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DESCRIPCION
Variantes sintéticas de fitasa

La presente invencion se refiere a fitasas, a secuencias de aminoacidos que codifican enzimas fitasas y a
secuencias de nucledtidos que codifican fitasas y a procedimientos para la preparacion y el uso de fitasas, asi como
a piensos para animales que contienen esas fitasas.

El fésforo es un elemento esencial para el crecimiento de los organismos vivientes. En la cria de animales, los
alimentos, por regla general, tienen que ser suplementados con fosforo inorganico a fin de lograr buenas tasas de
crecimiento. En los cereales y leguminosas, el fosforo es almacenado principalmente en forma de fitato. Sin
embargo, los animales monogastricos tales como los cerdos, las aves de corral y los peces no estan capacitados
para absorber directamente el fitato o el acido fitico, lo que tiene por consecuencia que el fitato sea excretado, lo que
a su vez se traduce en sobrecargas de fosforo en regiones en las cuales la cria de ganado es intensiva. Asimismo,
el acido fitico, que une metales tales como el calcio, cobre o zinc, actia como una sustancia cuyo efecto sobre el
metabolismo de animales monogastricos es negativo. A fin de compensar el déficit de fosfato de esos animales y
asegurar que su crecimiento y su salud sean lo suficientemente buenos, se le afiade al pienso animal fosfato
inorganico. Esta adicion de fosfato inorganico es costosa y conduce a otra carga adicional para el medioambiente. Al
usarse una fitasa en los piensos para animales, el fitato es hidrolizado y hace que el contenido de fosfato de inositol
y de fosfatos inorganicos en el estiércol sea menor. La adicion de fitasas a los piensos para animales mejora la
disponibilidad de fosforo organico y reduce el efecto adverso sobre el medioambiente que causan los fosfatos
excretados, unidos por fitatos. En la literatura especializada se describe una variedad de fitasas naturales, tanto de
origen fungico como de origen bacteriano.

Las fitasas, también llamadas hexaquisfosfato de mio-inositol fosfohidrolasa, son una clase de fosfatasas que son
aptas para escindir del fitato por lo menos un residuo de fosfato.

El documento EP 420 358 describe, en términos generales, la clonacion y expresion de fitasas microbianas, el
documento WO 2006/38062 describe fitasas microbianas derivadas de la Citrobacter freundii usadas como aditivos
que se incorporan en piensos para animales y el documento WO 2007/112739 describe fitasas basadas en una
fitasa natural de Citrobacter braakii y procedimientos para su preparacion y el uso en piensos para animales.

Haefner y col. (Haefner S., Knietsch A., Scholten E., Braun J., Lohscheidt M. y Zelder O. (2005) Biotechnological
production and application of phytases. Appl Microbiol Biotechnol 68:588-597) describen un buen ndmero de usos
conocidos de fitasas en el campo de la nutricion humana o animal. Otros usos de fitasas tales como, por ejemplo, el
uso para biomasa hidrolizante o almidén en la producciéon de bioetanol, se describen en el documento WO
2008/097620.

El documento WO 2008/116878 y el documento WO 2010/034835 describen una fitasa de Hafnia alvei, su secuencia
proteica y variantes de éstas. Zinin y col. (FEMS Microbiology Letters (2004) 236:283-290) desvela una fitasa de
Obesumbacterium proteus, cuya secuencia esta depositada en la base de datos UNIPROT con nimero de acceso
Q6U677. Las solicitudes de patente WO 2006/043178, WO 2008/097619 y WO 2008/092901 describen fitasas
derivadas de diversas especies de Buttiauxella. Las fitasas naturales con las actividades especificas mas altas
actuales incluyen las fitasas naturales de Yersinia intermedia (WO 2007/128160) y de Yersinia pestis (WO
02/048332).

Sin embargo, todas esas fitasas actualmente disponibles no muestran esas propiedades que se requieren para la
preparacion de los aditivos para piensos para animales. Las fitasas actualmente disponibles no son lo
suficientemente termoestables como para ser empleadas en la preparacion de pellets para de piensos para
animales sin una pérdida considerable de su actividad. En la preparacién de pellets para piensos de animales, la
fitasa es comprimida, junto con otros componentes habituales del pienso animal, a temperaturas y a humedad
elevadas, a fin de que sean administrados todos juntos como una entidad al ganado. Una destruccion efectiva de
especies de salmonella y la gelatinizacion del almidén se logra solamente cuando, durante la preparacion, la
temperatura es superior a los 80 °C (Amerah y col. Worlds Poultry Science Journal (2011) 67:29-45). Esa
compresion en condiciones de calor y humedad tiene por consecuencia pérdidas considerables en la actividad de la
fitasa. Una posibilidad de prevenir esa pérdida de actividad consiste en revestir laboriosamente las particulas de
fitasa, de modo que estén protegidas contra el efecto del calor. Ese revestimiento de las adiciones hechas a la fitasa
causa considerables costos adicionales debido a las grasas o polimeros que se emplean para ese revestimiento.
Las dosis de fitasas comerciales son determinadas normalmente en base a la determinacién de la actividad a pH 5,5
(DIN 1SO 30024:2009) y no estan adaptadas para igualar el pH en el respectivo tracto digestivo. Esto tiene por
consecuencia un numero considerable de dosificaciones equivocadas por variacion de la actividad a valores pH
diferentes a 5,5.

Era, pues, un objeto de la presente invencion proporcionar una fitasa que tuviese una estabilidad térmica suficiente,
de modo que se pudiera emplear en la preparacién de pellets para piensos exentos de salmonella sin medidas
protectoras adicionales tales como el revestimiento, y que las pérdidas en la actividad fuesen las mas bajas posibles.
Otro objeto de la invencion era proporcionar una fitasa que pudiera emplearse en un intervalo de pH amplio, junto
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con la menor reduccién posible de la actividad enzimatica, de modo que se pudiera emplear en los diversos
intervalos de pH de los tractos digestivos de diferentes especies animales y de modo que se asegurase en el tracto
digestivo una suficiente actividad enzimatica, aun cuando el intervalo de pH fluctuara por haber variado los
componentes del pienso.

Este objeto se logra mediante una fitasa sintética cuya secuencia de aminoacidos es al menos 90 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID 24.

La fitasa sintética de acuerdo con la invencién tiene preferentemente una secuencia de aminoacidos que es al
menos 94 %, de especial preferencia 95 % y de preferencia 96, 97, 98 o 99 %, idéntica a la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID 24.

Las fitasas de acuerdo con la invencion tienen una termoestabilidad de al menos 80 °C y son por lo tanto apropiadas
para su uso en la preparacion de pellets para piensos sin que sufran una reduccion de actividad considerable como
consecuencia de las condiciones de calor y humedad durante la peletizacion.

Tienen asimismo un amplio intervalo de pH de mas de 3 unidades de pH, dentro del cual retienen por lo menos 50 %
de la actividad determinada a pH 5,5, de modo tal que, cuando la administracion se determina en base a la actividad
a 5,5, pueden utilizarse en un sinnUmero de animales con diferentes pH digestivos y junto con diferentes
componentes del pienso, sin que una dosificacion demasiado baja tenga por resultado reducciones en la actividad vy,
por lo tanto, una mayor excrecion de fosfato por los animales.

