADN que comprende una secuencia de ADN que esta
enlazada de manera operable a una secuencia de control adecuada capaz de efectuar la expresion del ADN en
un huésped adecuado. Dichas secuencias de control pueden incluir un promotor para efectuar la transcripcion,
una secuencia operadora opcional para controlar dicha transcripcion, una secuencia que codifica sitios de enlace
a ribosomas en el ARNm, y secuencias que controlen la terminacion de la transcripcién y traduccion. Se usan
preferiblemente diferentes tipos de células con diferentes vectores de expresion. Un promotor preferido para
vectores usados en Bacillus subtilis es el promotor AprE; un promotor preferido usado en E. coli es el promotor
Lac y un promotor preferido usado en Aspergillus niger es glaA. El vector puede ser un plasmido, una particula
de fago o simplemente un inserto genémico potencial. Una vez transformado en un huésped adecuado, el vector
puede replicar y actuar independientemente del genoma del huésped, o puede, en condiciones adecuadas,
integrarse en el propio genoma.

[0045] En la presente especificacion, a veces se usa plasmido y vector de manera intercambiable. Sin embargo,
la invencién pretende incluir otras formas de vectores de expresidon que presentan funciones equivalentes y que
son, o llegan a ser, conocidas en la técnica. Por ello, puede usarse una amplia variedad de combinaciones de
vector de expresién/huésped en la expresion de secuencias de ADN de esta invencion. Los vectores de
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expresion utiles, por ejemplo, pueden constar de segmentos de secuencias de ADN sintético, cromosémico y no
cromosomico como diversos derivados conocidos de SV40 y plasmidos bacterianos conocidos, p.ej., plasmidos
de E. coli que incluyen col E1, pCR1, pBR322, pMb9, pUC 19 y sus derivados, plasmidos de una amplia gama de
huéspedes, p.ej., RP4, ADN del fago, p.€j., los numerosos derivados de fago |, p.ej., NM989, y otros fagos de
ADN, p.ej., M13 y fagos de ADN de una cadena filamentosos, plasmidos de levaduras, como el plasmido 2m o
derivados del mismo, vectores Utiles en células eucariotas, como vectores utiles en células animales y vectores
derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, como plasmidos que han sido modificados para
emplear ADN de fago u otras secuencias de control de expresion.

[0046] Las técnicas de expresion utilizadas en los vectores de expresion de la presente invencion son conocidas
en la técnica y se describen generalmente en, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Press (1989); Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 32 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (2001). A menudo,
dichos vectores de expresion que incluyen las secuencias de ADN de la invencion se transforman en un huésped
unicelular mediante insercion directa en el genoma de una especie concreta a través de un evento de integracion
(véase p.gj., Bennett & Lasure, More Gene Manipulations in Fungi, Academic Press, San Diego, pp. 70-76 (1991)
y articulos alli citados que describen la insercion gendémica dirigida en huéspedes fungicos).

[0047] "Cepa huésped" o "célula huésped" significa un huésped adecuado para un vector de expresion que
comprende ADN segun la presente invencion. Las células huésped Uutiles en la presente invencion son
generalmente huéspedes procariotas o eucariotas, incluyendo cualquier microorganismo transformable en el que
se puede lograr la expresion. Por ejemplo, las cepas huésped pueden ser Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Trichoderma longibrachiatum, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, y Aspergillus nidulans. Las células
huésped se transforman o transfectan con vectores construidos usando técnicas de ADN recombinante. Dichas
células huésped transformadas son capaces de replicar vectores que codifican fitasa y sus variantes (mutantes) o
expresar el producto peptidico deseado.

[0048] Los ejemplos de huéspedes de expresion apropiados incluyen: células bacterianas, como E. coli,
Streptomyces, Salmonella typhimurium; células fangicas, como Aspergillus y Penicillium; células de insecto como
Drosophila y Spodoptera Sf9; células de animales como CHO, COS, HEK 293 o melanoma de Bowes; células
vegetales, etc. La seleccion de un huésped apropiado se considera dentro del alcance de aquellos con
experiencia en la técnica a partir de los principios aqui expuestos. Deberia observarse que la invencién no esta
limitada por las células huésped concretas empleadas.

Il. Enzimas fitasa y secuencias de acido nucleico que codifican enzimas fitasa

[0049] Un aspecto de la presente invencion esta relacionado con proteinas o polipéptidos que son capaces de
catalizar la hidrdlisis de fitato y liberar fosfato inorganico; por ejemplo, enzimas que tienen actividad catalitica
como se define en la Comision de Enzimas EC nimero 3.1.3.8, o en EC numero 3.1.3.26. En un modo de
realizacion preferido, la invencién proporciona una llamada 3-fitasa. La presente invenciéon abarca ademas
polinucledtidos (p.ej., ADN) que codifica dichas proteinas o polipéptidos hidrolizantes de fitato.

[0050] La fitasa y/o polinucleétidos que codifican la fitasa se pueden derivar de un hongo, preferiblemente de un
hongo anaerobio u hongo termdfilo y mas preferiblemente de Penicillium sp., p.ej., Penicillium chrysogenum,
Fusarium sp., p.ej., Fusarium javanicum o Fusarium vertisillibodes o Humicola sp., p.ej. Humicola grisea. Por
tanto, se contempla que la fitasa o el ADN que codifica la fitasa segun la invencién pueda derivarse de Absidia
sp.; Acremonium sp.; Actinomycetes sp.; Agaricus sp.; Anaeromyces sp.; Aspergillus sp., incluyendo A.
auculeatus, A. awamori, A. flavus, A. foetidus, A. fumaricus, A. fumigatus, A. nidulans, A. niger, A. oryzae, A.
terreus y A. versicolor Aeurobasidium sp.; Cephalosporum sp.; Chaetomium sp.; Coprinus sp.; Dactyllum sp.;
Fusarium sp., incluyendo F. conglomerans, F. decemcellulare, F. javanicum, F. lini, F. oxysporumy F. solani,
Gliocladium sp.; Humicola sp., incluyendo H. insolens y H. lanuginosa; Mucor sp.; Myceliopthora ssp.,
incluyendo M. thermophila; Neurospora sp., incluyendo N. crassa y N. sitophila; Neocallimastix sp.;
Orpinomyces sp.; Penicillium spp; Phanerochaete sp.; Phlebia sp.; Piromyces sp.; Pseudomonas sp.; Rhizopus
sp.; Schizophyllum sp.; Streptomyces spp; Trametes sp.; y Trichoderma sp., incluyendo T. reesei, T.
longibrachiatum 'y T. viride; y Zygorhynchus sp. Del mismo modo, se prevé que una fitasa y/o ADN que
codifica una fitasa como se ha descrito aqui pueden derivarse de bacterias como Streptomyces sp., incluyendo S.
olivochromogenes;  especificamente bacterias degradadoras de fibra en el rumen como  Fibrobacter
succinogenes; y en levadura incluyendo Candida torresii; C. parapsllosis; C. sake; C. zeylanoides; Pichia minuta;
Rhodotorula glutinis; R. mucilaginosa; y Sporobolomyces holsaticus.

[0051] La fitasa y/o polinucledtidos que codifican la fitasa pueden derivarse de (i) un hongo de descomposicion

de grano, como Penicillium hordei, Penicillium piceum, o Penicillium brevi-compactum; o (i) un hongo
ectomicorricico asociado a las raices de los arboles, p.ej., Laccaria laccata, Laccaria rufus, Paxillus involutus,
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Hebeloma crustuliniorme, Amanita rubescens, o Amanita muscaria. Segun un modo de realizacion preferido, la
fitasa y/o polinucleétido que codifica la fitasa de la presente invencion se encuentra en forma purificada, es decir,
presente en una composicién concreta en una concentracion mas alta o mas baja a la que existe en un
organismo de tipo silvestre o de origen natural o en combinacion con componentes que normalmente no estan
presentes en la expresion de un organismo de tipo silvestre u origen natural.

[0052] La invencion abarca péptidos y proteinas hidrolizantes de fitato que comprenden al menos un 95%, y
hasta un 100%, de identidad de secuencia de aminoacidos con la enzima hidrolizante de fitato que tiene la
secuencia de aminoacidos revelada en las Figuras 2, 3 o 19A-19C, asi como los polinucleétidos que codifican las
enzimas fitasas.

[ll. Obtencién de polinucledtidos que codifican una enzima hidrolizante de fitato

[0053] La secuencia d acido nucleico que codifica una enzima hidrolizante de fitato puede obtenerse mediante
procedimientos estandares conocidos en la técnica de, por ejemplo, ADN clonado (p.ej., una "biblioteca" de
ADN), mediante sintesis quimica, mediante clonacion de ADNc, mediante PCR o mediante la clonacion de ADN
gendmico, o fragmentos del mismo, purificado a partir de una célula deseada, como una especia fungica (véase,
por ejemplo, Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York; Glover, DM y Hames, BD (Eds.), 1995, DNA Cloning 1: A
Practical Approach and DNA Cloning 2: A Practical Approach, Oxford University Press, Oxford). Las secuencias
de acido nucleico derivadas de ADN genomico pueden contener regiones reguladoras ademas de regiones
codificantes.

[0054] En la clonacién molecular del gen de ADN gendmico, se generan fragmentos de ADN, algunos de los
cuales comprenderan al menos una parte del gen deseado. El ADN puede escindirse en sitios especificos
usando diversas enzimas de restriccion. De manera alternativa, puede usarse ADNasa en presencia de
manganeso para fragmentar el ADN, o el ADN puede ser cortado fisicamente, como por ejemplo, mediante
sonicacion. A continuacion, los fragmentos de ADN lineales pueden separarse segun el tamafio mediante
técnicas estandares, incluyendo, sin caracter limitativo, electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida, PCR
y cromatografia en columna.

[0055] Una vez que se generan los fragmentos de secuencia de acido nucleico, puede lograrse la identificacion
del fragmento de ADN especifico que codifica una enzima hidrolizante de fitato de diversas maneras. Por
ejemplo, un gen que codifica la enzima hidrolizante de fitato de la presente invencion o su ARN especifico, o un
fragmento del mismo, como una sonda o cebador, puede aislarse y marcarse y después utilizarse en ensayos de
hibridaciéon para detectar un gen generado. (Benton, W. y Davis, R., 1977, Science 196:180; Grunstein, M. y
Hogness, D., 1975, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72:3961). Aquellos fragmentos de ADN que comparten una
similaridad de secuencia sustancial con la sonda hibridaran bajo astringencia de media a alta.

[0056] La presente invencion abarca enzimas hidrolizantes de fitato derivadas de especies fungicas (esp.,
Penicillium, Fusarium y especies Humicola) que se identifican a través de técnicas de hibridaciéon de secuencias
de acido nucleico usando una de las secuencias reveladas en las Figuras 1, 4, 7 y 9 o una parte o fragmento
adecuado de las mismas (p.ej., al menos aproximadamente 10-15 nucledtidos contiguos), como una sonda o
cebador y explorando secuencias de acido nucleico de origen de ADNc o gendémico. Las secuencias de acido
nucleico que codifican enzimas hidrolizantes de fitato derivadas de especies fungicas y que tienen al menos una
identidad del 65% con la secuencia de una de las Figuras 1, 4, 7 y 9 o una parte o fragmento de las mismas
pueden detectarse mediante hibridacion ADN-ARN o ADN-ADN o amplificacién usando sondas, partes o
fragmentos de las secuencias reveladas. Por consiguiente, la presente invencion proporciona un método para la
deteccion de secuencias de acido nucleico que codifican una enzima hidrolizante de fitato abarcada por la
presente invencion que comprende la parte hibridizante o todo de una secuencia de acido nucleico de la Figura
1, 4, 7 0 9 con una secuencia de acido nucleico de origen de ADNc o genémico.

[0057] También incluido en el alcance de la presente invencion se encuentran secuencias de polinucleétido que
son capaces de hibridar con la secuencia de nucleétido revelada en las Figuras 1, 4, 7 0 9 en condiciones de
astringencia de media a alta. En un modo de realizacion, las condiciones de hibridacion se basan en la
temperatura de fusion (Tm) del complejo de enlace de la secuencia de acido nucleico, como se describe en
Berger y Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol 152, Academic
Press, San Diego CA) y conferir una astringencia definida. En este modo de realizacion, la "astringencia maxima"
se produce normalmente a aproximadamente Tm-5°C (5°C por debajo de la Tm de la sonda); la "alta
astringencia" de aproximadamente 5°C a 10°C por debajo de Tm; la "astringencia intermedia" o "media" de
aproximadamente 10°C a 20°C por debajo de Tm; y la "baja astringencia" de aproximadamente 20°C a 25°C por
debajo de Tm. Puede usarse una hibridacion de maxima astringencia para identificar o detectar secuencias de
polinucledtidos idénticas o casi idénticas, mientras que puede usarse una hibridacion de astringencia baja o
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media para identificar o detectar homologos de secuencias de polinucledtidos.

[0058] El proceso de amplificacion como se lleva a cabo en las tecnologias de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) se describe en Dieffenbach CW y GS Dveksler (1995, PCR Primer, a Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press, Plainview NY). Una secuencia de acido nucleico de al menos aproximadamente 10
nucledtidos y hasta aproximadamente 60 nucledtidos de la secuencia de la Figura 1, preferiblemente
aproximadamente de 12 a 30 nucleétidos, y mas preferiblemente aproximadamente 25 nucledtidos puede usarse
como sonda o cebador de PCR.

[0059] Un método preferido de aislamiento de una construccion de secuencia de acido nucleico de la invencion
de una biblioteca genémica o ADNc es mediante el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usar
sondas de oligonucleotidos degenerados preparadas sobre la base de la secuencia de aminoacidos de la
proteina que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en las Figuras 2 o 3. Por ejemplo, la PCR puede
llevarse a cabo usando las técnicas descritas en la patente estadounidense n° 4.683.202.

[0060] En vista de lo anterior, se apreciara que la secuencia de polinucledtido proporcionada en la Figura 1, es
util para obtener fragmentos idénticos u homadlogos de polinucledtidos de otras especies, y especialmente de
hongos (p.e€j., el hongo de descomposicion de grano, o las ectomicorrizas) que codifican enzimas que presentan
actividad de fitasa.

IV. Obtenciéon de enzimas hidrolizantes de fitato variantes o derivadas

[0061] Las proteinas fitasa pueden ser fitasa derivada o variante en comparacion con la secuencia de tipo
silvestre. Es decir, como se explica de manera mas completa a continuacion, el péptido de fitasa derivado
contendra al menos una sustitucién, delecién o inserciéon de aminoacido, siendo especialmente preferidas las
sustituciones de aminoacidos. La sustitucién, insercién o delecién de aminoacidos puede producirse en cualquier
residuo en el péptido de fitasa.

[0062] También se encuentran incluidas en un modo de realizacién de proteinas fitasa de la presente invencion
variantes de secuencias de aminoacidos. Estas variantes recaen en una o mas de las tres clases: variantes de
delecion, insercion o sustitucion. Estas variantes se preparan de manera ordinaria mediante mutagénesis dirigida
de nucleodtidos en el ADN que codifica la proteina fitasa, usando mutagénesis por inserciéon de un casete o por
PCR u otros métodos conocidos en la técnica, para producir ADN que codifique la variante y a partir de entonces
exprese el ADN en el cultivo celular recombinante como se ha explicado arriba. Sin embargo, los fragmentos de
proteina de fitasa variante que tengan hasta aproximadamente 100-150 residuos pueden prepararse mediante
sintesis in vitro utilizando las técnicas establecidas. Las variantes de secuencias de aminoacidos estan
caracterizadas por la naturaleza predeterminada de la variacion, un rasgo que las separa de variaciones entre
especies o alélicas de origen natural de la secuencia de aminoacidos de proteinas fitasa. Las variantes presentan
normalmente la misma actividad bioldgica cualitativa que los analogos de origen natural, aunque también pueden
seleccionarse variantes que tengan caracteristicas modificadas como se explicara de manera mas completa a
continuacion.

[0063] Mientras que el sitio o region para introducir una variacion de secuencia de aminoacidos es
predeterminada, la mutacién no es necesario que esté predeterminada per se. Por ejemplo, para optimizar el
rendimiento de una mutacion en un sitio dado, puede realizarse mutagénesis aleatoria en el codon o region diana
y las variantes expresadas pueden explorarse para localizar la combinacion éptima de actividad deseada. Las
técnicas para realizar mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en el ADN que tengan una secuencia
conocida son conocidos, por ejemplo, mutagénesis con el cebador M13 y mutagénesis por PCR. La seleccion de
mutantes se realiza usando ensayos de actividades de proteinas fitasa.

[0064] Las sustituciones de aminoacidos son de residuos sencillos normalmente; las inserciones seran
normalmente del orden de aproximadamente 1 a 20 aminoacidos; aunque pueden tolerarse inserciones
considerablemente mas grandes, y pueden producirse de manera interna o en cualquier extremo de la proteina
codificada. Las deleciones oscilan entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 residuos, aunque en algunos
casos las deleciones pueden ser mucho mayores.