Por otra parte, las fitasas de acuerdo con la invencion tienen sorprendentemente una elevada estabilidad proteolitica
y, por lo tanto, pueden pasar por el estdbmago sin perder sustancialmente su actividad, actividad que se mantiene en
el sitio real de accién, que es el intestino. Asimismo, las fitasas de acuerdo con la invencién tienen una estabilidad a
pH 2, una estabilidad de al menos 85 % de modo que se asegura que la actividad se mantendra en el ambito
fuertemente acido.

La identidad entre dos secuencias proteicas o secuencias de acido nucleico es definida como la identidad calculada
por el programa needle en la version disponible en abril de 2011. Needle es parte del paquete de software gratuito
EMBOSS, que puede se puede descargar del sitio web http://emboss.sourceforge.net/. Se usan los parametros
estandar: gapopen 10.0 ("gap open penalty, penalidad por apertura de brecha"), gapextend 0.5 ("gap extension
penalty, penalidad por extension de brecha"), el fichero de datos EBLOSUM®62 (matriz) en el caso de la proteina y el
fichero de datos EADNFULL (matriz) en el caso del ADN.

En una realizacion particular, las fitasas con las siguientes secuencias de aminoacidos quedan exceptuadas de la
invencion: SEC ID 18 y sus mutantes A-4; A-10; A-66; A-73; C-7; C-40; X-1; X-2; A-164; B-16; B-378; C-79; A-11; X-
6; B-320; A-508; A-8; A-20; A-507; A-8; A-20; A-507; X-3; A-505; A-501; A-407; A-502; X-4; A-408; A-415; A-501; A-
409; A-503; A-406; A-510; A-515; D-5; D-34; F-161; A-504; D-192; A-511; A-514; A-516; F-41; D-207; D-268; F-150;
[-117; A-509; H-107; H-159; H-456; A-512; H-464; A-513; A-518; A-521; A-534 y A-519 (definicion como en la Tabla
6).

En una realizacién particular, la invencidon comprende las fitasas descritas de acuerdo con la invencion, quedando
exceptuadas las fitasas con las secuencias de aminoacidos del grupo que consiste en SEC ID 18 y los mutantes
como se describen en la tabla 6.

Tabla 6: Mutantes de la secuencia de aminoacidos SEC ID 18

Numero de mutante Mutacién(es) a partir de la secuencia SEC ID 18

A-4 Q349R

A-10 A84V / A304V

A-66 H228Y

A-73 N202S

C-7 T320L / H413L

C-40 K234N

X-1 Q256Y

X-2 K207E / A209S / N270K
A-164 AV

B-16 K207E

B-378 H143Y

C-79 Q109K / D247K

A-11 Q256H / K402N

X-6 K207E / A209S

B-320 M137L / K207T

A-508 QB349R / H228Y / A304V
A-8 K2341 /K251 N/ H413Q
A-20 D92E
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(continuacion)
Numero de mutante Mutacién(es) a partir de la secuencia SEC ID 18

A-507 N202S / H228Y

X-3 D92P

A-505 D92E / N202S

A-501 DO2E / K234l / K251N / H413Q

A-407 A89T / D92A / N270K

A-502 D92E / Q256H

X-4 A89T / D92A

A-408 A89T / D92A / K207E / A209S

A-415 A89T / D92A / S261E

A-501 DO2E / K234l / K251N / H413Q

A-409 A89T / D92A / S248L / Q256Y

A-503 DO2E / K234l / K251N / Q256H / H413Q

A-406 A89T / D92A / Q256Y

A-510 D92E / N202S / K234l / K251 N / Q256Y / H413Q / K207E / A209S

A-515 D92E / N202S / A209S / K2341 / Q256Y / H413Q

D-5 DO2E / A142T/ K234l / K251 N/ Q256H / H413Q

D-34 S1 N /S17N/ D92E / K234l / K251 N / Q256H / H413Q

F-161 K12N / D92E / K2341 / K251 N/ Q256H / H413Q

A-504 D92E / N202S / K234l / K251 N / Q256H / H413Q

D-192 D92E / S140P / K2071/ K234l / K251 N / Q256H / H413Q

A-511 D92E / M137L / N202S / K234l / K251 N / Q256H / H413Q

A-514 DO92E / N202S / K234l / K251 N / Q256H / K402N H413Q

A-516 D92E / N202S / K234l / E243K / K251 N / Q256H / H413Q

F-41 D92E / D138N / K2341 / K251 N/ Q256H / H413Q

D-207 D92E / Q149H / K2341 / K251 N / Q256H / H413Q

D-268 D92E / T156R / K2341 / K251 N/ Q256H / H413Q

F-150 DO2E / K234l / K251 N / A255V / Q256H / H413Q

[-117 D92E / N202T / K2341 / K251 N / Q256H / S3731 / E382G / T3991 / H413Q

A-509 A89T / D92A / N202S / K234l / K251 N/ Q256H / H413Q

H-107 D92E / N202S / K234l / K251N / Q256H / H413Q

H-159 A89T / D92A / N202S / K207E / K234l / K251 N / Q256H

H-456 A89T / D92A / K207E / K234l / K251N / Q256H / H413Q

A-512 DO2E / H143Y / K234l / K251N / Q256H / H413Q

H-464 A89T / D92A / G205R / K207E / V208M / K251N / Q256H

A-513 DO2E / H/228Y / K234l / K251 N / Q256H / H413Q

A-518 A89T / D92A / H143Y / N202S / K207E / A209S / H228Y / K234l / K251 N / Q256H / H413Q

A-521 A89T / D92N / A142T / H143Y / N202S / K207E / A209S / H228Y / K234l / D247K / K251 N /
Q256H / F356L / H413Q

A-534 A89T / D92A / H143Y / T156R / N202S / K207E / A209S / H228Y / K234l / K251 N / Q256H /
S314G / H413Q

A-519 A89T / D92A / A142T / H143Y / N202S / K207E / A209S / H228Y / K234l / D247K / K251 N /

Q256H / H413Q

En una realizacién particular, la invencion comprende una fitasa que tiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos 90 %, preferentemente 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 %, idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEC
ID 24, quedando exceptuadas las fitasas con las secuencias de aminoacidos del grupo que consiste en SEC ID 18 y
los mutantes tal como se describen en la tabla 6.

De acuerdo con una realizaciéon particular, la fitasa sintética presenta una modificacién en los aminoacidos en al
menos una de las posiciones seleccionadas de entre el grupo que consiste en la posicion 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 12,
16, 33, 37, 67, 71, 75, 76, 77, 78, 92, 109, 118, 119, 120, 121, 123, 136, 141, 144, 152, 155, 156, 159, 164, 166,
193, 200, 217, 258, 260, 261, 268, 270, 276, 300, 322, 345, 346, 371, 374, 398 y 406, basado en la posicion de
acuerdo con la SEC ID 24. Para los fines de la presente invencion, por modificacion se entiende una sustituciéon por
otro aminoacido del aminoacido original tal como se menciona en SEC ID 24 de la lista de secuencias. Aqui, a los
aminoacidos se les denomina por el cddigo habitual de una sola letra. Modificando uno o mas aminoacidos, es
posible ademas intensificar la termoestabilidad de la fitasa sintética y/o intensificar la estabilidad frente a la pepsina o
ampliar el intervalo 6ptimo de pH.

Ventajosamente, la fitasa sintética tiene al menos 5 modificaciones en la secuencia de aminoacidos tomando como
referencia la SEC ID 24, en particular tiene al menos 6, 7, 8, 9 o 10 y muy especialmente preferentemente al menos
15 modificaciones.

En una realizacion preferida, la fitasa sintética tiene al menos una de las siguientes modificaciones en comparacion
con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID 24:
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S1-; D2-,E; T3Q, A4G,E; P5A; A6S,D; G7K; F8Y,M; Q9K; K12R; L16V; N33D,M; H37Y; R67L; Q71E; P75N;
K76N,I; D77T; N78T; D92A,E,N,T,V; Q109N,E; Q118S; N119AT; 1120L; Q121T; A123V; S136K; Q141K;
A144E; T152G,A; E155N; T156G; Q159N; S164E; A166E,H; Q193L; A200N; S217G; D258N; M2601; S261H;
K268N; N270Q; Q276N; 1300L; T322Q; D345G; N346G; L371A; H374N; D398E; Q406K.

En ese contexto, el aminoacido de SEC ID 24 que se ha mencionado antes, el nimero de posicién respectivo
(posicion de acuerdo con la SEC ID 24) es reemplazado por uno de los aminoacidos mencionados después del
numero de posicion. A “-” representa una delecion del aminoacido en cuestion. En ese contexto, es posible cualquier
posible sustitucion de aminoacidos mencionada en combinacién con cualquiera de los cambios restantes.

Ventajosamente, la fitasa sintética de la presente invencidon comprende al menos 5 de las modificaciones
anteriormente mencionadas, en particular al menos 6, 7, 8, 9 o 10 y particularmente preferentemente al menos 15 de
esas modificaciones.

Realizaciones muy especialmente preferidas de la fitasa sintética tienen una de las siguientes sumas acumulativas
de madificaciones relativas a la SEC ID 24, donde “PhV-[numero]” no representa mutacion alguna, sino el nimero
del mutante para identificarlo.

PhV-001 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261
H N270Q H374N D398E

PhV-002 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261
H N270Q H374N D398E

PhV-003 D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N
M2601 S261 H N270Q H374N D398E

PhV-004 D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92N Q109N Q121T A123V A144E T152G
Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H N270Q H374N D398E

PhV-020 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T T152G
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-031 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q
H374N

PhV-048 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K761 N78T D92N Q121T T152G
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-053 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T A123V
T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q 1300L H374N

PhV-055 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
N270Q Q276N H374N

PhV-058 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H
N270Q H374N

PhV-059 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H
N270Q H374N D398E

PhV-060 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q109N Q121T
T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q 1300L N346G H374N

PhV-064 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S164E A200N
D258N S261 H N270Q H374N

PhV-065 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T S164E A200N
D258N S261 H N270Q H374N

PhV-066 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T S164E A200N
D258N S261 H N270Q H374N

PhV-067 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-068 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-069 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-070 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-072 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T S164E A200N
D258N S261 H N270Q H374N

PhV-073 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92N Q109N Q121T S164E
A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N

PhV-074 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92N Q109N Q121T S164E
A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N D398E

PhV-075 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q109N Q121T A144E
S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q 1300L H374N

PhV-076 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T A123V S164E

A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N



PhV-077
PhV-078
PhV-079
PhV-081
PhV-083
PhV-084
PhV-085
PhV-088
PhV-089
PhV-094
PhV-095
PhV-096
PhV-097
PhV-098
PhV-099
PhV-101
PhV-103
PhV-104
PhV-105
PhV-106
PhV-107
PhV-108
PhV-109
PhV-110
PhV-111
PhV-112
PhV-113

PhV-114
PhV-115

PhV-116

PhV-117
PhV-118

PhV-119
PhV-120

PhV-121

PhV-122
PhV-123
PhV-124

PhV-125
PhV-126
PhVv-127
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(continuacion)
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q I1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T A123V S164E
A200N D258N S261 H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
D2E A4E AGS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261
H N270Q H374N D398E
D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
N270Q Q276N I300L H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S136K S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92A Q109N Q121T S164E
A200N D258N S261H N270Q I300L H374N
D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G T156G S164E A200N D258N
S261 H N270Q H374N D398E
D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H
N270Q 1300L H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q109N Q121T
A123V T152G T156G S164E A200N D258N S261H N270Q Q276N 1300L N346G H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K761 N78T D92N Q121T A144E
T152G S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92A Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q109N Q121T A123V
Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S136K S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N
D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H
N270Q H374N
N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N H374N
N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D D92N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H H374N
N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H N270Q H374N
N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260!1 S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q
H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q
H374N
A6D G7K F8M Q9K N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H
N270Q H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N
S1A D2S T3R A4N N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q
H374N
N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H
N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T T152G
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
D2E A4E A6S F8Y N33D D92N S164E A200N H374N
D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H
H374N
N33D D92A Q121 T A123V T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N M2601 S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q
H374N
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(continuacion)

PhV-128 A4E A6S N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

PhV-129 N33D R67L D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N

PhV-130 L16V N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H
N270Q H374N

PhV-131 K12R N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N

PhV-132 K12R L16V N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H
N270Q H374N

PhV-133 N33D R67L D92N Q121T A123V T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N

PhV-134 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N

PhV-135 N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N
M2601 S261 H N270Q H374N

PhV-136 N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I
S261H N270Q H374N

PhV-137 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q
H374N D398E

PhV-138 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I
S261 H N270Q H374N D398E

PhV-139 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N S261H N270Q
H374N

PhV-140 K12R N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H
N270Q H374N

PhV-141 L16V N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H
N270Q H374N

PhV-142 N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N S261 H
N270Q H374N

PhV-143 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N S261 H
N270Q I300L H374N

PhV-144 N33D D92N 1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q
I300L H374N

PhV-145 N33D D92N 1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q
L371A H374N

PhV-146 N33D R67L D92N 1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N
S$261 H N270Q L371A H374N o

PhV-147 N33D D92N 1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q

I300L L371A H374N.

Esas mutaciones acumulativas especialmente preferidas de las fitasas sintéticas hacen en cada caso que la
termoestabilidad aumente hasta al menos 83° C. Por lo tanto, esas realizaciones especialmente preferidas dan por
resultado termoestabilidades que son superiores al menos 18° C por encima de los 65° C de la fitasa de tipo
silvestre de Hafnia sp LU11047. El perfil del pH de la termoestabilidad de algunas fitasas de acuerdo con la
invencion, se muestra en cada caso en las figuras 1y 2A, B.