[0065] Pueden usarse sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier combinacion de las mismas para llegar a
un derivado final. Normalmente estos cambios se hacen sobre algunos aminoacidos para minimizar la alteracion
de la molécula. Sin embargo, pueden tolerarse cambios mayores en determinadas circunstancias. Cuando se
desean pequefas alteraciones en las caracteristicas de la fitasa, las sustituciones se realizan generalmente de
acuerdo con la siguiente tabla de residuos de sustituciones conservadoras:
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Tabla |
Residuo original Sustituciones de ejemplo
Ala Ser
Arg Lys
Asn GIn, His
Asp Glu
Cys Ser
Gin Asn
Glu Asp
Gly Pro
His Asn, GIn
lle Leu, Val
Leu lle, Val
Lys Arg, GIn, Glu
Met Leu, lle
Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr
Thr Ser
Trp Tyr
Tyr Trp, Phe
Val lle, Leu

[0066] Los cambios sustanciales en la funcion o identidad inmunolégica se realizan seleccionando sustituciones
que sean menos conservadoras que aquellas mostradas en la Tabla |I. Por ejemplo, pueden realizarse
sustituciones que afecten de manera mas significativa: la estructura del esqueleto del polipéptido en el area de la
alteracion, por ejemplo, la estructura de lamina beta o helicoidal alfa; la carga o hidrofobicidad de la molécula en
el sitio diana; o el volumen de la cadena lateral. Las sustituciones que en general se espera que produzcan
cambios mas grandes en las propiedades del polipéptido son aquellos en los que (a) un residuo hidrofilico, p.€j.,
serilo o treonilo se sustituye por (o mediante) un residuo hidrofébico, p.ej., leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo o
alanilo; (b) una cisteina o prolina es sustituida por (o mediante) cualquier otro residuo; (c) un residuo que tiene
una cadena lateral electropositiva, p.ej., lisilo, arginilo o histidilo, es sustituido por (o mediante) un residuo
electronegativo, p.ej., glutamilo o aspartilo; o (d) un residuo que tiene una cadena lateral voluminosa, p.ej.,
fenilalanina, es sustituida por (o mediante) uno que no tenga una cadena lateral, p.€j., glicina.

[0067] Las variantes normalmente presentan la misma actividad biolégica cualitativa y pueden provocar la misma
respuesta inmune que el analogo de origen natural, aunque también se seleccionan variantes para modificar las
caracteristicas de las proteinas fitasa segun sea necesario. De manera alternativa, la variante puede disefarse
de manera que la actividad bioldgica de la fitasa sea alterada. Por ejemplo, los sitios de glicosilacion pueden
alterarse o eliminarse. También, dichas alteraciones pueden resultar en una inmunogenicidad alterada.
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[0068] Las modificaciones covalentes de polipéptidos de fitasa se incluyen en el alcance de esta invencion. Un
tipo de modificaciéon covalente incluye reaccionar residuos de aminoacido diana de un polipéptido de fitasa con
un agente derivatizante organico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos
N-terminales o C-terminales de un polipéptido de fitasa. La derivatizacién con agentes bifuncionales es util, por
ejemplo, para reticular una fitasa con otra proteina. Los agentes reticulantes utilizados comunmente incluyen,
p.ej., 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con
acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, que incluyen disuccinimidil ésteres como 3-3'-
ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas bifuncionales como bis-N-maleimido-1,8-octano y agentes como
metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato.

[0069] Otras modificaciones incluyen la desamidacion de residuos glutaminilo y asparaginilo a los residuos
glutamilo y aspartilo correspondientes, respectivamente, hidroxilacion de prolina y lisina, fosforilacién de grupos
hidroxilo de residuos serilo, treonilo o tirosilo, metilacion de los grupos a-amino de cadenas laterales de lisina,
arginina e histidina [T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San
Francisco, pp. 79-86 (1983)], acetilacion de la amina N-terminal, y amidacién cualquier grupo carboxilo C-
terminal.

[0070] Otro tipo de modificacion covalente del polipéptido de fitasa incluido en el alcance de esta invencion
comprende alterar el patrén de glicosilacion nativo del polipéptido. "Alterar el patrén de glicosilacion nativo"
pretende significar, para los usos de la presente memoria, eliminar una o mas fracciones de carbohidratos
encontradas en la fitasa nativa, y/o afiadir uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en el
polipéptido nativo.

[0071] La adicion de sitios de glicosilacion a polipéptidos puede lograrse alterando la secuencia de aminoacidos
de los mismos. La alteraciéon puede realizarse, por ejemplo, mediante la adicién de, o sustitucion por, uno o mas
residuos serina o treonina al polipéptido de fitasa de la secuencia nativa (para sitios de glicosilacion O-
enlazados). La secuencia de aminoacidos de fitasa puede alterarse de manera opcional a través de cambios a
nivel de ADN, especialmente mutando el ADN que codifica el polipéptido de fitasa en bases preseleccionadas de
manera que se generen codones que se traduciran en los aminoacidos deseados.

[0072] Otros medios para aumentar el nimero de fracciones de carbohidratos en el polipéptido de fitasa es
mediante acoplamiento enzimatico o quimico de glicésidos al polipéptido. Dichos métodos se encuentran
descritos en la técnica, p.ej., en WO 87/05330 publicado el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston,
Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981).

[0073] La eliminacion de fracciones de carbohidratos presentes en la fitasa puede lograrse de manera quimica o
enzimatica o mediante sustitucion mutacional de codones que codifican residuos de aminoacidos que sirven
como dianas para la glicosilacion. Los métodos de desglicosilacion quimica son conocidos en la técnica y han
sido descritos, por ejemplo, por Hakimuddin , et al., Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987) y por Edge et al.,
Anal. Biochem., 118:131 (1981). La escisidon enzimatica de fracciones de carbohidratos en polipéptidos puede
lograrse mediante el uso de una variedad de endo- y exoglicosidasas como se ha descrito por Thotakura et al.,
Meth. Enzymol., 138:350 (1987).

[0074] Otro tipo de modificacion covalente de fitasa comprende el enlace del polipéptido de fitasa a uno de una
variedad de polimeros no proteicos, p.ej., polietilenglicol, polipropilenglicol, o polioxialquilenos, en la manera
expuesta en las patentes estadounidenses n° 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 o
4.179.337.

[0075] Las fitasas de la presente invencion pueden modificarse también para formar moléculas quiméricas que
comprenden un polipéptido de fitasa fusionado a otra secuencia de aminoacidos o polipéptido heterdlogo. En otro
modo de realizaciéon, dicha molécula quimérica comprende una fusién de un polipéptido de fitasa con un
polipéptido etiqueta que proporciona un epitopo al que se puede unir de manera selectiva un anticuerpo
antietiqueta. La etiqueta de epitopo se sitla generalmente en el extremo amino-terminal o carboxilo-terminal del
polipéptido de fitasa. La presencia de dichas formas etiquetadas de epitopo de una fitasa pueden detectarse
usando un anticuerpo contra el polipéptido etiqueta. También, la provision de la etiqueta de epitopo permite a la
fitasa purificarse facilmente mediante purificacion por afinidad usando un anticuerpo antietiqueta u otro tipo de
matriz de afinidad que se enlace a la etiqueta de epitopo. En un modo de realizacién preferido, la molécula
quimérica puede comprender una fusién de un polipéptido de fitasa con una secuencia inicial o polipéptido sefal,
como una sefial de secrecion, de una fitasa diferente u otra proteina. La fusién puede implicar la adiciéon de una
secuencia de una proteina, como una fitasa, que es nativa a una célula huésped en la que se esta expresando la
fitasa. Se proporcionan ejemplos especificos de esto en la seccion de Ejemplos a continuacion.

[0076] Se conocen en la técnica diversos polipéptidos etiqueta y sus respectivos anticuerpos. Los ejemplos
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incluyen etiquetas de poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-gly); polipéptido etiqueta HA de la
gripe y su anticuerpo 12CAS5 [Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)]; la etiqueta c-myc y los anticuerpos
de la misma 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y9E10 [Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)]; y
la etiqueta de glicoproteina D (gD) del virus del herpes simple y su anticuerpo [Paborsky et al., Protein
Engineering, 3(6):547-553 (1990)]. Otros polipéptidos etiqueta incluyen el péptido Flag [Hopp et al,
BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)]; el péptido de epitopo KT3 [Martin et al., Science, 255:192-194 (1992)]; el
péptido de epitopo de tubulina [Skinner et al., J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)]; y la etiqueta
peptidica de proteina del gen 10 de T7 [Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397
(1990)].

[0077] También se incluyen en la definicion de fitasa en un modo de realizacion otras proteinas fitasa de otros
organismos, que son clonadas y expresadas como se explica a continuacion. Por tanto, una sonda o secuencias
cebadoras de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) degeneradas pueden usarse para encontrar otras
fitasas relacionadas de hongos u otros organismos. Como se apreciara por aquellos expertos en la técnica, las
secuencias de cebador de PCR y/o sondas especialmente utiles incluyen las secuencias de aminoacidos
altamente conservadas y las secuencias cataliticas o enlazantes conocidas. Por ejemplo, la regién de unién de
fosfato de la fitasa producida en diversos hongos esta altamente conservada. Como se conoce generalmente en
la técnica, los cebadores de PCR preferidos son de aproximadamente 15 a aproximadamente 35 nucleétidos de
longitud, siendo preferido de aproximadamente 20 a aproximadamente 30, y puede contener inosina segun sea
necesario. Las condiciones para la reacciéon de PCR son conocidas en la técnica.

V. Expresion y recuperacion de enzimas hidrolizantes de fitato

[0078] Las secuencias de polinucledtido de la presente invencion pueden expresarse uniéndolas de manera
operativa a una secuencia de control de expresion en un vector de expresion adecuado y emplearse en ese
vector de expresion para transformar un huésped apropiado segun los métodos bien establecidos en la técnica.
Los polipéptidos producidos en la expresion de las secuencias de ADN de esta invencion pueden aislarse de la
fermentacion de cultivos celulares y purificarse de una variedad de maneras segun los métodos bien establecidos
en la técnica. Un experto en la técnica es capaz de seleccionar las técnicas de purificacion y aislamiento
mas apropiadas.

[0079] Mas concretamente, la presente invencion proporciona células huésped, métodos de expresion y sistemas
para la produccion de enzimas hidrolizantes de fitato derivadas de microorganismos, como especies Penicillium,
Fusarium y Humicola. Una vez se obtiene una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima hidrolizante
de fitato de la presente invencién, las células huésped recombinantes que contienen la secuencia de acido
nucleico pueden construirse usando técnicas bien conocidas en la técnica. Se revelan técnicas de biologia
molecular en Sambrook et al., Molecular Biology Cloning: A Laboratory Manual, Segunda edicion (1989) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989) y Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 32 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (2001).

[0080] En un modo de realizacion, las secuencias de acido nucleico que codifican enzimas hidrolizantes de fitato
derivadas de especies Penicillium y que tienen al menos una identidad del 95% con la secuencia de acido
nucleico de una de la Figura 1, o que es complementaria a la misma, es obtenida y transformada en una célula
huésped usando vectores apropiados.

[0081] Las secuencias de acido nucleico que codifican enzimas hidrolizantes de fitato pueden incluir una
secuencia lider capaz de proporcionar la secrecion de la fitasa codificada. Dependiendo de si la fitasa se va a
expresar de manera intracelular o es secretada, puede disefiarse por ingenieria genética una secuencia de ADN
o vector de expresion de la invencién de manera que la forma madura de la fitasa se exprese con o sin una
secuencia sefal de fitasa natural o secuencia sefial que funcione en un hongo (p.ej., Aspergillus niger),
procariotas o eucariotas. La expresion también puede lograrse eliminando o eliminando parcialmente dicha
secuencia sefal.

[0082] Son conocidos para aquellos expertos en la técnica una variedad de vectores y casetes de expresion y
transformacion adecuados para la clonacion, transformacion y expresion en hongos, levadura, bacterias, células
de insectos y vegetales. Normalmente, el vector o casete contiene secuencias que dirigen la transcripcion y
traduccion de la secuencia de acido nucleico, un marcador seleccionable y secuencias que permiten la
replicacion autdbnoma o integracion cromosoémica. Los vectores adecuados comprenden una region 5' del gen
que alberga los controles de iniciacion de la transcripcion y una region 3' del fragmento de ADN que controla la
terminacion de la transcripcion. Estas regiones de control pueden derivarse de genes homologos o heterélogos al
huésped siempre que la region de control seleccionada sea capaz de funcionar en la célula huésped.

[0083] Las regiones de control de iniciacion o promotores, que son utiles para dirigir la expresion de las enzimas
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hidrolizantes de fitato en una célula huésped son conocidas por aquellos expertos en la técnica. Una secuencia
de acido nucleico que codifica la enzima hidrolizante de fitato se une de manera operable a través de codones de
iniciacion a regiones de control de expresion seleccionadas para la expresion eficaz de dicha enzima. Una vez
que se construyen casetes adecuados, se utilizan para transformar la célula huésped.

[0084] En casos en que se usan vectores de expresion de planta, la expresion de una secuencia que codifica
fitasa puede ser impulsada por cualquiera de una variedad de promotores. Por ejemplo, los promotores virales
como los promotores 35S y 19S de CaMV (Brisson et al (1984) Nature 310:511-514) pueden usarse solos
0 en combinacion con la secuencia lider omega de TMV (Takamatsu et al (1987) EMBO J 6:307-311).
Alternativamente, pueden usarse los promotores de plantas como la subunidad pequefia de RUBISCO (Coruzzi
et al (1984) EMBO J 3:1671-1680; Broglie et al (1984) Science 224:838-843); o promotores de choque térmico
(Winter J y Sinibaldi RM (1991) Results Probl Cell Differ 17:85-105). Estas construcciones pueden
introducirse en células vegetales mediante transformacion de ADN directa o transfecciéon mediada por patégenos.
Para analisis de dichas técnicas, véase Hobbs S o Murry LE (1992) en McGraw Hill Yearbook of Science and
Technology, McGraw Hill, Nueva York, N.Y., pp 191-196; o Weissbach y Weissbach (1988) Methods for Plant
Molecular Biology, Academic Press, Nueva York, N.Y., pp 421-463.

[0085] Se explican procedimientos de transformacion generales en Current Protocols In Molecular Biology (32
edicion, editada por Ausubel et al., John Wiley & Sons, Inc. 1995, Capitulo 9) e incluyen métodos de fosfato de
calcio, transformacién usando PEG y electroporacion.

[0086] Para Aspergillus y Trichoderma, puede usarse transformacion de protoplastos mediada por calcio y PEG
(Finkelstein, DB 1992 Transformation. In Biotechnology of Filamentous Fungi. Technology and Products (ed. por
Finkelstein & Bill) 113-156. La electroporacion de protoplasto se revela en Finkelestein, DB 1992 Transformation.
In Biotechnology of Filamentous Fungi. Technology and Products (ed. por Finkelstein & Bill) 113-156. El
bombardeo por microproyeccion sobre conidios se describe en Fungaro et al. (1995) Transformation of
Aspergillus nidulans by microprojection bombardment on intact conidia, FEMS Microbiology Letters 125 293-298.
La transformacion mediada por Agrobacterium se revela en Groot et al. (1998) Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation of filamentous fungi, Nature Biotechnology 16 839-842 y patentes estadounidenses n°
6.255.115. Para la transformacion de Saccharomyces, son conocidas por los expertos en la técnica técnicas de
transformacion mediada por acetato de litio y transformacion de protoplastos mediada por calcio y PEG asi como
las técnicas de electroporacion.

[0087] Las células huésped que contienen la secuencia de codificacion para una enzima hidrolizante de fitato de
la presente invencion y expresan la proteina pueden identificarse mediante una variedad de procedimientos
conocidos por aquellos expertos en la técnica. Estos procedimientos incluyen, sin caracter limitativo, hibridacion
ADN-ADN o ADN-ARN vy técnicas de inmunoensayo o bioensayo de proteinas que incluyen tecnologias basadas
en la membrana, en soluciones, o en chips para la deteccién y/o cuantificacion de la secuencia de acido nucleico
o proteina.

[0088] Deberia observarse también que la invencion contempla la expresion in vitro de la enzimas fitasas aqui
descritas.

[0089] En modos de realizacion preferidos de la invencion, la fitasa se produce en células fungicas. En un modo
de realizacién de la presente invencion, una secuencia de polinucleétidos que codifica una enzima hidrolizante de
fitato derivada de Penicillium chrysogenum (n° de depdsito NRRL 1951) es aislada y expresada en Aspergillus
niger, y en otro modo de realizacion es expresada en Aspergillus nidulans. En otro modo de realizacion, una
secuencia de polinucleétidos que codifica una enzima hidrolizante de fitato derivada de Fusarium javanicum (n°
de depdsito CBS 203.32) o Fusarium vertisillibodes es aislada y expresada. En otro modo de realizacion
diferente, se aisla y expresa una secuencia de polinucleétidos que codifica una enzima hidrolizante de fitato
derivada de Humicola grisea (n° de depdsito ATCC 22081). A continuacidon, puede recuperarse la fitasa
expresada, p.ej., como se describe a continuacion.

[0090] En modos de realizacion preferidos de la invencion, la fitasa se expresa en plantas. Segun su uso aqui, la
planta transgénica hace referencia a una planta que contiene material genético recombinante que no se
encuentra normalmente en plantas de este tipo y que ha sido introducido en la planta en cuestion (o en
progenitores de la planta) mediante manipulacion humana. Por tanto, una planta que se cultiva a partir de una
célula vegetal en la que se introduce ADN recombinante por transformacion es una planta transgénica, como lo
son todos los vastagos de esta planta que contienen el transgen introducido (tanto si se ha producido de manera
sexual como asexual). Se entiende que el término planta transgénica abarca la planta completa y partes de dicha
planta, por ejemplo, granos, semillas, flores, hojas, raices, fruta, polen, tallo, etc.

[0091] La presente invencion es aplicable tanto a plantas dicotiledoneas (p.ej., tomate, patata, soja, algodoén,
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tabaco, etc) como a plantas monocotiledéneas, incluyendo, sin caracter limitativo, monocotiledéneas gramineas
como trigo (Triticum spp.), arroz (Oryza spp.), cebada (Hordeum spp.), avena (Avena spp.), centeno (Secale
spp.), maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum spp.) y mijo (Pennisetum spp). Por ejemplo, la presente invencion
puede emplearse con genotipos de cebada incluyendo, sin caracter limitativo, Morex, Harrington , Crystal,
Stander, Moravian lll, Galena, Salome, Steptoe, Klages, Baronesse, y con genotipos de trigo que incluyen, sin
caracter limitativo, Yecora Rojo, Bobwhite, Karl y Anza. En general, la invencion es especialmente util en
cereales.