En una realizacion, la fitasa sintética tiene al menos un intercambio conservador de aminoacidos en las posiciones
mencionadas, en comparacién con una de las fitasas anteriormente descritas, siendo posible que la fitasa sintética
tenga al menos una de las modificaciones individuales anteriormente mencionadas o uno de los grupos de
modificaciones anteriormente mencionados. Para los fines de la presente invencion, conservador significa un
intercambio de los aminoacidos GaA; AaG,S;ValLAT,S;laV,LM;LalMV;MaL,l,V;PaASN;FaYWH;
YaFWH;WaYFH; RaKED;KaRED;HaQN,S;DaNEKRQ,EaQDKRN;SaTA; TaSV,A;Ca
S, T,A; NaD,QH,S; QaE,N,H,K,R. Aqui, es posible combinar cualquier intercambio conservador de un aminoacido
con cualquier intercambio conservador de otro aminoacido.

Ventajosamente, la fitasa sintética es una fitasa aislada. También es factible que la fitasa sintética esté presente no
como una fitasa aislada purificada, sino como un caldo de fermentacién, en donde la biomasa esté separada por
completo, parcialmente o no esté separada en absoluto. Aqui, el caldo puede concentrarse o secarse totalmente
extrayendo el liquido. Es posible emplear esas soluciones de fitasa no purificadas o parcialmente purificadas o
fitasas solidas, como aditivo en diversos productos.

Ventajosamente, la fitasa sintética de acuerdo con la invencion tiene un alto grado de termoestabilidad, un alto grado
de estabilidad frente a la pepsina y/o un alto grado de actividad especifica en comparacion con las dos fitasas de
tipo silvestre obtenidas de los organismos Yersinia mollaretii y especies de Hafnia, que fueron la base para la
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construccion de acuerdo con el constructo de fitasa sintética de SEC ID 24.

En una realizacién particular, la fitasa de acuerdo con la invenciéon permanece sin modificar en las posiciones R18,
H19, G20, R22, P24 y H306, D307 respecto a la SEC ID 24 en cuanto al tipo de aminoacido y a la posicion de ese
aminoacido.

La invenciéon comprende también una secuencia aislada de acido nucleico que codifica una fitasa con una secuencia
de aminoacidos idéntica en al menos 90 %, preferentemente 95 % y en particular 96, 97, 98 0 99 %, a la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID 24.

En una realizacion particular, la invencion comprende las secuencias de nucleétidos aisladas de acuerdo con la
invencion anteriormente descritas, exceptuandose las secuencias de nucledtidos que codifican fitasas con las
secuencias de aminoacidos del grupo que consiste en SEC ID 18 y los mutantes tal como se describe en la Tabla 6.

En una realizacion particular, la invencion comprende una secuencia de acido nucleico aislada que codifica una
fitasa, en la que esta codifica una de las fitasas de acuerdo con la invencién con excepcion de las fitasas con la
secuencia de aminoacidos SEC ID 18 y sus mutantes tal como se describen en la tabla 6.

La invencion comprende asimismo un vector de expresion recombinante que comprende una de las secuencias de
acido nucleico de acuerdo con la invencion.

La invencién comprende de manera similar una célula hospedadora recombinante que comprende uno de los acidos
nucleicos de acuerdo con la invencion o que comprende el vector de expresion recombinante de acuerdo con la
invencion.

El objeto se logra asimismo mediante un organismo de produccion recombinante, que es un organismo de
produccién no humano y que comprende una de las secuencias de acido nucleico de acuerdo con la invencion o que
comprende el vector de expresidon recombinante de acuerdo con la invencion. El organismo de produccion
recombinante es, especialmente preferentemente, uno del género Aspergillus, Pichia, Trichoderma, Hansenula,
Saccharomyces, Bacillus, Escherichia, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces.

El objeto se logra, por otra parte, mediante un aditivo para piensos para animales que comprende por lo menos una
de las fitasas de acuerdo con la invencién y otros aditivos usuales para piensos para animales, por ejemplo para
ganado vacuno, aves de corral o cerdos, tales como, por ejemplo, vitaminas, minerales u otros aditivos.

El objeto se logra, asimismo, mediante un alimento para animales que contiene por lo menos una de las descritas
fitasas sintéticas de acuerdo con la invencion, junto con componentes usuales para alimentacién animal. En este
contexto, son componentes imaginables para la alimentacion todos aquellos que se emplean usualmente en pellets
para engordar vacunos, vacas lecheras, aves de corral o cerdos.

El objeto se logra, asimismo, mediante el uso de una de las fitasas sintéticas de acuerdo con la invencion descritas,
o del aditivo para pienso para animales de acuerdo con la invencién que comprende al menos una de las fitasas
sintéticas de acuerdo con la invencion, en un pienso para animales. En este contexto, el uso puede tener lugar en
forma de adicién de la fitasa de acuerdo con la invencién o del aditivo para pienso para animales de acuerdo con la
invencion antes de convertir en pellets los restantes componentes del pienso. También es factible aplicar la fitasa a
esos pellets, en particular en forma liquida, después de haberse preparado los pellets de pienso.

La invencidon se consigue ademas por el uso de una de las fitasas sintéticas de acuerdo con la invencion
anteriormente descritas, del aditivo para piensos para animales de acuerdo con la invencién, el cual comprende al
menos una de las fitasas sintéticas de acuerdo con la invencion, o del pienso para animales que comprende al
menos una de las fitasas sintéticas descritas, para reducir el contenido de fosfato en el estiércol del ganado.

Ademas, la invencion se resuelve por el uso de una de las fitasas sintéticas de acuerdo con la invencién descritas
anteriormente, del aditivo para piensos para animales de acuerdo con la invenciéon que comprende al menos una de
las fitasas sintéticas de acuerdo con la invencioén, o el pienso para animales que comprende al menos una de las
fitasas sintéticas descritas, para reducir el contenido de fosfato en el estiércol del ganado.

La renuncia (pagina 3, lineas 28-30) referente a fitasas con las secuencias de aminoacidos del grupo que consiste
en SEC ID 18 y los mutantes como se describen en la tabla 6, pasa a ser por la presente, por referencia, objeto de
todas las realizaciones especiales de la invencion.

Las realizaciones descritas tienen por finalidad ilustrar y dar a entender mejor la invencion y no deben de manera
alguna interpretarse como limitativas. Otros caracteres distintivos de la invencién resultan de la descripciéon que se
hace a continuacién de realizaciones preferidas juntamente con las reivindicaciones dependientes. En ese contexto,
los caracteres distintivos individuales de la invencién pueden estar concretados en cada caso, en una realizacion,
individualmente o varios a la vez, y no constituyen de modo alguno una limitacién de la invencion a la realizacion
descrita. El texto de las reivindicaciones de la patente se hace por la presente expresamente objeto de la
descripcion.
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Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la termoestabilidad de las fitasas PhV-020, PhV-010, PhV- 045, PhV-067, PhV-098 de
acuerdo con la invencién. Las fitasas son calentadas durante 20 min a pH 5,5 a la temperatura indicada.
Después de enfriar, se determina la actividad residual a pH 5,5 y 37 °C. Para determinar la actividad residual
relativa, se fija en un valor de 100 % la actividad de una muestra de referencia incubada durante 20 min a
temperatura ambiente.

Las Figuras 2 A y B muestran los perfiles de pH de las fitasas PhV-107, PhV-108, 5 PhV-111 y PhV-007, PhV-
058, PhV-081 de acuerdo con la invencidon. La actividad de la fitasa es determinada al pH respectivo
especificado. Para determinar los datos de la actividad relativa, se mide la actividad determinada a pH 5,5 en 100
%. A) Las fitasas son expresadas en A. niger y medidas a partir del sobrenadante del cultivo. B) Las fitasas son
expresadas en E. coli, concentradas mediante el uso de una columna Ni-NtA, y luego medidas.

La Figura 3 muestra el mapa de plasmidos del plasmido de expresion pFus5#2.

La Figura 4 muestra el mapa de plasmidos del plasmido de expresion pH6- Fus5#2.

La Figura 5 muestra el mapa de plasmidos del plasmido de expresion pGLA53-Fus5#2.
Ejemplos

Clonacidn de la fitasa de Hafnia sp. LU11047

Las fitasas se buscan en una serie de enterobacterias de manera analoga a lo descrito en las publicaciones Huang y
col. (2006) A novel fitasa with preferable characteristics from Yersinia intermedia. Biochem Biofys Res Commun 350:
884-889 Shi y col. (2008) A novel phytase gene appA from Buttiauxella sp. GC21 isolated from grass carp intestine.
Aquaculture 275:70-75 y el documento W02008116878 (Ejemplo 1) con la ayuda de los oligos degenerados Haf1090
5-GAYCCNYTNTTYCAYCC-3' (SEC ID: 1) y Haf1092 5-GGNGTRTTRTCNGGYTG-3' (SEC ID: 2) a temperaturas
de hibridacion de entre 40 °C y 50 °C, usando PCR. Los productos de PCR que se forman son empleados como
molde para una PCR semianidada usando los oligos Haf1090 5-GAYCCNYTNTTYCAYCC-3' (SEC ID 1) y Haf1091
5'-GCDATRTTNGTRTCRTG-3' (SEC ID 3) en idénticas condiciones de hibridacion. Un fragmento puede ser aislado
a partir de una cepa bacteriana del género Hafnia (Hafnia sp. LU11047). El fragmento aislado es subclonado con el
auxilio del “TOPO TA Cloning® Kit” (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante y posteriormente
secuenciado. Partiendo de esta secuencia parcial, la secuencia de longitud completa de la fitasa es amplificada
mediante el denominado método TAIL-PCR (Yao-Guang Liu y Robert F. Whittier (1995) Thermal asymmetric
interlaced PCR: automatable amplification and sequencing of insert end fragmentos from P1 y YAC clones for
chromosome walking. Genomics 25, 674-681). Los oligonucledtidos usados para ese fin son los siguientes:

Amplificacién del extremo 3"

1. Haf1165 (5-WCAGNTGWTNGTNCTG-3', SEC ID 4) y

Haf1167 (5-CTTCGAGAGCCACTTTATTACCGTCG-3', SEC ID 5)
2. Haf1165 (5-"WCAGNTGWTNGTNCTG-3', SEC ID 4) y

Haf1168 (5-CCAATGTTGTGCTGCTGACAATAGG-3', SEC ID 6)
3. Haf1165 (5-WCAGNTGWTNGTNCTG-3', SEC ID 4) y

Haf1169 (5-CCGAACTCATCAGCGCTAAAGATGC-3', SEC ID 7)

Amplificacién del extremo 5':

1. Haf1077 (5'- CAWCGWCNGASASGAA-3', SEC ID 8) y

Haf1170 (5- CGCAGTTTGACTTGATGTCGCGCACG-3', SEC ID 9)
2. Haf1077 (5'- CAWCGWCNGASASGAA-3', SEC ID 8) y

Haf1171 (5- GTCGCGCACGCCCTATATCGCCAAGC-3', SEC ID 10)
3. Haf1077 (5- CAWCGWCNGASASGAA-3', SEC ID 8) y

Haf1172 (5 CTGCAAACCATCGCACACGCACTGG-3', SEC ID 11)

Los fragmentos de ADN obtenidos son clonados mediante el “TOPO TA Cloning® Kit” (Invitrogen) y secuenciados.
La secuencia de nucleétidos da el gen de la SEC ID 12, que codifica la fitasa LU11047 de Hafnia sp. La secuencia
de aminoacidos SEC ID 13, que es derivada de la misma, es en un 98 % idéntica a la secuencia de la fitasa de una
fitasa de Hafnia alvei del documento WO0200811678. Usando el software SignalP 2.0, se predice que los
aminoacidos 1-33 son un péptido de sefial. La enzima madura, por consiguiente, comienza con la serina de la
posicion 34.
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1. Fitasa sintética Fus5#2

Clonacion de la fitasa Fus5#2

Tomando como punto de partida el ADN cromosomico de LU11047 de Hafnia sp., se amplifica un fragmento de la
base 1-1074 de la fitasa (SEC ID 14) por medio de PCR. De la secuencia de ADN de una supuesta fitasa (o
fosfatasa acida) de Yersinia mollaretii ATCC43969, NCBI Sequenz ID ZP_00824387, se obtienen nucleétidos con el
fin de ampilificar los nucleétidos 1057-1323. Esto se usa para amplificar un segundo fragmento de fitasa del ADN
cromosomico de Yersinia mollaretii ATCC 43969 (SEC ID 15). Cuando se amplifican los dos fragmentos de fitasa, se
genera una superposicion de 20 pb respecto al otro fragmento de fitasa, mediante de los oligos usados, ambos en el
extremo 3' del fragmento de Hafnia y en el extremo 5' del fragmento de Yersinia. De tal manera, los dos fragmentos
pueden ser combinados mediante fusiéon por PCR para dar la secuencia de fitasa SEC ID 16, que codifica la fitasa
sintética Fus5#2. En cuanto a la secuencia de aminoacidos SEC ID 17, derivada de la misma, el software SignalP
2,0 predice que los aminoacidos 1-33 son un péptido de sefial. La fitasa Fus5#2 madura (SEC ID 18) es codificada
por la secuencia de nucleétidos SEC ID 19.

Para clonar un plasmido de expresion para E. coli, se genera un sitio de escision restrictivo Ndel en el extremo 5' del
fragmento de ADN de la fitasa de SEC ID 16 y un sitio de escision restrictivo Hindlll y un codén de parada en el
extremo 3'. Las secuencias adicionalmente requeridas para tal fin son introducidas por medio de una reaccion PCR
mediante los cebadores usados con la ayuda de la fitasa de SEC ID 16 como molde. Utilizando esos sitios de
escision, el gen que codifica la fitasa se clona dentro del vector de expresion de E. coli pET22b (Novagen).
Utilizando el sitio de escision restrictivo Ndel e introduciendo el codén de parada, se elimina del vector la secuencia
de sefial pelB y asi se evita que se lea a través de la cola 6xHis que hay en el plasmido. El plasmido pFus5#2 (SEC
ID 20) que asi se genera es transformado en la cepa de E. coli BL21(DES3) (Invitrogen).