[0092] Los métodos de biologia molecular estandar y técnicas de transformacion de plantas pueden usarse para
producir plantas transgénicas que producen semillas que contienen la proteina fitasa. La siguiente descripcion
proporciona una guia general en cuanto a la seleccién de construcciones y procedimientos de transformacion
particulares.

[0093] La presente invencion utiliza construcciones recombinantes que son adecuadas para obtener la expresion
de fitasa en semillas vegetales en relacion con las semillas vegetales no transformadas. En su forma mas basica,
estas construcciones pueden representarse como Pr-Ph, donde Pr es un promotor especifico de la semilla'y Ph
es una secuencia de acido nucleico que codifica fitasa. En otro modo de realizacion, puede emplearse una
secuencia sefial peptidica que dirige la expresion del polipéptido de fitasa a un cuerpo intracelular. Dichas
construcciones pueden representarse como Pr-SS-Ph, donde SS es el péptido sefal. Las moléculas de acido
nucleico que pueden usarse como fuente de cada uno de estos componentes se describen en la seccién de
Definiciones anterior.

[0094] Cada componente se une de manera operable al siguiente. Por ejemplo, cuando la construccion
comprende el promotor de D-hordeina (P), la secuencia sefial de D-hordeina (SS) que codifica el péptido sefal
de hordeina, y un marco de lectura abierto que codifica una fitasa (Ph), el promotor de hordeina es enlazado al
extremo 5' de la secuencia que codifica la secuencia sefial de hordeina, y la secuencia sefial de hordeina es
enlazada de manera operable al extremo 5' del marco de lectura abierto de fitasa, de manera que el extremo C-
terminal del péptido sefal esta unido al extremo N-terminal de la proteina codificada.

[0095] La construccion incluira también normalmente una regién de terminacion transcripcional que sigue al
extremo 3' del ORF de la proteina codificada. Las regiones de terminacion de transcripcion ilustrativas incluyen el
terminador nos del plasmido Ti de Agrobacteriumy el terminador de alfa-amilasa del arroz.

[0096] Pueden emplearse métodos de biologia molecular estandares, como la reaccién en cadena de la
polimerasa, digestién con enzimas de restriccion y/o ligacion para producir estas construcciones que comprenden
cualquier molécula o secuencia de acido nucleico que codifica una proteina o polipéptido de fitasa.

[0097] La introduccion de la construccion seleccionada en plantas se logra normalmente usando técnicas de
transformacion estandares. El enfoque basico es: (a) clonar la construccion en un vector de transformacion; que
(b) se introduce a continuacion en células vegetales mediante una variedad de técnicas (p.ej., electroporacion,
bombardeo de microparticulas, infeccién por Agrobacterium); (c) identificar las células vegetales transformadas;
(d) regenerar plantas enteras a partir de células vegetales identificadas, y (d) seleccionar plantas descendientes
que contengan la construccion introducida. Preferiblemente todo o parte del vector de transformacion se integrara
de manera estable en el genoma de la célula vegetal. La parte del vector de transformacion que se integra en la
célula vegetal y que contiene la secuencia Pr- Ph o Pr-SS-Ph introducida (el "transgén de fitasa" introducido)
puede denominarse como casete de expresion recombinante.

[0098] La seleccion de plantas progenie que contienen el transgen introducido puede realizarse basandose en la
deteccion de expresion de fitasa en semillas, o en la resistencia aumentada a un agente quimico (como un
antibiotico) como resultado de la inclusidon de un gen marcador seleccionable dominante incorporado en el vector
de transformacion.

[0099] Los ejemplos exitosos de la modificacion de caracteristicas de plantas mediante transformacién con
secuencias de acido nucleico clonadas abundan en la literatura técnica y cientifica. Los ejemplos seleccionados,
que sirven para ilustrar el conocimiento en este campo de tecnologia incluyen:

Patente estadounidense n°® 5.571.706 ("Plant Virus Resistance Gene and Methods");

Patente estadounidense n° 5.677.175 ("Plant Pathogen Induced Proteins");

Patente estadounidense n°® 5.510.471 ("Chimeric Gene for the Transformation of Plants");

Patente estadounidense n° 5.750.386 ("Pathogen-Resistant Transgenic Plants");

Patente estadounidense n°® 5.597.945 ("Plants Genetically En- hanced for Disease Resistance");

Patente estadounidense n° 5.589.615 ("Process for the Production of Transgenic Plants with Increased
Nutritional Value Via the Expression of Modified 2S Storage Albumins");
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Patente estadounidense n° 5.750.871 ("Transformation and Foreign Gene Expression in Brassica
Species");

Patente estadounidense n°® 5.268.526 ("Over expression of Phytochrome in Transgenic Plants");

Patente estadounidense n°® 5.780.708 ("Fertile Transgenic Com Plants");

Patente estadounidense n°® 5.538.880 ("Method For Preparing Fertile Transgenic Corn Plants");

Patente estadounidense n° 5.773.269 ("Fertile Transgenic Oat Plants");

Patente estadounidense n°® 5.736.369 ("Method For Producing Transgenic Cereal Plants");

Patente estadounidense n® 5.610.049 ("Methods For Stable Transformation of Wheat").

[0100] Estos ejemplos incluyen descripciones de seleccion de vectores de transformacion, técnicas de
transformacion y la construccion de construcciones disefiadas para expresar un transgén introducido.

[0101] Las construcciones que expresan el transgén de la presente invencion puede expresarse de manera util
en una amplia gama de plantas superiores para obtener expresion especifica del grano o semillas de polipéptidos
seleccionados. Se espera que la invencidbn sea especialmente aplicable a las plantas de cereales
monocotiledéneas que incluyen cebada, trigo, arroz, centeno, maiz, tritical, mijo, sorgo, avena, forraje y hierbas
de césped. En concreto, los métodos de transformacién descritos aqui permitiran que la invencién se use con
genotipos de cebada que incluyen Morex, Harrington, Crystal, Stander, Moravian Ill, Galena, Golden Promise,
Steptoe, Klages y Baronesse, y genotipos de trigo comercialmente importantes que incluyen Yecora Rojo,
Bobwhite, Karl y Anza.

[0102] La invencion puede aplicarse también a plantas dicotiledoneas que incluyen, sin caracter limitativo, soja,
remolacha de azucar, algodon, alubias, colza/canola, alfalfa, linaza, girasol, cartamo, brassica, algodén, linaza,
cacahuete, trébol; vegetales como lechuga, tomate, cucurbitdceas, mandioca, patata, zanahoria, rabano,
guisante, lentejas, col, coliflor, brocoli, coles de Bruselas, pimientos; y frutos como citricos, manzanas, peras,
melocotones, albaricoques y nueces.

[0103] Se ha descrito una variedad de vectores recombinantes adecuados para la transformacion estable de
células vegetales o para el establecimiento de plantas transgénicas que incluyen aquellos descritos en
Weissbach y Weissbach, (1988), y Gelvin et al., J. Bacteriol. 172(3):1600-1608 (1990). Normalmente, los
vectores de transformacion vegetales incluyen uno o mas ORF bajo el control de transcripcion de las secuencias
reguladoras 5' y 3' y un marcador seleccionable dominante con secuencias reguladoras 5' y 3'. La seleccion de
secuencias reguladoras 5' y 3' adecuadas para construcciones de la presente invencion se analiza arriba. Los
genes marcadores seleccionables dominantes que permiten la facil seleccion de transformantes incluyen
aquellos que codifican genes de resistencia a antibidticos (p.ej., resistencia a higromicina, kanamicina,
bleomicina, G418, estreptomicina o espectinomicina) y genes de resistencia a herbicida (p.ej., fosfinotricina
acetiltransferasa).

[0104] Son conocidos los métodos para la transformacién y regeneracién de células de plantas
monocotiledéneas y dicotiledéneas y la técnica de transformacion apropiada sera determinada por el profesional.
La eleccion del método variara con el tipo de planta a transformar; aquellos con experiencia en la técnica
reconoceran la idoneidad de los métodos particulares para tipos de planta dados. Los métodos adecuados
pueden incluir, sin caracter limitatito; electroporacion de protoplastos vegetales; transformacion mediada por
liposomas; transformacion mediada por polietilenglicol (PEG); transformacion usando virus; microinyeccion de
células vegetales; bombardeo de microproyectiles de células vegetales; infiltracion en vacio; y transformacion
mediada por Agrobacterium. Los procedimientos comunes para transformar y regenerar plantas de describen en
los documentos de patente enumerados al principio de esta seccioén.

[0105] Tras la transformacion, los transformantes se seleccionan preferiblemente usando un marcador
seleccionable dominante. Normalmente, dicho marcador conferira resistencia a los herbicidas o antibiéticos en
plantulas de plantas transformadas y la seleccién de transformantes puede lograrse exponiendo las plantulas a
concentraciones apropiadas de antibidtico o herbicida. Después de seleccionar las plantas transformadas y
cultivarlas hasta la madurez para permitir la formacion de semillas, pueden recolectarse las semillas y someterse
a ensayo para detectar la expresion de fitasa.

[0106] La fitasa de la invencion puede recuperarse del medio de cultivo o de lisados de célula huésped. Si esta
unida a la membrana, puede liberarse de la membrana usando una solucién de detergente adecuada (p.ej.,
Triton-X 100) o mediante escisidon enzimatica. Las células empleadas en la expresion de fitasa pueden alterarse
por diversos medios fisicos o quimicos, como ciclos de congelacién-descongelacion, sonicacion, ruptura
mecanica, o agentes lisantes celulares. Puede desearse purificar la fitasa a partir de polipéptidos o proteinas de
células recombinantes. Los procedimientos siguientes son ejemplos de procedimientos de purificacion
adecuados; mediante fraccionamiento en una columna de intercambio iénico; precipitacion con etanol; HPLC en
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fase inversa; cromatografia sobre silice o en una resina de intercambio catiénico como DEAE;
cromatofocalizacion; SDS- PAGE; precipitacion con sulfato de amonio; filtrado con gel usando, por ejemplo,
Sephadex G-75; columnas de proteina A-Sepharose para eliminar contaminantes; y columnas quelantes de
metales para unir las formas con etiqueta de epitopo de la fitasa. Pueden emplearse diversos métodos de
purificacion de proteinas y dichos métodos son conocidos en la técnica y se describen por ejemplo en Deutscher,
Methods in Enzymolog, 182 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, Nueva
York (1982). La etapa o etapas de purificacion seleccionadas dependeran, por ejemplo, de la naturaleza del
proceso de produccion utilizado y la forma particular de fitasa producida.

[0107] Las fitasas pueden producirse en animales transgénicos no humanos. Los métodos para producir dichos
animales transgénicos se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense n° 6.291.740. Los métodos para
la produccioén exitosa de animales bovinos (p.ej., patentes estadounidenses n°® 6.080.912 y 6.066.725), porcinos
(p-€j., patentes estadounidenses n° 6.271.436 y 5.942.435), cabras (p.€j., patente estadounidense n° 5.907.080)
y peces transgénicos (p.ej., patente estadounidense n°® 5.998.697) estan disponibles en la técnica. Ademas, le
expresion especifica en un oérgano, especialmente la expresion en leche producida por los animales
transgénicos, se encuentra entre las habilidades del experto (p.ej., patentes estadounidenses n° 6.268.545 y
6.262.336).

VI. Ensayos sobre la actividad de fitasa

[0108] Los ensayos para evaluar la actividad de fitasa son conocidos en la técnica. Quiza, el usado mas
comunmente es el ensayo clasico de liberacion de fosfato inorganico desarrollado por Fiske y = SubbaRow,
Journal of Biological Chemistry 66:375-392 (1925). Se encuentra una variacion de este método en Mitchell
et al., Microbiol. 143:245-252 (1997). Se describe un método preferido en Food Chemicals Codex, 42 Edicion,
Committee on Food Chemicals Codex, Institute of Medicine, National Academy Press, Washington, DC, 1996
en las pags. 809-810.

[0109] Generalmente, el ensayo implica permitir que un peso o volumen medido de una muestra de fitasa
reaccione con fitato en solucion durante un periodo de tiempo medido. La reaccion se para y se afiade solucion
de color que contiene molibdato de amonio (AM, en inglés) a la solucidon de reaccién. A continuacion se lleva a
cabo la colorimetria usando un espectrofotdmetro y se compara con los controles de concentracién conocida de
fosfato inorganico (Pi) y/o los controles producidos por reacciones con enzimas que tienen actividad de fitasa
conocida. Se determina una unidad de actividad como la cantidad de muestra de enzima necesaria para liberar 1
pmol P; por minuto de fitato en condiciones de reaccion definidas.

[0110] Las reacciones enzimaticas se llevan a cabo frecuentemente a pH 5,5 y 37 0OC. Sin embargo, las
condiciones de temperatura y pH pueden variarse para determinar las tolerancias y condiciones de reaccion
optimas para una fitasa dada. Cuando se ensayan diferentes condiciones de reaccion, las unidades de actividad
deberian continuar estando relacionadas con un solo conjunto especifico de condiciones de reaccion.

[0111] La reaccién puede pararse y a continuacion afiadirse solucion de color, o puede usarse una solucion de
parada/color que detenga la actividad enzimatica y afiada un producto cuya absorbancia espectral se vea
afectada de manera medible por la concentracion de Pi de manera predecible y calculable. Como se ha
analizado arriba, las soluciones de color contienen generalmente AM. Existen disponibles diversos ejemplos de
dichas soluciones en la literatura relevante. En la patente estadounidense n° 6.039.942, la reaccion se para
usando tricloroacetato (TCA) y la solucién de color afiadida a continuacion contenia sulfato ferroso y AM. En
otros ejemplos donde la reaccion se para primero con TCA, una solucidon de color diferente contenia acido
sulfurico, AM y acido ascorbico (patente estadounidense n° 6.221.644) y acido sulfurico, AM vy sulfato ferroso
(patente estadounidense n° 6.190.897). En otros casos, la solucién de color y parada son la misma. Por ejemplo,
en las patentes estadounidenses n° 6.139.902 y 6.261.592, la solucién contenia acido sulfarico, AM y acetona,
tras lo cual se afiadié una soluciéon que contenia acido acético. En un modo de realizaciéon preferido, la solucion
de color/parada contiene vanadato de amonio, AM y acido nitrico (véase Food Chemicals Codex, arriba).

[0112] La absorcion de longitud de onda especifica por la solucion final, que contiene la solucion de reaccion y
solucion(es) de parada/color, se mide usando un espectrofotometro. Muchos de dichos instrumentos estan
disponibles y su uso es rutinario en la técnica. La longitud de onda usada para la medicidon de la absorcion
puede variar con los componentes de la soluciéon de color. Por ejemplo, las referencias citadas arriba
midieron la absorbancia a 380, 415, 690, 700 o 750 nm. Cualquiera de estas puede proporcionar la indicacién
adecuada de concentracién de P; en estas soluciones. Sin embargo, la longitud de onda utilizada deberia
generalmente ser la descrita en un protocolo dado. El experto puede determinar facilmente de manera empirica
qué longitud de onda proporciona una discriminacion éptima de diferencias en concentracion de P; comparando
la linealidad de cambio de absorcidon entre soluciones de control diluidas en serie de concentraciones de P;
conocidas en diferentes longitudes de onda.
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VII. Aplicaciones de enzimas hidrolizantes de fitato

[0113] La fitasa y derivados de la misma como se explica aqui pueden usarse en una variedad de aplicaciones
donde es deseable separar el fosforo del fitato. Se exponen a continuacién diversos ejemplos de aplicaciones.

[0114] Por ejemplo, la invencion facilita el uso de células o esporas capaces de producir fitasa segun la invencion
como un producto microbiano para alimentacion directa o probiético. Los modos de realizaciéon preferidos para
dichos usos son Aspergillus sp. productor de fitasa de la invencion.

[0115] Ademas, la invencion contempla el uso de fitasa como se describe aqui en comida o pienso animal.

[0116] La presente invencion proporciona alimento o pienso animal que incluye fitasa como se describe aqui.
Preferiblemente, dicho alimento o pienso animal comprende fitasa como un aditivo que es activo en el tracto
digestivo, preferiblemente el buche y/o intestino delgado, de ganado, como aves y cerdos y animales de granja
acuaticos que incluyen peces y camarones. Dicho aditivo también es preferiblemente activo en el procesamiento
de piensos o alimentos.

[0117] En un modo de realizacion alternativo, se afiaden fitasa u organismos productores de fitasa como un
pretratamiento al alimento o pienso animal, como en el procesamiento del alimento o pienso. En este modo de
realizacién, la fitasa es activa antes del consumo del alimento o pienso, pero puede o no ser activo en el
momento en el que se consume el alimento o pienso animal.

[0118] Las composiciones que comprenden polipéptidos o proteinas que poseen actividad de fitasa pueden
prepararse segun los métodos conocidos en la técnica y pueden encontrarse en forma de composicion seca o
liquida. El polipéptido a incluir en la composicién puede estabilizarse segun los métodos conocidos en la técnica.

[0119] La invencién proporciona ademas alimento o pienso animal que comprende partes de plantas, esporas o
células, incluyendo semillas, capaces de expresar fitasa como se ha descrito aqui.

[0120] Aun mas, la presente invencion contempla un método para la produccién de un alimento o pienso animal,
caracterizado porque la fitasa segun la invencién se mezcla con dicho alimento o pienso animal. Dicha fitasa se
afilade como un producto seco o un liquido, antes o después del procesamiento. Segun un modo de realizacion,
donde se usa un polvo seco, la enzima se diluye como un liquido en un portador seco como grano molido.

[0121] Las composiciones liquidas no necesitan contener nada mas que la enzima fitasa, preferiblemente en una
forma purificada. Sin embargo, normalmente se afiade también un estabilizador como glicerol, sorbitol o
monopropilenglicol. La composicion liquida puede comprender también uno o mas aditivos, como sales,
azucares, conservantes, agentes reguladores de pH (es decir, agentes amortiguadores), proteinas o fitato (un
sustrato de fitasa). Las composiciones liquidas tipicas son lodos acuosos o basados en aceite.

[0122] Las composiciones liquidas pueden afadirse a alimentos o pienso tras un granulado opcional de las
mismas. Las composiciones secas pueden ser composiciones atomizadas, en cuyo caso la composicién no
necesita contener nada mas que la enzima en una forma seca. Sin embargo, normalmente las composiciones
secas son los denominados granulados que pueden mezclarse faciimente con, por ejemplo, componentes de
pienso o alimento, o mas preferiblemente, formar un componente de premezcla. El tamafio de particula del
granulado de enzima preferiblemente es compatible con el de los otros componentes de la mezcla. Esto
proporciona un medio conveniente y seguro para incorporar enzimas en el pienso animal, por ejemplo.

[0123] Se preparan granulos de aglomeracion usando técnicas de aglomeracion en un mezclador de alto
cizallamiento (p.ej., Lodige) durante lo cual se coaglomera el material de relleno y la enzima para formar
granulos. Se prepara granulado de absorcién mediante ndcleos de un material portador para adsorber/ser
recubiertos por la enzima.

[0124] Los materiales de relleno tipicos son sales como sulfato de disodio. Otros rellenos son caolin, talco,
silicato de aluminio y magnesio y fibras de celulosa. De manera opcional, se incluyen también aglutinantes como
dextrinas en granulos de aglomeracion.

[0125] Los materiales portadores tipicos son almidén, p.ej., en forma de mandioca, maiz, patata, arroz y trigo.
También pueden usarse sales.

[0126] Opcionalmente, los granulos se recubren con una mezcla de recubrimiento. Dichas mezclas comprenden

agentes de recubrimiento, preferiblemente agentes de recubrimiento hidrofébicos, como aceite de palma
hidrogenado y sebo de vacuno, y si se desea otros aditivos, como carbonato calcico o caolin.
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[0127] Ademas, las composiciones de fitasa pueden contener otros sustituyentes como agentes colorantes,
compuestos aromaticos, estabilizadores, vitaminas, minerales, otros alimentos y piensos que mejoren las
enzimas y similares. Esto es asi en especial para las llamadas premezclas.

[0128] Un "pienso" o un "alimento", respectivamente, significa cualquier dieta natural o artificial, comida o
similares o componentes de dichas comidas dirigidos o adecuados para ser ingeridos, tomados, digeridos, por un
animal y un ser humano, respectivamente.

[0129] Un "aditivo de pienso o alimento" es un compuesto esencialmente puro o una composicion de multiples
componentes dirigida a o adecuada para anadirse al alimento o pienso. Normalmente comprende uno o mas
compuestos como vitaminas, minerales o enzimas que mejoran el pienso y portadores adecuados y/o
excipientes, y se proporciona normalmente en una forma adecuada para ser afiadido al pienso animal.

[0130] Las fitasas de la invencion pueden usarse también en alimento de aves para mejorar la calidad de la
cascara de huevos (reduccion de pérdidas debido a rotura), véase, por ejemplo, The Merck Veterinary Manual
(Séptima Edicion, Merck & Co., Inc., Rahway, N.J., EE.UU., 1991, pag. 1268); Jeroch et al. Bodenkultur Vo.
45(4):361-368 (1994); Poultry Science, 75(1):62-68 (1996); Canadian Journal of Animal Science 75(3):439-444
(1995); Poultry Science 74(5):784-787 (1995) y Poultry Science 73(10):1590-1596 (1994).

[0131] Una cantidad efectiva del polipéptido en el alimento o pienso consiste en nhormalmente aproximadamente
de 10 a 50.000 U/kg de pienso o alimento; preferiblemente de aproximadamente 10 a 15.000, mas
preferiblemente de aproximadamente 10 a 10.000, en concreto de aproximadamente 100 a 5.000, especialmente
de aproximadamente 100 a aproximadamente 2.000 U/kg de pienso o alimento.

[0132] Se describe aqui un método para la produccion de un alimento o pienso animal, caracterizado porque las
células, partes de plantas, incluyendo semillas, y/o esporas capaces de expresar fitasa segun la invencion se
afaden a dicho alimento o pienso animal. Dichas células o esporas pueden ser de cualquier origen, bacteriano,
vegetal o animal.

[0133] Se describe aqui el uso de la fitasa descrita aqui con o sin fosfatasas accesorias en la produccion de
inositol y fosfato inorganico, y productos intermedios de fitato.

[0134] Se describe aqui un método para la reduccion de niveles de fésforo en estiércol animal, caracterizado
porque un animal es alimentado con pienso animal segun la invencién en una cantidad efectiva para convertir el
fitato contenido en dicho pienso animal.

[0135] En un modo de realizacion, la proteina del transgén, por ejemplo, fitasa expresada en plantas,
especialmente semillas o granos, usando los métodos aqui descritos, se usa en la produccién y sintesis de fitasa.
El transgén de la fitasa expresado por el acido nucleico recombinante de la invencién puede recolectarse en
cualquier momento después de que comience la expresion de la proteina. Cuando se recolecta a partir de la
semilla o grano u otra parte de una planta por ejemplo, no es necesario que la semilla o grano u otra parte de la
planta haya experimentado una maduracién antes de la recoleccion. Por ejemplo, la expresion del transgén
puede ocurrir antes de la maduracion de grano o semilla o puede alcanzar niveles 6ptimos antes de la
maduracién del grano o semilla. La proteina del transgén puede aislarse a partir de semillas o grano, si se desea,
mediante métodos de purificacion de proteinas convencionales. Por ejemplo, el grano o semilla puede ser
molido, a continuacion extraerse con un medio de extraccion organico o acuoso, seguido de purificacion de la
proteina de fitasa extraida. De manera alternativa, segun la naturaleza del uso previsto, la proteina del transgén
puede purificarse de manera parcial, o el grano o semilla puede usarse directamente sin purificacion de la
proteina del transgén para alimento o pienso animal, procesamiento de alimentos u otros fines.

[0136] Las alfa-amilasas rompen los enlaces 1-4 del almidén. Las amilasas son enzimas fundamentales para las
industrias de panaderia y cerveceras. Las amilasas son necesarias para romper el almidén en el malteado y en
determinados procedimientos de horneado llevados a cabo en ausencia de azucares afadidos u otros
carbohidratos. La obtencién de actividad adecuada de estas enzimas es problematica especialmente en la
industria maltera. Se sabe desde hace algun tiempo que el fitato tiene un efecto inhibidor sobre las amilasas. Un
método para aumentar de manera adecuada la actividad de amilasas con un sistema aceptable de manera
fisioldgica lleva a métodos de malteado mas rapidos y, debido a la mayor disponibilidad de azucar, a bebidas
alcohdlicas como cervezas con un contenido de carbohidratos reducido.

[0137] Por consiguiente, las semillas o granos con expresion de fitasa proporcionan ventajas en la produccion de
malta y bebidas producidas por un proceso de fermentacion. La actividad mejorada de amilasas en el grano
aumenta la velocidad y eficiencia de la germinacion, importante en el malteado, donde se produce malta que
tiene una actividad enzimatica aumentada que resulta en la hidrolisis mejorada de almidén en carbohidratos
fermentables, mejorando de ese modo la eficiencia de fermentacion en la produccién de bebidas alcohdlicas, por
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ejemplo, cerveza o whisky escocés. Los procesos de fermentacion mejorados también encuentran utilidad en la
produccién de alcoholes no destinados al consumo humano, es decir, alcoholes industriales.

[0138] La fitasa y los productos intermedios derivados de fitato de la invencion también encuentran utilidad en
muchas ofras aplicaciones en los sectores de la agricultura, industria, medicina y nutricién. Por ejemplo, los
productos intermedios de fitasa y derivados de fitato pueden usarse en la molienda por via himeda de grano. El
fitato se utiliza en productos de limpieza, productos de eliminacion de herrumbre y en la eliminacion de metales y
otros policationes de materiales tan diversos como productos de desecho y bebidas carbonatadas. El fitato y las
fitasas pueden usarse en el aislamiento y recuperacion de metales raros. La fitasa puede usarse para producir
homologos de fitato de bajo fosfato, que pueden usarse en dentifrico y otros productos para el cuidado dental
como tratamientos o preventivos potenciales de resorcion ésea (p.ej., en osteoporosis) y calculos renales
(piedras en el rifidn). El fitato y derivados han encontrado uso en la produccion de tofu y quelacion de minerales
(p-€j., hierro, zinc, calcio o magnesio) con fitato, seguida de la liberacion con adicion de fitasa puede proporcionar
un medio Unico de proporcionar estos nutrientes. Las fitasas pueden usarse en la producciéon de inositol a partir
de fitato su uso en productos alimentarios. Las fitasas pueden usarse también en la sintesis quimica o bioquimica
de materiales que contienen fosfato. La fitasa, fitato y derivados de fitato de fosfato imas bajo encuentran
numerosos usos diferentes en productos de cuidado personal, productos médicos y productos de alimentacion y
nutricionales, asi como diversas aplicaciones industriales, especialmente en los sectores de limpieza, textil,
litografia y quimica.

[0139] Los siguientes ejemplos se ofrecen exclusivamente con fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance
de la presente invencion en modo alguno. El experto en la técnica apreciara que los métodos revelados pueden
aplicarse a cualquier numero de especies diferentes, incluyendo para obtener todas las secuencias aqui
reveladas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Preparacion de ADN genémico que codifica fitasas

[0140] Se preparé ADN gendmico de diversos microorganismos diferentes con el fin de experimentar una
reaccion de PCR para determinar si las fitasas son codificadas por el ADN de un organismo concreto.

[0141] Se obtiene ADN gendémico de Penicillium chrysogenum (depdsito n® NRRL 1951); Fusarium javanicum
(deposito n® CBS 203.32); Fusarium vertisillibodes; Humicola grisea var. thermoidia depdsito n® CBS 225.63 o
ATCC 22081; y Emericella desertorum deposito n® CBS 653.73 y se aisla segin los métodos estandares.

[0142] Se llevan a cabo alineaciones de diversas secuencias de fitasa conocidas, incluyendo aquellas de
Aspergillus Niger/Aspergillus ficum, Aspergillus terreus 59, Aspergillus terreus 60, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Emericella nidulans, Talaromyces thermophylus y Myceliopthora thermophila. A partir de estas,
se identificaron diversas "cajas" como conservadas en gran medida, y a partir de estas se desarrollaron
cebadores.

[0143] Se construyeron los siguientes cebadores de ADN para su uso en la amplificacion de genes de fitasa a
partir de bibliotecas construidas a partir de diversos microorganismos. Todos los simbolos aqui utilizados para
secuencias de ADN y proteinas corresponden a coédigos de la Comision de Nomenclatura Bioquimica de la
IUPAC-IUB.

CAJA1: cebadores que codifican (V/L)L(A/S)RHGAR
cebador directo  BTIYTIKCIMGICAYGGIHCIMG
cebador directo  BTIYTIAGYMGICAYGGIHCIMG

CAJA2: cebadores que codifican NNTL(D/E/H)
cebador directo  AAYAAYACIYTISA
cebador inverso  TSIARIGTRTTRTT

CAJA3: cebadores que codifican LSPFC
cebador directo  YTTTCICCITTYTGY
cebador directo  YTIAGYCCITTYTGY
cebador inverso  RCARAAIGGIGAIAR
cebador inverso RCARAAIGGRCTIAR

CAJA4: cebadores que codifican G(N/S)PLGP
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cebador directo  GGIWVICCIYTIGGICC
cebador inverso CCIARIGGIBWICC

CAJAS5: cebadores que codifican DFSHD
cebador directo  GAYTTYTCICAYGAY
cebador directo  GAYTTYAGYCAYGAY
cebador inverso RTCRTGIGARAARTC
cebador inverso RTCRTGRCTRAARTC

CAJAB: cebadores que codifican VR(A/V)I(I/V)NDR
cebador inverso CKRTCRTTIAYIARIRCICKIAC

[0144] Se desarrollaron cajas también segun los métodos de Pasamontes et al. Appl. Evir. Microbiol.
63(5):1696-1700 (1997) para proporcionar los siguientes cebadores.

CAJA2.5: codifica MDMCSFD
cebador directo ATGGAYATGTGYTCNTTYGA

CAJA4O: codifica YGHGAG
cebador inverso TTRCCRGCRCCRTGNCCRTA

[0145] Se lleva a cabo PCR en una maquina de PCR estandar como el PTC-150 Mini Cycler de MJ Research
Inc. (Watertown, MA) o un Eppendorf Mastercycler (Hamburgo, Alemania). En los experimentos descritos a
continuacion, se llevé a cabo la PCR usando un termociclador Hybaid Touchdown (Middlesex, Reino Unido).

[0146] Las condiciones de PCR para polimerasa Pwo (Boehringer Mannheim, Cat n® 1644-947) comprenden una
solucion de 100 microlitros hecha de 10 microlitros de amortiguador de reaccion 10X (amortiguador de reaccion
10X que comprende 100mM Tris HCI, pH 8-8,5; 250 mM KCI; 50 mM (NH4)ZSO4; 20 mM MgSO4); 0,2 mM cada
uno de dATP, dTTP, dGTP, dCTP (concentracion final), 1 microlitro de 100 nanogramos/microlitro de ADN
gendémico, 1 microlitro de PWO a 1 unidad por microlitro, 500 mM cebadores (concentracion final) y agua a 100
microlitros. La solucion es recubierta con aceite mineral.

[0147] Se desarrollaron dos enfoques para la amplificacion de genes de fitasa a partir del ADN gendmico:

A) Se realiza una primera PCR usando los cebadores de la CAJA1 y CAJAB; se analizan los productos en un
gel de agarosa y se aislan aproximadamente 1 kb de fragmentos y se analizan en una segunda PCR usando
cebadores anidados. Para el analisis de la segunda PCR, se obtuvieron mejores resultados usando
cebadores de CAJA1-CAJAS5 o de CAJA5-CAJAG o CAJA2.5/CAJAL .

Protocolo A:

PCR1: -2 a94°C (1 ciclo)
-45"a 94°C; 130" a 40°C; 1'30" a 72°C (30 ciclos)
-7 a72°C (1 ciclo)
- mantener a 4°C

Los fragmentos se colocaron sobre un gel de baja fusion al 1% y se cortaron fragmentos del tamario
esperado aproximadamente (0,0-1,2 kb) del gel, se aislaron y se usaron como plantilla para la segunda PCR
(PCR2). La PCR2 sigui6 el mismo protocolo de ciclado que la PCR1.

B) Se llevé a cabo PCR Touchdown usando cebadores de CAJA2.5/CAJA4’. Usando esta técnica, puede
aislarse un fragmento especifico, clonarse en un vector TOPO (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) y
secuenciarse sin mayor procesamiento.

Protocolo B:

- 3a95°C (1 ciclo)

- 1'a95°C; 1" a 60°C, descendiendo a 50°C; 30" a 72°C (20 ciclos, de manera que la temperatura
caiga 0,5°C cada ciclo en el etapa de alineamiento)

- 12 95°C; 10 a 50°C; 30" a 72°C (10 ciclos)

- mantenera4°C
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[0148] A partir de los fragmentos secuenciados, es posible usar la técnica RAGE (amplificacion rapida de
extremos gendémicos) para obtener rapidamente la secuencia del gen de longitud completa. Usando el kit
GenomeWalkerto de Clontech Laboratories, Inc (Palo Alto, CA) y el protocolo del fabricante (GenomeWalkero
Kits User Manual, publicado el 10 de noviembre de 1999), las ligaciones de adaptadores se derivaron de las
secuencias de fragmento para determinar en mayor medida la secuencia del gen aguas arriba. Las secuencias
de genes de fitasa se determinaron a partir de ADN cromosémico de diversas especies.

[0149] La Figura 22 muestra la secuencia de polinucleétidos de fitasa de E. desertorum obtenida mediante los
métodos anteriores y las secuencias en ella de las que se derivan las ligaciones de adaptadores (cebadores
GSP1 rev:fyt037 y GSP2rev:fyt036) para obtener las secuencias aguas arriba que codifican esta fitasa (véase la
Figura 17A).

[0150] La Figura 23 muestra la secuencia de fitasa de F. javanicum obtenida mediante los métodos anteriores y

las secuencias en ella a partir de las que se derivaron ligaciones de adaptador (cebador GSP1 rev:fyt039 y
GSP2rev:fyt038) para obtener las secuencias aguas arriba que codifican esta fitasa (véase Figuras 18A-18B).

Ejemplo 5

Indicios de la actividad hidrolizante de fitato en cultivo liquido

[0151] Se cultiva una especie fungica seleccionada en medio definido que contiene diversas concentraciones de
fosfato inorganico y se someten a ensayo y comparan las caracteristicas de crecimiento y produccion de fitasa.
Se usaron suspensiones de esporas (2x‘|06 esporas/ml concentracion final) para inocular un medio minimo
(Vogels) donde la concentracion de fosfato se altera para ver como afecta al crecimiento y produccion de fitasa.
Se dejan crecer cultivos en 50ml de medio en cultivo en frasco de agitacion a una temperatura de 25°C hasta
30°C. Los cultivos se recolectaron a las 24, 48, 72 y 96 horas. Se sometieron a ensayo los sobrenadantes de
cultivo para detectar actividad de fitasa usando el método de Fiske y SubbaRow, Journal of Biological Chemistry
66:375-392 (1925). Puede determinarse el crecimiento mediante lecturas DO o peso en seco.