Para mejorar la purificacion de la proteina fitasa, se clona una variante de la fitasa con una cola 6xHis en el extremo
N-terminal. Usando el oligocebador sentido: 5'-ctatggatccgcatcatcatcatcatcacagtgataccgcccctge-3' (SEC ID 21), que
introduce no sélo la cola de 6xHis, sino también un sitio de escision BamHI, y que actia como molde para la
secuencia SEC ID 19, que codifica la proteina fitasa madura, se amplifica un producto PCR. En el extremo 3' del
producto de PCR, se introducen nuevamente un coddn de parada y un sitio de escision restrictivo Ndel usando el
mismo oligo antisentido. El fragmento asi generado se clona en el vector pET22b mediante BamHII/Ndel, originando
el plasmido pH6-Fus5#2 (SEC ID 22), que es transformado de manera similar en E. coli BL21(DE3). En el caso de
ese constructo, la secuencia de senal pelB, que esta contenida en el pET22b, es usada para el transporte al
periplasma.

Ensayo de fitasa

La actividad de la fitasa es determinada en placas de microtitulacion. La muestra de enzima es diluida en un tampon
de reaccion (acetato de Na 250 mM, CaCl, 1 mM, Tween 20 0,01 %, pH 5,5). Se incuban 10 pl de la solucion de
enzima con 140 pl de solucién de sustrato (fitato Na 6 mM (Sigma P3168) en tampdn de reaccién) durante 1 h a 37
°C. La reaccion es inactivada afadiendo 150 pl de solucion de acido tricloroacético (15 % p/p). Para detectar el
fosfato que se ha liberado, se tratan 20 ul de la solucién de reaccién inactivada con 280 ul de reactivos de color
recién preparados (acido L-ascérbico 60 mM (Sigma A7506), tetrahidrato de molibdato de amonio 2,2 mM, H;SO4
325 mM) y se incuban durante 25 min a 50 °C y posteriormente se determina la absorcion a 820 nm. En cuanto al
valor en blanco, el tampon de sustrato es incubado solo, a 37 °C y los 10 yl de muestra de enzima son afiadidos soélo
después de haberse efectuado la inactivacién con acido tricloroacético. La reaccién de color es llevada a cabo de
manera analoga a la aplicada en las mediciones restantes. La cantidad de fosfato liberado es determinada por medio
de una curva de calibracion de la reaccion de color con una solucién de fosfato cuya concentracion es conocida.

Expresién en Escherichia coli

Las cepas de E. coli BL21(DE3), que albergan un plasmido con un casete de expresion de fitasa, son cultivadas a 37
°C en un medio LB suplementado con ampicilina (100 mg/l). La expresion de la fitasa es inducida a una DO (600 nm)
de 0,6 afiadiendo IPTG 1 mM. Después de 4 h de induccion, se afiade 10 % (v/v) de una solucion 10x BugBuster
(Novogen) y la mezcla es incubada durante 15 min temperatura ambiente. Después de la centrifugacion, el
sobrenadante es usado para determinar la actividad de la fitasa.

Purificacién mediante cromatografia de afinidad con niguel

Para purificar las variantes de fitasa marcadas con 6xHis, se trata un caldo de cultivo de E. coli inducido que exprese
fitasa con NaCl 300 mM, Complete™ Protease Inhibitor sin EDTA (siguiendo las instrucciones del fabricante Roche
Applied Science) y con una solucion 10x BugBuster (Novogen) 10 % (v/v) y la mezcla es incubada durante 15 min a
temperatura ambiente. Una vez efectuada la centrifugacion, el sobrenadante se une a las columnas de Ni-NTA/KIT
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La elucion que sigue a los pasos de lavado se efectia usando un
tampon de elucioén frio (tampodn de acetato Na 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, CaCl; 1 mM). Antes de
determinarse el contenido de proteina, se cambia el tampdn de la muestra por uno de citrato sédico 2 mM de pH 5,5.
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Expresién en Asperqillus niger

Para expresar la fitasa Fus5#2 en Aspergillus niger, se prepara primeramente un constructo de expresion que
comprende el gen de la fitasa bajo el control del promotor de la glucoamilasa (glaA) de A. niger, flanqueado por la
region 3'-glaA no codificadora. De esta manera, el constructo tiene por finalidad la integracion en la region 3'-glaA en
A. niger. La secuencia de sefial usada para la secrecion extracelular de la proteina es la secuencia de sefial de la
fitasa de A. ficuum. La base usada para el constructo de expresion es el plasmido pGBGLA-53 (también llamado
pGBTOPFYT-1 en el documento W09846772), que se describe en detalle en el documento EP0635574B1. Mediante
técnicas de clonacion basadas en PCR, que son conocidas para un experto en la materia, el segmento de gen de la
fitasa de A. ficuum, que codifica la proteina fitasa madura que comienza con la secuencia de aminoacidos
ASRNQSS, es reemplazado en pGBGLA-53 por el segmento del gen de SEC ID 19, que codifica la fitasa Fus5#2
madura. Esto da lugar al plasmido pGLA53-Fus5#2 (SEC ID 23) resultante. La cotransformacion del casete de
expresion lineal, aislado del plasmido resultante mediante el uso de Hindlll, junto con un casete marcador amdsS,
aislado del plasmido pGBLA50 (EP0635574B1) / pGBAAS-1 (nombre del mismo plasmido en el documento
W09846772), en una cepa de expresion de A. niger con delecion de glaA, y la subsiguiente expresion de la fitasa en
matraces agitados, se lleva a cabo tal como se describe en las dos memorias descriptivas de la citada patente. La
actividad de la fitasa en el sobrenadante del cultivo es determinada a diario una vez centrifugadas las células. La
actividad maxima se logra entre el dia 3 y el dia 6.

2. Variantes de la fitasa Fus5#2

Las variantes de la fitasa son generadas mediante mutacion de la secuencia de genes de la SEC ID 19 por medio de
PCR. Se usa el “Quickchange Site-directed Mutagenesis Kit” (Stratagene) para llevar a cabo una mutagénesis
dirigida. Se lleva a cabo una mutagénesis aleatoria de la SEC ID 19 a lo largo de toda la secuencia codificadora, o
en sOlo una parte de ella, mediante el “GeneMorph Il Random Mutagenesis Kit" (Stratagene). La tasa de
mutagénesis se fija en la cantidad deseada de 1-5 mutaciones mediante la cantidad de los ADN molde utilizados. Se
generan mutaciones multiples por medio de una combinaciéon de mutaciones dirigidas o mediante la realizacion
secuencial de varios ciclos de mutagénesis.

Las variantes de la fitasa generadas se ensayan para determinar la actividad y la termoestabilidad de la fitasa en un
ensayo de alto rendimiento. A tal fin, los clones de E. coli BL21(DE3) obtenidos después de la transformacion con el
constructo de expresion basado en pET22b, son incubados (30 °C, 900 rpm, desviacion del agitador de 2 mm) en
placas de microtitulacion de 96 pocillos en medio LB (glucosa 2 %, ampicilina 100 mg/l). La induccion se lleva a cabo
con IPTG 1 mM durante 4 h a una DO (600 nm) de aproximadamente 0,5. A continuacion, se le afiade una solucién
10x BugBuster (Novogen) 10 % (v/v) y la mezcla es incubada durante 15 min a temperatura ambiente. Se
determinan la actividad y la actividad residual de la fitasa después de 20 minutos de estrés térmico.