5A. Efecto de las diferentes condiciones de medios en el crecimiento y morfologia

[0152] Se produce una serie de curvas de crecimiento flngico para mirar el efecto de P disponible en el medio en
el crecimiento y produccion de fitasa. En algunos ejemplos, cuando el nivel de P es reducido, se observan
cambios morfolégicos en el crecimiento de los hongos que se asocian a condiciones de estrés (p.gj.,
fragmentacion de micelio, granulado, crecimiento heterogéneo y una apariencia general de un color amarillo
palido). Esta cepa fisioldgica puede relacionarse con la aparicion de actividad de fitasa en un punto en la curva
de crecimiento, por ejemplo, acercandose a la fase exponencial tardia. Los indicios morfolégicos de utilizacion de
acido fitico pueden observarse en cultivos de bajo P (p.gj., 0,57 mM) complementados tras 24 horas de cultivo
con 1 mM fitato como fuente de fosforo. Los cambios morfolégicos observados sin fitato afiadido pueden no ser
evidentes, de hecho, las muestras de complemento pueden parecerse a cultivos en medios de alto P que no eran
limitativos. Esta respuesta indicaria que se estaba produciendo una actividad hidrolizante especifica de acido
fitico de manera que pudiera suministrarse P al hongo en crecimiento. Como salvedad, es posible que
concentraciones mayores de fitato (p.ej., 5 mM) que complementen los cultivos den como resultado una falta de
crecimiento celular. Dicho resultado sugeriria que el alto nivel de fitato en el medio que la minerales esenciales
resultando en un medio que no puede soportar la nutricion y crecimiento fungico.

[0153] En un estudio de ejemplo, el hongo se cultiva en medios que contienen

- Alto nivel de fosfato (1,14 mM)
- Bajo nivel de fosfato (0,57 mM)
- Bajo nivel de fosfato mas 1mM de fitato complementado.

[0154] Se monitoriza el crecimiento a lo largo de 0, 24, 48, 72 y 96 horas mediante mediciones de peso en seco y
se observan también las caracteristicas morfolégicas en respuesta a las diferentes condiciones de los medios. En
una situacion en la que la actividad hidrolizante de fitato que permite al hongo acceder al fosfato a partir del fitato,
y asi evita los esfuerzos por carencia de fosfato que el cultivo sufriria de lo contrario, podrian esperarse las
siguientes observaciones principales:

1. Buen crecimiento en alto nivel de fosfato, morfologia fungica uniforme indicativa de un cultivo sano.

2. Crecimiento notablemente mas pobre en condiciones de bajo nivel de fosfato, morfologia fungica
heterogénea con indicios de acumulacion y fragmentacion de micelio. El cultivo puede tener una apariencia
demasiado amairilla.

3. Cultivos similares a los de (2), cuando se complementan con fitato (el sustrato), ya no parecen encontrarse
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bajo el mismo estrés fisiolégico. El crecimiento de biomasa es similar a la condicion (1) y la morfologia
fungica es la misma que en la condicion de alto nivel de fosfato.
4. Las curvas de crecimiento e indicios fotograficos respaldan estas observaciones.

5B. Actividad de fitasa en sobrenadantes de cultivo

[0155] Puede medirse la actividad de fitasa en los sobrenadantes de hongos que crecen en el medio con niveles
variables de P inorganico. Se usan muestras de sobrenadante para comparar la actividad en momentos
especificos tras la inoculacion. La actividad de fitasa puede expresarse como el nimero de mmoles de P
liberados por minuto por ml de sobrenadante del cultivo. Las actividades de la muestra se calculan a partir de
frascos de cultivo por triplicado donde los sobrenadantes se someten a ensayo para detectar fitasa por duplicado.
Las actividades se muestran como mean_SD. Junto con las observaciones anteriores, puede observase un claro
estrés fisiologico asociado a cultivos en los que el fosfato es limitado, lo cual afecta de manera adversa al
crecimiento, y unirse a la aparicion de actividad de fitasa.

5C. Concentracion de sobrenadantes de cultivo

[0156] Pueden esperarse indicios adicionales de la actividad de fitasa a partir del sobrenadante concentrado
(proteina concentrada). Por ejemplo, pueden obtenerse muestras de proteina concentrada a partir de:

1. Cultivos de hongos de condiciones de estrés y bajo fosfato (donde se espera que se exprese fitasa),
2. Cultivos de hongos de alto nivel de fosfato y sin estrés, donde no se espera que se produzca fitasa, y
3. Cultivos complementados con bajo nivel de fosfato y fitato complementario.

[0157] Se espera que los geles de SDS-PAGE de tincidn con plata de estas muestras de proteinas concentradas
muestren un perfil de proteina que demuestra la aparicion de una banda de proteinas (banda de fitasa putativa)
en la proteina concentrada de la condicién 1 (arriba) que no esta presente en la condicion 2. También se espera
una aparicién similar de esta banda en la condicién 3, aunque a un nivel inferior. Basandose en la secuencia de
aminoacidos de una fitasa especifica, y en si parece ser una enzima extracelular, el tamafo de la proteina puede
ser aproximado. Sin embargo, deberia observarse que la modificacion de la glicosilacion en la enzima
extracelular puede aumentar el MW.

Ejemplo 6

Amplifacion por PCR de fragmentos de gen de fitasa

6A. Diseiio de cebador degenerado

[0158] Basandose en las alineaciones de secuencias de aminoacidos de fitasa publicadas, se disefia una gama
de cebadores degenerados frente a las regiones cataliticas y estructurales conservadas. Dichas regiones
incluyeron aquellas que son altamente conservadas entre las fitasas, asi como aquellas conocidas por su
importancia para la funcioén y estructura de enzimas.

[0159] Por ejemplo, se alinean las secuencias de aminoacidos de fitasas publicadas. Deberia observarse que
muchas secuencias de fitasas se encuentran disponibles de manera publica en GenBank, y cada una queda
incorporada aqui mediante referencia.

[0160] Se eligen regiones concretas que cumplen los criterios anteriores, y una gama de cebadores directos e
inversos disefiados a partir de las secuencias de aminoacidos. Usando el cédigo genético para el uso de
codones, se sintetizan los cebadores de PCR con nucleétidos degenerados.

[0161] Como otro ejemplo, se disefian cebadores a partir de la secuencia de aminoacidos publicada para
diferentes fitasas de una sola especie (p.€j., A. niger). Estos cebadores pueden disefiarse como sigue:

1. Cebador 1: Cebador directo (5-3’) de, por ejemplo, el dominio de enlace de fosfato de una fitasa, que
deberia ser esencial para la actividad catalitica.

2. Cebador 2: Cebador inverso desde una region de fitasa central que parece estar relativamente bien
conservada.

[0162] Todos los cebadores pueden sintetizarse en la direccion 5'-3'. El cédigo genético estandar se utiliza para
cambiar de aminoacido a coddn triplete, y se usa el codigo IUB estandar para sitios de bases mixtas (p.ej., para
designar | para A/C/T/G).
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[0163] Como puede verse a partir de la alineacion de secuencias para A. niger PhyA y PhyB, el dominio de
enlace de fosfato esta bien conservado con solo una diferencia de aminoacidos entre PhyA (RHGARYP; van
Hartingsveldt et al, 1993) y PhyB (RHGERYP; Piddington et al, 1993). Puede disefiarse un cebador
degenerado complementario a esta region en la version PhyA de la secuencia solamente, es decir, usando
RHGARYPT como la base para el disefio de cebador. Esto seria predisponer el cebador hacia un dominio de
enlace de fosfato de tipo PhyA. Una segunda regidon conservada, que puede servir como la base para el cebador
2 de cebadores derivados de A. niger, se produce en la mitad de la secuencia de aminoacidos de PhyA y PhyB.
Este dominio especifico de fitasa central conservado en PhyA (FTHDEWI) corresponde a los aminoacidos 285-
291. En PhyB, la secuencia de aminoacidos (FTQDEWV) corresponde a los aminoacidos 280-286.

[0164] Los cebadores degenerados desarrollados como se ha descrito arriba pueden usarse para amplificar una
region de codificacion de fitasa de otras especies mediante PCR, como se describe a continuacion.

6B. Amplificacion por PCR de fragmentos de gen de fitasa

[0165] EI ADN genémico de una especie de interés puede usarse como plantilla para la amplificacion por PCR de
fragmentos de gen de fitasa putativos usando combinaciones de los cebadores realizados segun la descripcion
anterior. Se lleva a cabo la PCR usando PCR Ready-to-go Beads de Amersham Pharmacia. Las condiciones se
determinan mediante experimentos individuales, pero normalmente se realizan treinta ciclos en un termociclador
Techne. Se verifica el éxito de la amplificacion mediante electroforesis de la reaccién de PCR en un gel de
agarosa al 1%. Puede anticiparse un producto de fitasa de la PCR que es amplificado por los cebadores por un
tamafio esperado correcto. A continuacion, se purifica el producto mediante extraccion en gel usando el kit
Qiaquick Spin Gel Extraction de Qiagen. El producto de la PCR purificado es ligado al pGEM-T Easy vector
System (Promega Corporation) para facilitar la clonacion. Las reacciones de ligacion son incubadas a 4°C
durante la noche en un volumen total de 10 ml que contiene 0,1 volimenes de amortiguador ligasa 10x y 1 ml (1

U.ml'1) de ADN ligasa T4. Normalmente se usa un inserto de ADN en la reaccion en una ratio molar de 1-4:1 del
inserto a ADN del vector. Se extrae una alicuota de 100 ml de células XL-1 Blue de E.coli competentes con CaCl,
del almacenamiento a -80°C y se descongelan en hielo para su transformacion. Se afiaden 3ml de mezcla de
ligacion a las células y se incuba la mezcla en hielo durante 20 minutos. A continuacion, las células se someten a
choque término a 42°C durante 1 minuto y se devuelven al hielo durante 5 minutos. Se afiade la mezcla de
transformacion a 0,9 mL de caldo L, y se incuban las células con agitacion y sin seleccion para permitir la
expresion del producto génico de resistencia a ampicilina antes de aplicar la seleccion (37°C, 1h). A continuacion
se extienden alicuotas de 200, 300 y 400 ml de este cultivo directamente sobre placas de agar selectivo. Se
incuban las placas durante la noche a 37°C. Las colonias que contienen plasmidos recombinantes se visualizan
usando seleccion azul/blanco. Para una exploracion rapida de transformantes recombinantes, se prepara ADN
plasmidico de cultivos de colonias positivas (blanco) putativas. El ADN es aislado por el método de Birnboim y
Doly siguiendo el protocolo expuesto en Sambrook et al (1989). La presencia del inserto correcto (650pb) en el
plasmido recombinante se confirma mediante analisis de restriccion. EI ADN es digerido con enzimas de
restriccion (p.ej., Not1-pPst1) durante la noche a 37°C, y los productos de digestion se visualizan mediante
electroforesis en gel de agarosa. Diversos clones pueden contener el inserto de tamafio correcto y pueden
seleccionarse para secuenciacion manual para ver si el inserto es un fragmento del gen de fitasa. Se secuencian
los insertos usando el método de terminacion de cadena didesoxi de Sanger et al (1977) con una forma
modificada de T7 ADN polimerasa (Sequenase version 2.0). Las reacciones se llevan a cabo usando reactivos
proporcionados en el kit Sequenase version 2.0 (Amersham Life Science-United States Biochemical
Corporation), siguiendo el protocolo del fabricante. La secuencia parcial de los clones de extremo puede indicar
que se ha clonado un fragmento del gen de fitasa. La secuenciacion completa de los insertos de doble cadena se
lleva a cabo en ADN plasmidico de estos clones.

6C. Analisis de la secuencia

[0166] Las secuencias se analizan mediante BLAST y herramientas de secuencias de traduccion de proteinas.
La comparacion BLAST al nivel de nucleétidos puede mostrar diversos niveles de homologia para secuencias de
fitasa publicadas. Inicialmente, las secuencias de nucleétidos se remiten a BLAST (Basic BLAST version 2.0)
accediendo a la base de datos de BLAST en internet. La pagina web utilizada es  http://nc bi.nim.nih.gov/cgi-
bin/BLAST. El programa elegido es blastn, y la base de datos elegida es nr. Se emplean valores de parametros
por defecto/estandares. Los datos de secuencias para fragmentos de gen putativos se introducen como
secuencia en formato FASTA y se remite la consulta a BLAST para comparar estas secuencias con aquellas
existentes en la base de datos.

[0167] Las secuencias se someten después a una herramienta de traduccién de ADN a proteina llamada
maquina proteinica. Esta herramienta también estd disponible en internet en http://med-
kem.gu.se/edu/translat.html. Otra herramienta de traduccion adecuada es conocida como Translation
Machine, disponible en internet en http://www2.ebi.ac.uk/translate/. Las secuencias de ADN de fragmentos de
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gen de fitasa putativos se insertan en el bloque de andlisis, y se usa el cddigo genético estandar como la base
para la traduccion. Las traducciones se llevan a cabo en los tres marcos y las cadenas forward y reverse. La
secuencia de aminoacidos traducida se presenta en la pantalla mediante la herramienta de analisis como
secuencia de aminoacidos en codigo de una letra. Idealmente, el andlisis de la secuencia de aminoacidos
mostrara que el fragmento contiene ambos extremos correctos (como se usa para disefar los cebadores),
contiene el motivo de enlace de P esencial y quiza otros residuos que también se encuentren presentes en
secuencias de fitasa publicadas. A partir de esto, se puede concluir que el fragmento clonado es un fragmento
del gen de fitasa.

[0168] Las alineaciones de secuencia y analisis de aquellas alineaciones se llevan a cabo a nivel de aminoacidos
y nucledtidos usando el programa ALIGN (Alignment Editor Version 4/97; Dominick Hepperle, Fontanestr.
9c, D016775, Neuglobsow, Alemania). En el desarrollo del analisis, se pegan las secuencias sometidas y se
utiliza el formato PHYLIP Interleaved. El analisis de homologia se lleva a cabo usando la seccién "Analyze" del
programa y especificamente la opcién denominada "Distance Analysis." Esto calcula el porcentaje de homologia
y el nimero de sitios diferentes entre especies, usando un minimo de dos secuencias de aminoacidos (es decir,
dos "especies"). Las homologias maximas y minimas se calculan como %. La base para el analisis de homologia
se realiza como porcentaje de identidad, en el célculo de "nimero de aminoacidos (o bases) idénticos dividido
por el numero total de aminoacidos (o bases) multiplicado por 100" para dar un valor porcentual. Las secuencias
de aminoacidos se situan en el programa ALIGN junto con secuencias de fitasa publicadas y se lleva a cabo una
alineaciéon manual a nivel de aminoacidos. A partir de esto, puede obtenerse la traduccion deducida para el
producto de PCR obtenido usando cebadores degenerados.

Ejemplo 7

Andlisis southern para la produccion de biblioteca

[0169] Se digiere ADN genomico de diferentes especies con una gama de enzimas de restriccion durante la
noche a 37°C. El ADN digerido con éxito se analiza sobre gel de agarosa al 1% en preparacién para la
transferencia a la membrana de nylon. Tras completar la electroporesis, el gel de agarosa se pone a remojo
durante 10 minutos en 0,2 M HCI para despurinar el ADN y después se enjuaga brevemente en ddH,0. El ADN
es transferido a la membrana Hybondo-N+ (Amersham International PLC) mediante transferencia capilar
alcalina. La transferencia se prepara de manera que el filtro de nylon quede situado entre el gel y una pila de
papel absorbente. Se prepara una mecha de papel Whatman 3MM (Schleicher y Schuell, Dassel, Alemania) en
una placa de vidrio sobre un depdsito de amortiguador de transferencia (0,4M NaOH). Se invierte el gel en la
mecha, con cuidado para evitar la formacion de burbujas de aire, y se rodea por tiras de Nescofilm para evitar
que la accion de transferencia del papel eluda el gel en los bordes. Se cubre el gel con una pieza de igual
tamafno de membrana Hybondd-N+ que ha sido cortada en la esquina para coincidir con el gel y que ha sido
mojada previamente en 3xSSC. A continuacion, se sitian 3-5 piezas de papel de 3MM en la parte superior del
filtro y se completa la transferencia afiadiendo una tira de papel secante de 10 cm seguido de un peso de 0,5 kg.
Se deja la prueba de 8-24 h para transferir el ADN. A continuacion, se lava la membrana brevemente en 2xSSC a
temperatura ambiente y se calienta en una estufa de vacio a 80°C para fijar el ADN a la membrana. Se usa un
fragmento aislado de los procedimientos anteriores para sondar el Southern blot. En primer lugar, se etiqueta con
isétopo *2P mediante el uso del kit High Prime DNA Labeling (Boehringer Mannheim). Se afiade fragmento
desnaturalizado en una reaccién de marcaje con cebado aleatoria que incorpora adenina radiomarcada. El
Southern blot es prehibridado durante 1 hora a 42°C en 12 mL de amortiguador Easy-Hyb (Boehringer
Mannheim) en un tubo de hibridacién. La sonda radiomarcada es desnaturalizada y se afiade a 5 mL de
amortiguador de hibridacion Easy-Hyb y se deja hibridar durante la noche a 42°C. Tras la hibridacion, se lava la
transferencia mediante incubacion en 40 mL 3xSSC, 0,1%SDS durante 15 minutos a 42°C. Este lavado de baja
astringencia se repite con solucion de lavado nueva. Tras el lavado de astringencia, se enjuaga el lote en 3xSSC,
se sella en un plastico transparente y se expone a pelicula de rayos X. Se deja durante 2 horas y se revela la
pelicula.

[0170] Se pueden observar fuertes bandas de hibridacion para una digesta de especie concreta. Dichos
resultados indican que el fragmento puede usarse como sonda para la exploracién de bibliotecas.

Ejemplo 8

Aislamiento de una secuencia de polinucleétido del genoma de una especie de interés que codifica una
fitasa

8A. Generacion y exploracion de biblioteca genémica

[0171] Tras el analisis de hibridacion Southern, puede fabricarse una biblioteca genémica parcial para probar y
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clonar un gen de fitasa de longitud completa. Se genera una biblioteca de plasmidos de tamafio limitado que se
dirige a un fragmento de digestion (segun se estima a partir del analisis Southern). El ADN gendmico digerido se
analiza en gel de agarosa al 1,25%. Los fragmentos digeridos de un tamafio aproximado preferido se extraen del
gel y se purifican mediante Glass-Max ((Gibco-BRL, Escocia). Los fragmentos genémicos purificados se usan en
una reaccion de ligacion aleatoria o] "shotgun" con vector pSK
Il Bluescript (Stratagene) linealizado con nucleasa de restriccion. Primero el vector es desforforilado antes de la
ligacion y la reaccion de ligacion se lleva a cabo a 14°C durante la noche. Se produce la biblioteca mediante
transformacion de células ultracompetentes E.coli XL-10 Gold (Stratagene). Se extraen del almacenamiento a -
80°C alicuotas de 100 ml de células y se descongelan en hielo para su transformacion. Se afiaden 4 mL de b-
mercaptoetanol a las células en hielo. Se afiaden 3ml de mezcla de ligacién a la mezcla y se incuba la mezcla en
hielo durante 20 minutos. A continuacion, las células se someten a choque térmico a 420C durante 30 segundos
y se devuelven al hielo durante 2 minutos. Se afiade la mezcla de transformacion a 0,9mL de
caldo NZY y se incuban las células con agitacion y sin seleccion para permitir la expresion del gen de resistencia
a ampicilina. Las células transformadas se colocan en placas de agar LB de seleccion azul/blanco y se dejan
incubar durante la noche a 37°C. Las colonias se elevan hacia filtros de nitrocelulosa por el método de Maniatis
(10% SDS - lisis, 3 minutos; 1,5 M NaOH- desnaturalizacion, 5 minutos; 1,5M TricHCI - neutralizacién, 5 minutos;
3xSSC - enjuague, 5 minutos). A continuacion, se calientan los filtros durante 2 horas a 80°C en vacio para fijar
el ADN. La biblioteca se explora con sonda de 636pb radiomarcada con P de la misma manera que en la
hibridacién Southern. Tras la hibridacién, se lavan los filtros dos veces en 3xSSC, 0,1%SDS, 42°C, 15 minutos.
A continuacién, se enjuagan los filiros en 3xSSC, se sellan en plastico y se exponen a pelicula de rayos X
durante la noche a -80°C. Se identifican los puntos de hibridacion positiva sobre la pelicula. Estos se alinean con
las placas de agar que contienen los transformantes. Los puntos de hibridacion se emparejan con colonias
sencillas en las placas de agar. Todas las colonias en el radio del punto de hibridacién se recogen usando asas
estériles y se utilizan para inocular 2 mL de caldo Luria. Se dejan crecer los cultivos a 37°C durante 2 horas. Se
realizaron diluciones de los cultivos de 10" a 10° y se colocan 100 mL de cada muestra en placas de agar LB-
amp y se incuban durante la noche a 37°C. Las placas que tienen entre 10 y 150 colonias en ellas se eligen para
continuar con una segunda exploracion. Se llevan a cabo las elevaciones de colonias como antes y se procesan
los filtros usando los mismos procedimientos. Se prepara sonda marcada con P nueva y se exploran los filtros
del mismo modo que se ha explicado previamente. Se llevan a cabo lavados de astringencia usando 2xSSC,
0,1%SDS a 42°C durante 15 min. A continuacion, se enjuagan los filtros en 2xSSC, se sellan en plastico y se
exponen a pelicula de rayos X durante 2 horas. La pelicula desarrollada deberia mostrar los puntos de
hibridacién, coherentes con la amplificacién de las colonias positivas de la primera exploracién. A continuacion,
se alinea la pelicula con las placas y se coordinan los puntos para ver si corresponden con colonias aisladas
simples. Se eligen los mejores positivos que coinciden con las colonias simples y se usan para inocular caldo
Luria para preparaciones de ADN plasmidico. EI ADN plasmidico se purifica mediante el kit Qiaspin Mini-Prep
(Qiagen) y se lleva a cabo analisis de restriccion para estimar el tamafio de los insertos. Todos los clones que
dan el mismo perfil de restriccion pueden usarse para sugerir un tamafio de inserto. Los clones pueden
secuenciarse parcialmente para determinar si son el gen/fragmento de gen correcto. Después, se determina la
secuencia completa de estos clones.

8B. Comparacion del porcentaje de identidad entre fitasas fungicas

[0172] El producto de polipéptido deducido del fragmento de gen de fitasa clonado se usa para el analisis de
homologia con fitasas publicadas. El analisis muestra el porcentaje de identidad y, junto con el analisis de la
secuencia traducida, puede proporcionar indicios de que el fragmento de gen clonado es un homdélogo de una
fitasa especifica.

8C. Generacion y exploracion de una biblioteca genémica de tamaino limitado basada en enzima de
restriccion para aislar restos del gen de fitasa

[0173] Para aislar la parte restante de un gen, puede usarse una segunda enzima de restriccion para generar
una segunda biblioteca gendmica parcial y a continuacién pueden subclonarse juntos los fragmentos. Los sitios
de reconocimiento de endonucleasas de restriccion presentes en una secuencia de fitasa clonada se identifican
usando Webcutter. Resultan de especial interés los sitios para enzimas que se usan en el analisis Southern
analizado arriba. Los fragmentos muy grandes (p.ej., 8Kb) serian dificiles de clonar en una bliblioteca basada en
plasmidos. Un bajo grado de hibridacién con una banda de enzima de restriccion especifica aboga en contra del
uso de los mismos en una exploracion de la biblioteca y la presencia de dos bandas en una via de enzimas de
restriccién es probable que complique el proceso de exploracién. La biblioteca se realiza como antes en
pBluecript SKII, y se explora usando la misma sonda. Se elige una seleccion de colonias de hibridacion positiva y
se alinean con las colonias en las placas. Se recogen las colonias coincidentes para las preparaciones de ADN
plasmidico. El analisis de restriccidon puede mostrar cuantos clones tienen insertos. Después, estos clones son
secuenciados completamente.
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8D. Amplificacion de gen de fitasa contiguo para expresion heteréloga

[0174] Se produce una secuencia de fitasa compuesta a partir de clones genémicos y se usa para disefiar una
serie de cebadores aguas arriba y aguas abajo que podrian usarse para amplificar una secuencia de gen de
fitasa contiguo. También se disefia una amplificacion por PCR para facilitar la clonacion y expresion del gen de
fitasa completo en un vector de expresion heterdlogo (p.ej., pPGAPT-PG, un constructo de 5,1 Kb proporcionado
por Genencor International, Inc.). Se determinan los sitios de enzimas de restriccion en el sitio de clonacion
multiple del vector que no estan presentes en la secuencia del gen de fitasa. Puede disefiarse una variedad de
cebadores flanqueantes 5' y 3' usando la secuencia del gen de fitasa y modificarse para incluir los sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccion para estas enzimas.

[0175] Se disefian sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion en las secuencias de cebadores para
facilitar la clonacion en el vector de expresion. Las regiones flanqueantes aguas arriba y aguas abajo usadas
para disefiar los cebador se eligen de manera arbitraria a aproximadamente 100 pb aguas arriba del codén ATG
(inicio) y aguas abajo del codon TAG (terminacion) respectivamente. La secuencia de gen usada se elige
también para contener el mejor equilibrio de bases posible.

[0176] La amplificacion del gen de fitasa por PCR puede realizarse usando combinaciones de ADN gendémico de
cebadores. La PCR deberia amplificar una region correspondiente al gen de fitasa de longitud completa. El
producto deseado producido por la amplificacion con los cebadores es clonado en un vector y se seleccionan
diversos clones que contienen el tamafo correcto de inserto para la secuenciacién. A continuacion, se lleva a
cabo el analsis de homologia de las secuencias de clones y se determina una secuencia de fitasa de longitud
completa.

[0177] Se lleva a cabo la amplificacion por PCR de ADN gendémico usando una combinacion de cebadores 5' y
cebadores 3'y usando un ADN polimerasa de alta fidelidad, Pfu, para minimizar el error de expresion del gen de
fitasa. Esta polimerasa es Pfu ADN polimerasa (Stratagene) y viene como parte del kit Pfu ADN polimerasa para
PCR. Para estas reacciones, se mezcla amortiguador de reaccion, dNTP, ADN diana y cebadores y 2,5 unidades
de Pfu polimerasa afadidas en un volumen de reaccién final de 50 L. Tras la amplificacion, se analiza una
alicuota de 5_L de la mezcla de reaccion mediante electroforesis en gel. Los fragmentos seleccionados se
clonan directamente en el vector pCR-Blunt Il TOPO (Invitrogen) y se analiza un nimero seleccionado de clones
para confirmar la presencia del inserto correcto. (Los productos de PCR de extremos romos que se generan
mediante Pfu ADN polimerasa se clonan en el kit de clonacion Zero Blunt_ TOPO_PCR (Invitrogen)). Este vector
contiene un sitio de clonacion multiple (MCS, en inglés) y un gen de kanamicina para resistencia antibiética, pero
también permite la seleccion basada en la alteracion del gen ccdb de E.coli letal, a diferencia de la seleccion
azul-blanco. Se afiade producto de PCR (50-200ng) purificado a 1_L de vector pCR-Bluntll-TOPO vy se lleva el
volumen de reaccion a 5_L con agua estéril. Esto se mezcla suavemente y se deja incubar durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se afiade 1_L de 6 x TOPO Cloning Stop Solution y se deja la reaccién en hielo o se
congela a -20°C durante un periodo de hasta 24 horas para la transformacién. La integridad de los sitios de
restriccion sometidos a ingenieria genética se confirma también mediante este analisis. Se preparan y
secuencian una variedad de clones. Los andlisis de secuencia pueden confirmar la presencia de un gen de fitasa
de longitud completa. A continuacion, este gen puede desarrollarse para su expresion en un sistema heterélogo y
caracterizacion bioquimica posterior de la enzima.

8E. Analisis de la secuencia de fitasa

[0178] Se realiza una alineacion de la secuencia aislada y fitasas publicadas y se lleva a cabo un analisis de
homologia sobe la base del porcentaje de identidad.

Ejemplo 9

Clonacion, expresion y caracterizacion de la fitasa

[0179] La sobreexpresion del gen de fitasa en un huésped heterélogo puede realizarse para producir suficiente
proteina para llevar a cabo la caracterizacién de la enzima.

9A. Clonacion del gen de fitasa en el vector de expresion y transformacion en un huésped

[0180] El gen de fitasa de longitud completa es amplificado con un ADN polimerasa de alta fidelidad, es
producido usando cebadores que se modifican para contener dos sitios de enzima de restriccion (p.ej., ECoORV y
Agel). Estos sitios se usan para facilitar la clonacién en el vector de expresion (p.ej., pPGAPT- PG). Los clones de
fitasa son digeridos con las enzimas para producir un fragmento de inserto sencillo. El vector también es digerido
con estas enzimas y linealizado. El fragmento de gen de fitasa se liga al vector de expresion y se produce un
numero de transformantes. Se analiza una seleccion de estos clones para confirmar la presencia del inserto. A
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continuacion, se usan clones de fitasa para transformar esporas hinchadas de A. nidulans mediante
electroporacion.

[0181] La transformacion de huésped como cepa A. niger FGSC A767 y A. nidulans FGSC A1032 mediante
electroporacion se adapta a partir del protocolo de O. Sanchez y J. Aguirre desarrollado para A. nidulans. Se
inoculan 50 mL de medio YG (extracto de levadura 0,5%, glucosa 2%, complementado con 10mM de uridina y
10mM de uracilo) a 107 esporas/mL con suspension de esporas apropiada. Se dejan crecer los cultivos durante 4
h a 250C a 300 rpm en un agitador giratorio. Se recogen las esporas hinchadas mediante centrifugacion a
4000rpm durante 5 minutos a 40C. Las esporas se resuspenden en 200 mL de agua estéril helada y se

centrifugan a 4000 rpm durante 5 minutos a 40C. El sobrenadante es vertido y las esporas se resuspenden en
12,5 ml de medio YED pH 8,0 (extracto de levadura 1%, glucosa 1%, 20mM HEPES) y se incuban durante 60
minutos a 30°C a 100 rpm en un agitador giratorio. Las esporas se recogen mediante centrifugacion a 4000 rpm
durante 5 minutos, a continuacién se resuspenden en 1 mL de amortiguador EB helado (10 mM tris-HCI, pH 7,5,

270 mM sacarosa, 1 mM acetato de litio) a una concentracion de 10° conidios.mL1 y se guarda en hielo. 50_L de
la suspension de esporas hinchadas se mezcla con una cantidad de 1 a 2 ug de ADN en un volumen total de 60
pl en Eppendorf estéril y se guarda en hielo durante 15 minutos. La suspension se transfiere a una cubeta de
electroporacién de 0,2 cm. La electroporacion se lleva a cabo en un dispositivo de electroporacién BioRad
(ajustes 1 kV, 400 W, 25 pF). Se afiade 1 mL de YED helado a la suspension tras la electroporacion y se
transfiere la mezcla combinada a un tubo Falcon de 15 mL estéril prerrefrigerado y se guarda en hielo durante 15

minutos. A continuacion, se incuba a 300C durante 90 minutos a 100 rpm en un agitador giratorio, con los tubos
en una posicion horizontal. Las esporas se colocan en placas y se observan los transformantes tras 36-48 horas.

[0182] Puede usarse ADN plasmidico circular. Puede obtenerse cepa A. niger FGSC A767 y cepa A. nidulans
FGSC A1032 a partir del Fungal Genetics Stock Center, University of Kansas Medical Center, 3901 Rainbow
Boulevard, Kansas City, Kansas, Estados Unidos.

9B. Caracterizacion preliminar de transformantes

[0183] Se seleccionan los transformantes para mayor analisis. Se utilizan esporas de cada uno de estos
transformantes para inocular medio selectivo y se realizan suspensiones de esporas de cada clon. Estas se usan
para inocular cultivos liquidos de los transformantes que se exploran para detectar actividad de fitasa. Se dejan
crecer cultivos durante 72 horas y se recogen los sobrenadantes. Las muestras se desalan en columnas PD-10 y
las muestras de proteinas son eluidas en 0,25 M acetato de sodio. Se llevan a cabo ensayos de fitasa en las
condiciones estandares (pH 5,5, 370C durante 30 minutos). Se identifican los clones que tienen actividad de
fitasa. Estos se seleccionan para mayor analisis.

9C. Tiempo de maxima expresion de fitasa en cultivo liquido

[0184] Para evaluar cuando el nivel de produccién de fitasa se encuentra en su punto mas alto para la posterior
caracterizacion bioquimica, se genera una serie de cultivos liquidos de clones durante un periodo de 2 dias a 7
dias. Los cultivos son inoculados con suspension de esporas de los transformantes apropiados y se recolectan
cada dia durante este periodo. Se procesan los sobrenadantes del cultivo de manera estandar y se somete a
ensayo el sobrenadante de cultivo desalado en condiciones de fitasa estandares. A continuacion, se determina el
momento de mayor actividad de fitasa.

[0185] Los cultivos liquidos se recolectan en cada momento temporal, se desalan y eluyen en 0,25 mM de
acetato de sodio pH 5,5. Se llevan a cabo ensayos de fitasa en condiciones estandares (pH 5,5, 370C, 30
minutos) por duplicado. La actividad se expresa en unidades de fitasa por mL de sobrenadante de cultivo
(umoles de Pi liberado min-1 mL-1).

[0186] El huésped no transformado también puede someterse a ensayo a través de estos puntos temporales
como control. Las muestras de proteina de muestras de sobrenadante seleccionado (dia 4 y dia 6), tanto antes
como después de la desalacioén, se analizan mediante SDS-PAGE para determinar los niveles de secrecion.

9D. Analisis Southern de los transformantes

[0187] Aunque puede haber indicios de que el gen de fitasa ha sido clonado con éxito en el vector de expresion,
y que se ha logrado la expresién de una enzima activa, también pueden obtenerse indicios moleculares. Se
realizan preparaciones de ADN gendmico a partir del huésped transformado y a partir del huésped no
transformado original. EI ADN es digerido con una enzima de restriccion, preferiblemente una en la que no haya
sitio interno en el gen de fitasa, y se lleva a cabo analisis de hibridacion Southern de los transformantes. Las
transferencias Southern se analizan con una sonda de fitasa a partir de especies en investigacion. Las bandas
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de hibridacion sencillas fuertes observadas para los transformantes en condiciones de media a alta astringencia
(3xSSC) indican una clonacién con éxito. Si no hay indicios de otras bandas de hibridacion, puede concluirse que
una sola copia del gen de fitasa esta presente en el huésped transformado. Una falta de bandas de hibridacion
en la muestra no transformada indica que no hay homologia entre la fitasa de interés y ninguna fitasa presente
en el genoma huésped.

9E. Caracterizacion bioquimica de una fitasa

[0188] Para probar que el gen clonado representa una actividad de fitasa especifica, y para caracterizar esa
actividad, se llevan cabo una gama de analisis bioquimicos sobre la enzima sobreexpresada. La caracterizacion
preliminar puede indicar que el gen esta produciendo una actividad hidrolizante de acido fitico. Este analisis
puede extenderse para examinar la actividad a diferentes pH, temperaturas y frente a diferentes sustratos.