El término SEC ID 24 se refiere a la variante de fitasa que difiere de la SEC ID 18 por las siguientes mutaciones:
A89T D138N A142T H143Y N202S K207E A209Q H228Y K234V T242N Q244S D247K K251N Q256H T277A
A279S H280N G283N S284P 1286A A287T S288E R289S P290K S314G T320N F3561 H413Q. Todos los demas
mutantes (véase tabla 1) se consideran basados en la SEC ID 24 y estan caracterizados con referencia a las
modificaciones basadas en las posiciones de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID 24. Estas variantes de
fitasa son clonadas en un vector de expresion de E. coli pET22b (Novagen) de modo analogo a los procedimientos
descritos en la seccion anterior y posteriormente expresadas mediante la cepa de E. coli BL21(DE3). Ademas, se
clonan constructos de expresion apropiados para Aspergillus niger, de modo que la fitasa pueda ser expresada
después de la transformacion en A. niger.

Determinacion de la termoestabilidad (Tso)

Para registrar la curva de inactivacion térmica, la muestra de enzima que se diluye en tampdn de reaccién (acetato
Na 250 mM, CaCl, 1mM, Tween 20 0,01 %, pH 5,5) es calentada durante 20 min a las temperaturas
correspondientes y a continuacion enfriada hasta 4 °C. Una muestra de referencia no sometida a tratamiento térmico
se deja a temperatura ambiente durante 20 min y después es enfriada de manera similar hasta 4 °C. Después del
pretratamiento térmico, la actividad enzimatica de las muestras es determinada por medio del ensayo de fitasa. La
actividad de la muestra de referencia es normalizada hasta el 100 %. La termoestabilidad de las diversas variantes
de fitasa es caracterizada por lo que se conoce como valor Tso. La Tsp indica la temperatura a la cual persiste un 50
% de actividad residual tras la inactivacion térmica, en comparacion con una muestra de referencia no sometida a
tratamiento térmico. Los cambios que pudiera haber en la termoestabilidad de las dos variantes de fitasa,
expresados en °C, resultan de la diferencia entre los respectivos valores Tsy.

Tabla 1: Termoestabilidad (Tso) de las variantes de fitasa en °C (véase también la Figura 1). Los cambios con
respecto a la SEC ID 24 son especificados en intercambios individuales de aminoacidos en la forma [a- aminoacido
original][posicién][aminoacido nuevo]. En este caso el simbolo "-" indica una delecion del aminoacido en cuestion. La
numeracion de la posiciéon del aminoacido se refiere siempre a la SEC ID 24.
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Mutante
PhV-001
PhV-002
PhV-003
PhV-004
PhV-005
PhV-006
PhV-007

PhV-008
PhV-009

PhV-010
PhV-011
PhV-012
PhV-013
PhV-014
PhV-015
PhV-016
PhV-017
PhV-018
PhV-019
PhV-020
PhV-021
PhV-022
PhV-023
PhV-024
PhV-025
PhV-026
PhV-027
PhV-028
PhV-029
PhV-030
PhV-031
PhV-032

PhV-033

ES 2 562 654 T3

Mutacién

D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92A Q121T A123V T152G
S164E A200N D258N M2601 S261H N270Q H374N D398E

D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92N Q109N Q121T A123V
A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q
H374N D398E

P75N D77T D92N Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
Q71E D92N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

D92N S136K S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N Q406K

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M H37Y K76N N78T
D92N Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M H37Y P75N D77T
D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N D398E

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N D398K

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N D398G

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q109E
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N
Q109N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
S164E A200N D258N S261H N270Q T322Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T T152A S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M D92N Q121T
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
S164E A200N D258N S261 H N270Q 1300L H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S136K Q141K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S136K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5AA6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N 77SQD79
D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5AA6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N 77SQG79
D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S136K S164E A166E A200N D258N S261 H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S136K S164E A166H A200N D258N S261 H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S136K S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q H374N

D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N
S$261 H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T N159K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N Q406K
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Mutante
PhV-034

PhV-035
PhV-036
PhV-037
PhV-038
PhV-039
PhV-040
PhV-041
PhV-042
PhV-043
PhV-044
PhV-045

PhV-046

PhV-047
PhV-048
PhV-049
PhV-050
PhV-051
PhV-052
PhV-053
PhV-054
PhV-055
PhV-056

PhV-057

PhV-058
PhV-059

PhV-060

PhV-061
PhV-062

PhV-063
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(continuacion)
Mutacion
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
A123V S164E A200N D258N S261 H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T A144E S164E A166E A200N D258N S261 H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T A144E S164E A166H A200N D258N S261 H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T A144E S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S164E A166H A200N D258N S261H N270Q H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S164E A200N S217G D258N S261H N270Q H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S136K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T S136K S164E Q193L A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
N119A Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
N119T Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H K268N N270Q 1300L
H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q109N Q121T S164E A200N D258N S261 H K268N N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K761 N78T D92N
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76R N78T D92N
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76D N78T D92N
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q118S Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q118S N119A Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q118S N119A Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
D2E A4E ABS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261 H N270Q Q276N H374N
D2E A4E AGS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N
S261 H N270Q Q276N N346G H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q Q276N 1300L
N346G H374N
D2E A4E ABS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261 H N270Q H374N
D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L N346G
H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T E155N S164E A200N D258N S261H N270Q D345G H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T A123V S136K T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
E155N S164E A200N D258N S261H N270Q Q276N H374N
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Mutante
PhV-064

PhV-065
PhV-066
PhV-067
PhV-068
PhV-069
PhV-070
PhV-072
PhV-073
PhV-074

PhV-075

PhV-076
PhV-077
PhV-078
PhV-079
PhV-080
PhV-081
PhV-082
PhV-083
PhV-084
PhV-085

PhV-086

PhV-087
PhV-088
PhV-089
PhV-090
PhV-091
PhV-092
PhV-093

PhV-094
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(continuacion)
Mutacion
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92N Q109N
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92N Q109N
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N
Q109N Q121T A144E S164E A200N S217G D258N S261H N270Q I1300L
H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
S136K Q141K S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
D2E A4E AGS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E
D2E A4E AGS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G T156G S164E
A200N D258N S261 H N270Q Q276N H374N D398E
D2E A4E ABS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261 H N270Q Q276N 1300L H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T
S136K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92A Q109N
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N
Q109N Q121T A123V S164E A200N D258N S261H K268A N270Q Q276N
I300L N346G H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
E155N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
D2E A4E AGS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G T156G S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E
D2E A4E ABS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261H N270Q I1300L H374N D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
E155H S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
E155G S164E A200N D258N S261H N270Q D345G H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
E155N S164E A200N D258N S261H N270Q D345G H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T
E155H S164E A200N D258N S261H N270Q D345M H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q109N Q121T A123V T152G T156G S164E A200N D258N S261 H N270Q
Q276N I300L N346G H374N
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Mutante
PhV-095
PhV-096
PhV-097
PhV-098
PhV-099
PhV-100
PhV-101
PhV-102
PhV-103
PhV-104

PhV-105
PhV-106

PhV-107
PhV-108
PhV-109
PhV-110
PhV-111
PhV-112
PhV-113
PhV-114
PhV-115
PhV-116
PhV-117
PhV-118