[0189] Se seleccionan los transformantes para estos analisis y los cultivos se recolectan en momentos de
expresion éptima, como se ha determinado arriba. Con acido fitico como el sustrato, puede mostrarse el efecto
del pH en la actividad enzimatica. La muestra de enzima purificada es desalada a partir del sobrenadante de
cultivo, y eluida en 0,025mM de acetato de sodio pH 5,0. A continuacion, esto se afiado al sustrato que es
realizado en soluciones de los siguientes amortiguadores; pH 3,0: 0,4 M glicina-HCI, pH 4,0: 0,4 M acetato de
sodio, pH 5,0: 0,4 M acetato de sodio, pH 6,0: 0,4 M imidazol-HCI, pH 7,0: 0,4 M Tris-HCI, pH 8,0: 0,4 M Tris-HCI,
pH 9,0: 0,4M Tris-HCI. También, puede determinarse un pH 6ptimo para la actividad de fitasa. La poca actividad
observada cuando se usa como sustrato 4-nitrofenil-fosfato indica un nivel alto de especificidad para el sustrato
de acido fitico.

[0190] EI perfil de temperatura de la enzima se caracteriza usando amortiguador pH 5,0, con una gama de
temperaturas, usando acido fitico como el sustrato. Puede determinarse el margen de actividad de temperatura
de fitasa y la temperatura de actividad 6ptima.

[0191] También pueden llevarse a cabo estudios de estabilidad preliminares sobre la fitasa. Las muestras de la
proteina se dejan a -20°C, 4°C y 37°C durante la noche y se someten a ensayo después bajo condiciones
estandares. Las muestras pueden también exponerse a alta temperatura (p.ej., 80-1050C durante 5-25 minutos)
para determinar la termoestabilidad de la actividad de fitasa. La actividad residual se basa en la comparacién
con las determinaciones de actividad de fitasa tomadas a partir de muestras antes de la exposiciéon a cada
condicién. Las muestras pueden someterse a ensayo a continuacion en las mismas condiciones de ensayo.
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Reivindicaciones

1.

10.

Una enzima fitasa que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una identidad de
secuencia de aminoacidos del 95% con una secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 2, 3 o 19A-
19C, donde la enzima fitasa es capaz de hidrolizar fitato para liberar fosfato inorganico.

La enzima fitasa de la reivindicacién 1, que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de secuencia de aminoacidos del 100% con una secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 2, 3 o
19A-19C.

Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima fitasa de la
reivindicacion 1 o reivindicacion 2.

Un constructo de expresién que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 3.

Un vector que incluye el constructo de expresion de la reivindicacion 4.

Una célula huésped transformada con el vector de la reivindicacién 5.

Un método de produccion de una enzima que tiene actividad de fitasa, que comprende:
(a) proporcionar una célula huésped transformada con un constructo de expresion segun se define en
la reivindicacion 4;
(b) cultivar dicha célula huésped transformada en condiciones adecuadas para que dicha célula
huésped produzca dicha fitasa; y
(c) recuperar dicha fitasa.

El método de la reivindicacion 7, donde dicha célula huésped es una especie Aspergillus.

Un alimento o pienso animal que incluye una enzima fitasa que presenta actividad de fitasa de la
reivindicacion 1 o reivindicacion 2.

Un método para separar fésforo de fitato, que comprende tratar dicho fitato con una enzima fitasa de la
reivindicacion 1 o reivindicacion 2.
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FIG. 1

TGCACTACTGTCGATGGCGGTTACCAATGCAATTCCGAGCTCTCACACAAGTGGCGCCAGTATTCGCCCTATTTCTCTCT
TTCCGAAGAATCATCCATCTCGAATGAGGTACCTCATGATTGTCAGATCACTTTTGCTCAAGTGATCTCCCGTCATGGTG
CTCGATTCCCGTCCGCGARGAAGAGCAAGGTATATGCCAAGCTCATTGAAAATATCCAAGCGAACGCGACTGCATACAAT
GGCAACACGAAGTTCCTCCGCTCATACAAGTACACCATGGGCGGTGATGATTTGGTACCCTTCGGAGTGAARCCAGACGGT
GGACTCGGGGACCARATTCTACCAGCGCTACGAGGCGTTGGCGARGARAGCTGTGCCCTTCATTCGGTCATCTGACTCAG
GGCGGGETTGTGGCTTCAGGCGTGAACTTTATCAAGGGATTCCAGCAGGCARAAGTTGGATGATAAAAATGCCAATCACCGT
CAGCCAAGCCCCAARACCAACGTCATCATCTCAGAAGAGTCTGGCACCAACAACACTCTGARCCACAGCGAGATCTGTCC
TAAGTTCGAAGACAATGAGCTGGGCGACAAGGTCGAAGAAAAATACATGAARATCTTTGTGCCGCCCATCCGAGCTCGTC
TCGAGGCCGATCTCCCTGGCGTTAAACTTGAAGACATCGATGTTGTCAGTCTGATGGACATCTGCCCTTTCGAGACAGTG
TCTTCAAGTGACGACGCAGCCGAGCTATCTCCATTCTGCGACCTCTTCACCCCGACCGAATGGAGCCAATATGACTACCT
CCAGTCGTTAAGCAAGTACTATGGTTATGGCGCCGGCAATCCTCTCGGCCCGACCCAGGGTGTCGGTTTCGTARACGAAC
TGATTGCCCGACTCACTCGCCACCCAGTGAGAGACCACACARGCACAAACCGTGCGCTCGATGCCCCCGGCGCTGCGACA
TTCCCCCTCAACTACACCATGTATGCCGACTTCACGCATGACAACGGAATGATCCCGTTCTITCTTTGCTTTGGGGCTGTA
CAACGGCACCGCTCCACTCTCGCTCACCCACGTCCAGTCTCCTAGCCAAACAGACGGGTTCTCATCCGCCTGGACAGTCC
CCTTCGGTGCTCGGGCTTATGTTGAGATGATGCAATGTCGTCGGGAACCTGAGCCGCTCGTGCGAGTCCTCGTTAATGAC
CGTGTTATTCCGCTGCACGGTTGCCCGGTGGATAAACTTGGCCGTTGTCGCCGTCGTGATTTCGTGAAAGGGCTTACTTT
CGCACGCTCTGGCGGCGACTGGGCCAGGTGTTATAAA

FIG. 2

CTTVDGGYQCNSELSHKWGQYSPYFSLSEESSISNEVPHDCQITFAQVISRHGARFPSAKKSKVYAKLTENIQANATAYN
GNTKFLRSYKYTMGGDDLVPFGVNQTVDSGTKFYQRYEALAKKAVPFIRSSDSGRVVASGVNFIKGFQOAKLDDKNANHR
QPSPKTNVIISEESGTNNTLNHSEICPKFEDNELGDKVEEKYMKIFVPPIRARLEADLPGVKLEDIDVVSLMDICPFETV
SSSDDAAELSPFCDLFTPTEWSQYDYLQSLSKYYGYGAGNPLGPTQGVGFVNELIARLTREPVRDHTSTNRALDAPGAAT
FPLNYTMYADFTHDNGMI PFFFALGLYNGTAPLSLTHVQSPSQTDGFSSAWTVPFGARAYVEMMQCRREPEPLVRVLVND
RVIPLHGCPVDKLGRCRRRDFVKGLTFARSGGDWARCYK
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FIG. 3

ASRNQSTCTTVDGGYQCNSELSHKWGQYSPYFSLSEESSISNEVPHDCQITFAQVISRHGARFPSAKKSKVYAKLIENIQ
ANATAYNGNTKFLRSYKYTMGGDDLVPFGVNQTVDSGTKFYQRYEALAKKAVPFIRSSDSGRVVASGVNFIKGFQQAKLD
DKNANHRQPSPKTNVIISEESGTNNTLNHSEICPKFEDNELGDKVEEKYMKIFVPPIRARLEADLPGVKLEDIDVVSLMD
ICPFETVSSSDDAAELSPFCDLFTPTEWSQYDYLOSLSKYYGYGAGNPLGPTQGVGFVNELIARLTRHPVRDHTSTNRAL
DAPGAATFPLNYTMYADFTHDNGMI PFFFALGLYNGTAPLSLTHVQSPSQTDGFSSAWTVPFGARAYVEMMQCRREPEPL
VRVLVNDRVIPLHGCPVDKLGRCRRRDFVKGLTFARSGGDWARCYK

FIG. 4

TGTGAGTATGACGGGAGCTGTAATGACATCTCTCGGCTCTGGGGACAGTACTCTGCATACTTCCCAATCCCGTCTGAGCT
TGATGCCTCAACACCAGACGATTGTGATGTGACTTTTGCACTCGTCTTGTCCCGCCATGGAGCCAGGTACCCAACGGACA
GCAAGTCTGCAGCATACAACGCTACCATTGCCCGCATTCAAAAGTCTGCTACCATGTACGGCAAGAARCTACAAGTGGCTT
AAGGAGTATACCTACAGTCTCGGCGCTGAAGACCTGACTGAGTTTGGCCAGCGGCAGATGGTCGACTCTGGTAGGGCCTT
TTATGAGCGGTACATGAGTCTCGCTGAGAAGACTGAGCCTTTTGTTCGGGCATCGGGCTCAGATCGGGTCATCATGTCGT
CTTACAATTTTACGCAAGGCTTTTACGCATCGCGAGGAGAGTCTGGAGACGATTATACTCAGGATGTTCTTATCATCCCT
GAAGAACCTGGCATCAACAACACCATGTTGCATGGATCGTGCGCCTCATTCGAARGCGACAGAGTTCCTAAAGACGCAGA
TGAARAGGCCGAGGTTGCATGGGGAGCAAGATTCCTCCCCGAGATTCGAAATAGGTTGAACCACCACCTGCCAGGAGTCA
ACCTGACGCTGGAGGAAACCATCTACATGATGGACATGTGTCCGTTCCTCGCGGCTGACACACCTGATGGCGCTGGTCAC
TCGAGGTTCTGCGACCTCTTCACCAAGGCAGACTGGCGAAGTTACGACTACTACATGACTCTGAGCAAGTTCTACAAGTT
TGGCAATGGCAATGCCATGGGACCGACRCARGGTGTTGGATATGTCAACGAACTCATCTCACGCTTGACTGGGAAGCCTG
TTGACGACCACACCACGACCAACAGCACATTGGACTCATCGCCAAAGACGTTCCCTCTTGACAGGGCTCTATATGCGGAT
TTTAGCCACGACAACAGCATGGTCTCCATCTTCTCAGCACTGGGCTTGTACAACTCGACTACCCTGCTACCAAAGGACCA
TATTGTGCCCGCGATCAAGGCGCACGGCTACTCATCGACATGGGTAGTCCCCTTTGGAGCCAGAATGTACGTCGAGAAGC
TCGAGTGTGGTGCCAGCAGGAATGAAAAGAGAGACGAGTACGTGCGAGTCCTGGTCAACGACCGAGTGATGTCGCTCGAA
ACCTGCGGAGGCGACGAGTACGGGCTCTGCAGACTAGAAAACTTTGTGGAGAGTCTGTCGTTTGCCGCCTCGGCAGGAAA
CTGGGATCAATGCGGTGGA
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FIG. 5

CEYDGSCNDISRLWGQYSAYFPIPSELDASTPDDCDVTFALVLSRHGARYPTDSKSAAYNATIARIQKSATMYGKNYKWL
KEYTYSLGAEDLTEFGQRQMVDSGRAFYERYMSLAEKTEPFVRASGSDRVIMSSYNFTOGFYASRGESGDDYTQDVLIIP
EEPGINNTMLHGSCASFESDRVPKDADEKAEVAWGARFLPEIRNRLNHHLPGVNLTLEETIYMMDMCPFLAADTPDGAGH
SRPCDLFTKADWRSYDYYMTLSKFYKFGNGNAMGPTQGVGYVNELISRLTGKPVDDHTTTNSTLDSSPKTFPLDRALYAD
FSHDNSMVSIFSALGLYNSTTLLPKDHIVPAIKAHGYSSTWVVPFGARMYVEKLECGASRNEKRDEYVRVLVNDRVMSLE
TCGGDEYGLCRLENFVESLSFAASGGNWDQCGG

FIG. 6

ASRNQSTCEYDGSCNDISRLWGQYSAYFPIPSELDASTPDDCDVTFALVLSRHGARYPTDSKSAAYNATIARIQKSATMY
GKNYKWLKEYTYSLGAEDLTEFGQROMVDSGRAFYERYMSLAEKTEPFVRASGSDRVIMSSYNFTQGFYASRGESGDDY T
QDVLIIPEEPGINNTMLHGSCASFESDRVPKDADEKAEVAWGARFLPEIRNRLNHHLPGVNLTLEETIYMMDMCPFLAAD
TPDGAGHSRFCDLFTKADWRSYDYYMTLSKFYKFGNGNAMGPTQGVGYVNELISRLTGKPVPDHTTTNSTLDS SPKTFPL
DRALYADFSHDNSMVSIFSALGLYNSTTLLPKDHIVPAIKAHGYSSTWVVPFGARMYVEKLECGASRNEKRDEYVRVLVN
DRVMSLETCGGDEYGLCRLENFVESLSFAASGGNWDQCGG

FIG. 7

GCGGATTTTAGGCACGATAATAGTCTGACCTCGATATACGCTGCTCTTGGTCTGTATAACGGCACAAAGCAACTATCCAA
ATCGAGGATAGAATCGACAAACCAGACAAATGGCTATTCTGCTGGCTGGACAGTTCCATTTGGAGCAAGGGCGTATGTTG
AGATGATGCAATGCCCCTCGGCGGATGAACCTCTGAT TCGAGTTCTGGTGARCGATCGCGTCAT

FIG. 8

ADFRHDNSLTSIYAALGLYNGTKQLSKSRIESTNQTNGYSAGWTVPFGARAYVEMMQCPSGDEPLIRVLVNDRV
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FIG. 9

TGCGACTCTGTCGACAGAGGCTTCTGGTGCGCCGCCGACATCTCCCACT&CTGGGGACAGTACTCACCATACTTCTCCGT
CCCCTCTGACATTGACCCGGETTTCCCCAAGGGCTGCAATGTGACGTTCGCACAGGT CCTCTCACGCCACGGCGCCCGLG
CCCCAACTACGGGCCGGGCCGCCTACTACGTCGACGTGATTGACCGCGTCCAGCGTCAGGCGACCTCGTACGGCCCCGGL
CACGCGTTCCTGCGCTCCTACCGCTACACCCTCGGCGCCAACGAGCTTACCCCGATGGGAGAGCGGCAGCTGGCGTATTC
CGGCGCAAGGTTTTACCATCGCTATCGCGAACTTGCGCGCGTCCAGGCGCCCTTCGTGCGETCCAGTGGCGTARGCCGCG
TTGTAGCCTCAGCTGTCAATTTCACCCAGGGCTTCCACCAGGCGCGGCTCGCCGACCGCGGCGCCACGTTGCCCCCGCCA
ACACTGCCCTATGACATGGTGATCATCTCGTCAGACGACACCGCCAACAACACCTTGCACCACGGTCTCTGCACGGTCTT
CGAGGAGGGGCCCTATGCCCGACATTGGCGACAAGGCGCAGAAAGAATACCTCTCCAAGTTTGTCGGTCCCATCGTGGAGC
GCATTAACGCGCAGCTGCCCGGCGCGAATCTCAACGCGACGGACATCATCGCGCTGATGGACCTGTGCCCGTTCGAGALCG
GTCGCGTTCCCAGAAGGCACGAAGCTGTCGCCCTTCTGCCGECTCTTCACGGCCGCCGAATEGCGGGCCTACGACCGGTA
CCAGGACGTCGGCAAATGGTTCGGCTACGGCCCGCGCAATCCGCTCGGCCCGACTCAGGGGETCGGGTTCGTCAACGAGC
TGATCGCGCCGCTGTCCGCCCAGCCGETGAGCCATGGGACCAGCACGAACCGCACGCTGGATGAGAACCCGGAGACCTTC
CCGCTCGGGAGGAGGCTGTATGCGGATTTCAGCCATGATAACGACATGGTGGGCATCCTCAGCGCCTTGGGGTTGTGGGA
CAACCATGAAGAACCTGGGAATGAAATGCCCGCTGAGGGGGAGGAGGACGACAATGGTCGGTTCTCGACTGCTAGGGCCG
TGCCGTTCGGGGCGCGGGTGTATGTCGAAAAGCTGCGGTCTGGGGGATCGGAGGAGGATGAAGAAATGGTGCGCGTGTTG
GTCAATGACCGGGTGATGCCCCTTGCACAGTGCGGAGGGGACAAGAGGGGAATGTGCACCCTCAGCCGGTTCGTTGARAAG
CTTGRAGTTTGCGCGGAACAACGGGAGGTGGGACATGTGTTTTGAA

FIG. 10

CDSVDRGFWCAADISHSWGQYSPYFSVPSDIDPGFPKGCNVTFAQVLSRHGARAPTTGRAAYYVDVIDRVQRQATSYGPG
HAFLRSYRYTLGANELTPMGERQLAYSGARFYHRYRELARVEAPFVRSSGVSRVVASAVNFTQGFHQARLADRGATLPPP
TLPYDMVIISSDDTANNTLHHGLCTVFEEGPYADIGDKAQKEYLSKFVGPIVERINAQLPGANLNATDIIALMDLCPFET
VAFPEGTKLSPFCRLFTAAEWRAYDRYQDVGKWFGYGPGNPLGPTQGVGFVNELIARLSGQPVSDGTSTNRTLDENPETF
PLGRRLYADFSHDNDMVGILSALGLWDNHEEPGNEMPAEGEEDDNGRFSTARAVPFGARVYVEKLRCGGSEEDEEMVRVL
VNDRVMPLAQCGGDKRGMCTLSRFVESLKFARNNGRWDMCFE
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FIG. 11

ASRNQSTCDSVDRGFWCAADISHSWGQYSPYFSVPSDIDPGFPKGCNVTFAQVLSRHGARAPTTGRAAYYVDVIDRVQRQ
ATSYGPGHAFLRSYRYTLGANELTPMGERQLAYSGARFYHRYRELARVEAPFVRSSGVSRVVASAVNFTQGFHQARLADR
GATLPPPTLPYDMVIISSDDTANNTLHHGLCTVFEEGPYADIGDKAQKEYLSKFVGPIVERINAQLPGANLNATDI IALM
DLCPFETVAFPEGTKLSPFCRLFTAAEWRAYDRYQDVGKWFGYGPGNPLGPTQGVGFVNELIARLSGOPVSDGTSTNRTL
DENPETFPLGRRLYADFSHDNDMVGILSALGLWDNHEEPGNEMPAEGEEDDNGRFSTARAVPFGARVYVEKLRCGGSEED
EEMVRVLVNDRVMPLAQCGGDKRGMCTLSRFVESLKFARNNGRWDMCFE

FIG. 12

ATGGGCGTCTCTGCTGTTCTACTTCCTTTGTATCTCCTAGCTGGGTATGCTAAGCACCGCTATCTAAGTCTGATAAGGAC
CCTCTCTGCCGAGGGCCCCTGAAGCTCGGACTGTGTGGGACTACTGATCGCTGACAATCTGTGCAGAGTCACCTCCGGAC
TGGCAGTCCCCGCCTCGAGAAATCAATCCACT

FIG. 13

MGVSAVLLPLYLLAGVTSGLAVPASRNQST

41



A. niger

P. chrysogenum

1

51

51

101

101

151

151

200

201

250

251

300

301

349

351

399

401

ES 2491 867 T3

FIG. 14A

ASRNQSSCDTVDQGYQCFSETSHLWGQYAPFFSLANESVISPEVPAGCRV

CECCEET et bt el i s

ASRNQSTCTTVDGGYQCNSELSHKWGQYSPYFSLSEESS ISNEVPHDCQI

TFAQVLSRHGARYPTDSKGKKYSALIEEIQONATTFDGKYAFLKTYNYSL

I N N N I e N I e

TFAQVISRHGARFPSAKKSKVYAKLIENIQANATAYNGNTKFLRSYKYTM

GADDLTPFGEQELVNSGIKFYQRYESLTRNIVPFIRSSGSSRVIASGKKF

PALEIEL e b Ve s L arg

GGDDLVPFGVNQTVDSGTKFYQRYEALAKKAVPFIRSSDSGRVVASGVNF

IEGFQSTKLKDPRAQPGQSSPKIDVVISEASSSNNTLDPG. TCTVFEDSE

BN I |1l

IKGFOQAKLDDKNANHRQPSPKTNVIISEESGTNNTLNHSEICPKFEDNE

LADTVEANFTATFVPSIRQRLENDLSGVTLTDTEVTYLMDMCSFDTISTS

A N NN N N

LGDKVEEKYMKIFVPPIRARLEADLPGVKLEDIDVVSLMDICPFETVSSS

TVDTKLSPFCDLFTHDEWINYDYLQSLKKYYGHGAGNPLGPTQGVGYANE

SLLVVDEEE T TR T L e

DDAAELSPFCDLFTPTEWSQYDYLQSLSKYYGYGAGNPLGPTQGVGFVNE

LIARLTHSPVHDDTSSNHTLDS . SPATFPLNSTLYADFSHDNGIISILFA

I N L A e e .

LIARLTRHPVRDHTSTNRALDAPGAATFPLNYTMYADFTHDNGMIPFFFA

LGLYNGTKPLSTTTVENITQTDGFSSAWTVPFASRLYVEMMQCQAEQEPL

COCCCCE BT Fee TR 1 - 14

LGLYNGTAPLSLTHVQSPSQTDGFSSAWTVPFGARAYVEMMQCRREPEPL
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FIG. 14B

1 ASRNQSTCTTVDGGYQCNSELSHKWGQYSPYFSLSEESSISNEVPHDCQITFAQVISRHG
+S +C TVD GYQC+ SH WGQYSP+FSL +E S+S5+++P DC+IT QV+SRHG
407 SSAGSKSCDTVDLGYQCSPATSHLWGQYSPFFSLEDELSVSSKLPKDCRITLVQVLSRHG

61 ARFPSAKKSKVYAKLIENIQANATAYNGNTKFLRSYKYTMGGDDLVPFGVNQTVDSGTKF
AR+P++ KSK ¥ KL+ IQANAT + G FL++¥Y YT+G DDL PFG Q V+S5G KF
587 ARYPTSSKSKKYKKLVTAIQANATDFKGKFAFLKTYNYTLGADDLTPFGEQQLVNSGIKF

121 YORYEALAKKAVPFIRSSDSGRVVASGVNFIKGFQQAKLDDKNANHRQPSPKTNVIISEE
YQRY+ALA+ VPFIR+S S RV+ASG FI+GFQQAKL D A +R +P +VII E
767 YQRYKALARSVVPFIRASGSDRVIASGEKFIEGFQQAKLADPGATNR-AAPAISVIIPES

181 SGTNNTLNHSEICPKFEDNELGDKVEEKYMKIFVPPIRARLEADLPGVKLEDIDVVSLMD
NNTL+H +C KFE ++LGD+V + +F P IRAR E LPGV L D DVVSLMD
944 ETFNNTLDHG-VCTKFEASQLGDEVAANFTALFAPDIRARAEKHLPGVTLTDEDVVSLMD

241 ICPFETVSSSDDAAELSPFCDLFTPTEWSQYDYLQSLSKYYGYGAGNPLGPTQGVGFVNE
+C F+TV+ + DA++LSPFC LFT EW +Y+YLQSL KYYGYGAGNPLGP QG+GF NE
1121MCSFDTVARTSDASQLSPFCQLFTHNEWKKYNYLQSLGKYYGYGAGNPLGPAQGIGFTNE

301 LIARLTRHPVRDHTSTNRALDAPGAATFPLNYTMYADFTHDNGMIPFFFALGLYNGTAPL
LIARLTR PV+DHTSTN L ATFPLN TMY DF+HDN M+ FFALGLYNGT PL
1301LIARLTRSPVQDHTSTNSTL-VSNPATFPLNATMYVDFSHDNSMVSIFFALGLYNGTEPL

361 SLTHVQSPSQTDGFSSAWTVPFGARAYVEMMQCRREPEPLVRVLVNDRVIPLHGCPVDKL
8 T V¢S + DG+S++W VPFGARAY E MQC+ E EPLVR L+NDRV+PLHGC VDKL
1478SRTSVESAKELDGYSASWVVPFGARAYFETMQCKSEKEPLVRALINDRVVPLHGCDVDKL

421 GRCRRRDFVKGLTFARSGGDWARCY 445

GRC+ DFVKGL++ARSGG+W C+
1658GRCKLNDFVKGLSWARSGGNWGECF 1732
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FI1G. 14C

NQSTCTTVDGGYQCNSELSHKWGQYSPYFSLSEESSISNEVPHDCQITFAQVISRHGARF
N 8 CT+VD GYQC ELSHKWG Y+PYFSL +ES +VP DC ITF QV++RHGAR
NHSDCTSVDRGYQCFPELSHKWGLYAPYFSLQDESPFPLDVPDDCHITFVQVLARHGARS

PSAKKSKVYAKLIENIQANATAYNGNTKFLRSYKYTMGGDDLVPFGVNQTVDSGTKFYQR
P+ K+K YA I 1IQ NATA G FL+SY Y+MG ++L PFG NQ D G +FY+R
PTDSKTKAYAATIAAIQKNATALPGKYAFLKSYNYSMGSENLNPFGRNQLQDLGAQFYRR

YEALAKKAVPFIRSSDSGRVVASGVNFIKGFQQOAKLDDKNANHRQPSPKTNVIISEESGT
Y+ L + PF+R++DS RV S F++GFQ A+ D +AN QPSP+ +V+I E +
YDTLTRHINPFVRARDSSRVHESAEKFVEGFQNARQGDPHANPHQPSPRVDVVIPEGTAY

NNTLNHSEICPKFEDNELGDKVEEKYMKIFVPPIRARLEADLPGVKLEDIDVVSLMDICP
NNTL HS IC FE + +GD + 4+ +F P I RLEADLPGV+L DVV+LM +CP
NNTLEHS - ICTAFEASTVGDAAADNFTAVFAPATAKRLEADLPGVQLSADDVVNLMAMCP

FETVSSSDDAAELSPFCDLFTPTEWSQYDYLQSLSKYYGYGAGNPLGPTQGVGFVNELIA
FETVS +DDA LSPFCDLFT EW+QY+YL SL KYYGYG GNPLGP QGVG+ NELIA

1128FETVSLTDDAHTLS PFCDLFTAAEWTQYNYLLSLDKYYGYGGGNPLGPVQGVGWANELIA

304

RLTRHPVRDHTSTNRALDAPGAATFPLNYTMYADFTHDNGMIPFFFALGLYNGTAPLSLT
RLTR PV DHT N LDA ATFPLN T+YADF+HD+ ++ F+ALGLYNGT PLS T

1308RLTRSPVHDHTCVNNTLDA-NPATFPLNATLYADFSHDSNLVSIFWALGLYNGTKPLSQT

364

HVQSPSQTDGFSSAWTVPFGARAYVEMMQCRREPEPLVRVLVNDRVIPLHGCPVDKLGRC
V+ ++TDG+++AWTVPF ARAY+EMMQCR E +PLVRVLVNDRV+PLHGC VD LGRC

1485TVEDITRTDGYAAAWTVPFAARAYIEMMQCRAEKQPLVRVLVNDRVMPLHGCAVDNLGRC

424 RRRDFVKGLTFARSGGDWARCY 445

+R DFV+GL+FAR+GG+WA C+

166 5KRDDFVEGLSFARAGGNWAECF 1730
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FIG. 14D

7 TCTTVDGGYQCNSELSHKWGQYSPYFSLSEESSISNEVPHDCQITFAQVISRHGARFPSA
+C T DGGYQC +SH WGQYSPYFS+ +ES+IS +VPH C++TF QV+SRHGAR+P+
293 SCNTADGGYQCFPNVSHVWGQYSPYFSIEQESAISEDVPHGCEVTFVQVLSRHGARYPTE

67 KKSKVYAKLIENIQANATAYNGNTKFLRSYKYTMGGDDLVPFGVNQTVDSGTKFYQRYEA
KSK Y+ LIE IQ NAT++ G FL SY YT+G DDL FG NQ VDSG KFY+RY+
473 SKSKAYSGLIEAIQKNATSFWGQYAFLESYNYTLGADDLTIFGENQMVDSGAKFYRRYKN
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FIG. 15A

ASRNQSSCDTVDQGYQCFSETSHLWGQYAPFFSLANESVISPEVPAGCRV

LLLETL- s S NN R A | 1

ASRNQSTCEYDGS. .. .CNDISRLWGQYSAYFPIPSE. . LDASTPDDCDV

TFAQVLSRHGARYPTDSKGKKYSALIEEIQONATTFDGKYAFLKTYNYSL

IR e e e e e A

TFALVLSRHGARYPTDSKSAAYNATIARIQKSATMYGKNYKWLKEYTYSL

GADDLTPFGEQELVNSGIKFYQRYESLTRNIVPFIRSSGSSRVIASGKKF

Plabdl Meee o) 1100 0 Plab-H vy

GAEDLTEFGQROMVDSGRAFYERYMSLAEKTEPFVRASGSDRVIMSSYNF

IEGFQSTKLKDPRAQPGQSSPKIDVVISEASSSNNTLDPGTCTVFEDSEL

- | =] <l (e 101l

TQGFYAS..... RGESGDDYTQDVLIIPEEPGINNTMLHGSCASFESDRV

A....DTVEANFTATFVPSIRQRLENDLSGVTLTDTEVTYLMDMCSFDTI

RN e

PKDADEKAEVAWGARFLPEIRNRLNHHLPGVNLTLEETIYMMDMCPFLAA

STSTVDTKLS PFCDLFTHDEWINYDYLQSLKKYYGHGAGNPLGPTQGVGY

| AL I L R R ey

DTPD. GAGHSRFCDLFTKADWRSYDY YMTLSKFYKFGNGNAMGPTQGVGY
ANELIARLTHSPVHDDTSSNHTLDSSPATFPLNSTLYADFSHDNGIISIL
R R N e R AR A R R NN A R E
VNELISRLTGKPVDDHTTTNSTLDSSPKTFPLDRALYADFSHDNSMVSIF
FALGLYNGTKPLSTTTVENITQTDGFSSAWTVPFASRLYVEMMQCQA . . .
AL NS L PRV AL AL Y P GARMY R ECORSR
. EQEPLVRVLVNDRVVPLHGCPVDALGRCTRDS FVRGLSFARSGGDWAEC
R RV BV ET OGP LR BNV ES L AL

FA 444

GG 440

46

100

94

150

144

200

i89

246

239

296

288

346

338

393

388

442

438



F. javanicum

E. nidulans

26

51

74

101

124

151

171

201

221

247

270

297

320

347

370

397

420

442

ES 2491 867 T3

FIG. 15B
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FIG. 15C
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FIG. 16A
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FIG. 16B
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FIG. 16C
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FIG. 17A

ATGGTTCTTTTCACGGTCTCCCTTTCGCTGTACTACCTACTTACGAGGTGAGATCTCTACAGTAGCTG
CTTGTTTAGTTGAGTTGGTACTTACCTACACAGCGTCTCTGCTCAGGCCGTGGTEGGCGCAGGAATAT
TCATGTAATTCGGCCGACGCTGGGTATCAATGTTTCCCCAATGTCTCGCACGTCTGGGGCCAGTACT
‘CGCCGTACTTCTCACTCGAGCATGAGTCTGCCATTTCTCAGGACCGTGCCTCATGGCTGTGAGGTTAC
CTTCGTGCAGGTGCTCTCGCGACATGGGGCTAGATATCCTTCGGAGTCAAAAAGCAAGGCGTATGLG
AAGTTGATTGACGCTATCAAGAAGAATGCTACTTCGTTTICGGGACAGTATGCTTTICTGGAGAGTT
ATAATTATACTCTCGGCGCGGAAGACTTGACTACTTTTGGTGAGAACCAGATGGTCGACTCGGGTGC
CAAGTTTTACCGGCGGTATAAGAATTTGGCCAGGAAAAATACTCCATTCATACGTGCATCAGGGTCT
GACCGTGTCGTTGCGTCCGCGGAGAAGTTTATTGACGGACTTCGAGACGCCCAGACCCACGACCAG
GGCTCCAAACGTGTTGCCCCAGTTGTCAATGTGGTTATCCCTGAAACTGATGGATTTAACAACACCC
TGGATCATAGCACTTGCGTGTCTTTITGAGAATGATGAGCGGGCGGACGAAATTIGAAGCCAACTTCGC
CGCGATCATTGGACCTCCGAITCGCAAACGTCTGGAAAACGACCTTCCTGGCGTTGAGCTTACAAAT
GAGCATGTGGAATACTTGATGGATATGTgctegttcgacaccatggcgegcaccgeccatggaaccgagetgtetecart
ctgcgccatocticactgaaaaggagtggetgcagtacgacTACCTACAATCTCTGICAAAGTACTACGGCTACGGTGC
CGGGAACCCCCTTGGCCCAGCTCAGGGAATTGGCTTCACCAACGAGCTGATTGCeCGACTGA
CGCAGTCGCCTGTCCAGGACAACACGAGCACCAACCACACTCTAGACTCTGACCCGGCCACGTTCC
CCCTCGACAGGAAGCTCTACGCCGACTTCTCCCACGACAATAACATGATTTCTATATTCTTCGCCAT
GGGCCTGTACAACGGCACCCAGCCGCTGTCCATGGACACTGTGGAGTCGATTGAGGAGATGGATGG
CTACGCGGCGTCTTGGACTGTCCCGTTTGGTGCGAGGGCTTACTTTGAGGTGATGCAGTGCCAAAAA
AAGAAGGAGCCACTTGTGCGGGTATTAGTGAATGATCGCGTTGTTCCTCTCCATGGCTGTGCTGTTG
ACAAGCTCGGACGATGCACTTTGGACGATTGGGTCGAGGGCTTGAGTTTIGCGAGGGCCGGTGGGA

ACTGGAAGGCTTGTTITACTGCCTAA

F1G. 17B

MVLFTVSLSLYYLLTSVSAQAVVAQEYSCNSADAGYQCFPNVSHVWGQYSPYFSLEHESAISQDVPHGCE
VIFVQVLSRHGARYPSESKSKAYAKLIDATKKNATSFSGQYAFLESYNYTLGAEDLTTFGENQMVDSGAKF
YRRYKNLARKNTPFIRASGSDRVVASAEKFIDGLRDAQTHDQGSKRVAPVVNVVIPETDGFNNTLDHSTCV
SFENDERADEIEANFAATIGPPIRKRLENDLPGVELTNEHVEYLMDMCSFDTMARTAHGTELSPFCAIFTEKE
WLQYDYLQSLSKYYGYGAGNPLGPAQGIGFTNELIARLTQSFVQDNTSTNHTLDSDPATFPLDRKL YADFS
HDNNMISIFFAMGLYNGTQPLSMDTVESIEEMDGYAASWTVYPFGARAYFEVMQCQKKKEPLVRVLVNDR
VVPLHGCAVDKLGRCTLDDWVEGLSFARAGGNWKACFTA.
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FIG. 18B
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FIG. 18C
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FIG. 19A
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FIG. 19C
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FI1G. 20A
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' FIG. 20B
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FIG. 20C
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FIG. 22
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FIG. 23
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