PhV-119
PhV-120

PhV-121
PhV-122

PhV-123
PhV-124

PhV-125
PhV-126
PhVv-127
PhV-128

PhV-129
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(continuacion)
Mutacion
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K761 N78T D92N
Q121T A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q H374N
D398E
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92A Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q109N
Q121T A123V Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T
S136K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
D2E A4E AGS F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N
N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N H374N
N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N H374N
N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N H374N
N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
N270Q H374N
N33D D92N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H
H374N
N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q
H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N
S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I
S261H N270Q H374N
N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I
S261H N270Q H374N
S1-D2-T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N
ABD G7K F8M Q9K N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N
N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G
D258N M260I S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G
D258N M260I S261H N270Q H374N
S1A D2S T3R A4N N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N
M2601 S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121TT152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
D2E A4E ABS F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H
N270Q H374N
D2E A4E A6S F8Y N33D D92N S164E A200N H374N
D2E A4E AGS F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261H H374N
N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q
H374N
N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N M2601 S261H
N270Q H374N
N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N
M2601 S261H N270Q H374N
A4E A6S N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q
H374N
N33D R67L D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G
D258N M260I S261H N270Q H374N
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(continuacion)

Mutante Mutacién Ts0 [ °C]
PhV-130 L16V N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G

D258N M2601 S261H N270Q H374N 83
PhV-131 K12R N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G

D258N M2601 S261H N270Q H374N 84
PhV-132 K12R L16V N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G

D258N M2601 S261H N270Q H374N 83
PhV-133 S217G D258N M260I S261H N270Q H374N 85
PhV-134 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G

D258N M2601 S261H N270Q H374N 85
PhV-135 N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E

A200N S217G D258N M2601 S261H N270Q H374N 84
PhV-136 N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N

S217G D258N M260I S261H N270Q H374N 84
PhV-137 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N

M2601 S261H N270Q H374N D398E 83
PhV-138 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N

S217G D258N M260I S261H N270Q H374N D398E 84
PhV-139 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N

S261H N270Q H374N 84
PhV-140 K12R N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N

S217G D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-141 L16V N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N

S217G D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-142 N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N

S217G D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-143 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G

D258N S261H N270Q 1300L H374N 84
PhV-144 N33D D92N 1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G

D258N S261H N270Q 1300L H374N 84
PhV-145 N33D D92N 1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G

D258N S261H N270Q L371A H374N 84
PhV-146 N33D R67L D92N [120L Q121T A123V A144E T152G S164E A166E

A200N S217G D258N S261H N270Q L371A H374N 84
PhV-147 N33D D92N 1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G

D258N S261H N270Q 1300L L371A H374N 84

Determinacion del perfil de pH

Con el fin de determinar el perfil del pH, se usa para el ensayo de fitasa un tampoén de reaccion modificado (acetato
Na 100 mM, glicina 100 mM, imidazol 100 mM, CaCl; 1 mM, Tween 20 0,01 %), que es llevado a valores de pH que
estan dentro del intervalo de pH 1,5-7 usando acido clorhidrico diluido. Para determinar la actividad relativa, se
establece la actividad medida a pH 5,5 en 100 %. Los resultados se muestran en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2: Perfiles de pH de algunas variantes de fitasa. La fitasa se expresa en A. niger y se mide directamente a
partir del sobrenadante del cultivo. La actividad de la fitasa se muestra en % como valor relativo de la actividad
determinada a pH 5,5 (véase Figura 2A).

pH 1,5 2 3 4 5,0 5,5 6 7,0
PhV-107 8 24 51 78 117 100 60 3
PhV-108 8 30 57 81 123 100 68 4
PhV-109 6 24 49 76 127 100 59 3
PhV-110 6 27 48 85 134 100 70 4
PhV-111 7 38 76 105 134 100 57 3
PhV-124 7 41 61 76 125 100 67 4

16



10

15

20

ES 2 562 654 T3

Tabla 3: Perfiles de pH de algunas variantes de la fitasa. La fitasa se expresa en E. coliy se purifica mediante
cromatografia de afinidad de niquel. La actividad de la fitasa se muestra en % como un valor relativo de la actividad
determinada a pH 5,5 (véase Figura 2B).

pH 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5
PhV-007 7 23 43 80 126 155 160 142 100 45 13

PhV-058 3 22 44 75 108 138 147 132 100 51 15
PhV-067 6 32 70 123 171 201 182 158 100 52 17

o M M N

PhV-081 4 23 55 79 110 125 131 130 100 53 16 1

Determinacion de la estabilidad a pH 2

Para determinar la estabilidad a pH 2, la muestra de fitasa es diluida en tampon (glicina 250 mM, BSA 3 mg/ml, pH
2) hasta 30 U/ml. La muestra es incubada durante 30 min a 37 °C. Seguidamente, la muestra es diluida directamente
con tampon de reaccion (acetato Na 250 mM, CaCl; 1 mM, Tween 20 0,01 %, pH 5,5) hasta alcanzar el intervalo de
medicion optimo para determinar la actividad de la fitasa (aprox. 0,6 U/ml) y se mide la actividad de la fitasa. A modo
de referencia, la muestra es incubada en paralelo durante 30 min a 37 °C en tampoén de reacciéon con una
concentracion de 30 U/ml y se analiza, de manera similar, la actividad de la fitasa. Las actividades de las muestras
sometidas a estrés por pH son normalizadas para ajustarlas al valor de referencia, que se establece en un 100 % de
estabilidad. Como comparacién con una fitasa comercial, se emplea igualmente en el ensayo Natuphos® (BASF).

Tabla 4: Determinacion de la estabilidad a pH 2 de algunas variantes de fitasa y de la fitasa Fus5#2 y la fitasa
comercial Natuphos®. Las muestras con una estabilidad > 90 % se designan como “estables”. A fin de establecer
una mejor diferenciacion gradual entre las muestras inestables, las estabilidades medidas se indican en %.

Fitasa Estabilidad
apH?2

Natuphos® 65%

Fus5#2 SECID 18 estable

Mutante Mutacién con respecto a la SEC ID 24

PhV-056 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N estable
S261H N270Q Q276N N346G H374N

PhV-057 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N estable

Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q Q276N 1300L
N346G H374N

PhV-058 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N estable
D258N S261H N270Q H374N

PhV-059 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N estable
D258N S261H N270Q H374N D398E

PhV-067 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T estable
A123V S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

PhV-081 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E estable
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

PhV-107 N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N estable

PhV-108 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H | estable
N270Q H374N

PhV-109 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N S261H | estable
N270Q H374N

PhV-110 N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H | estable
N270Q H374N

PhV-111 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260l S261H | estable

N270Q H374N

Determinacion de la estabilidad frente a la pepsina

Para determinar la estabilidad frente a la pepsina, la muestra de fitasa es diluida hasta 30 U/ml en tampén que
comprende pepsina (glicina 250 mM, BSA 3 mg/ml, pH 2, pepsina 10 mg/ml (Sigma P-7000, 445 U/mg). La muestra
es incubada durante 30 min a 37 °C. A continuacion, la muestra es diluida directamente con tampoén de reacciéon
(acetato Na 250 mM, CaCl; 1 mM, Tween 20 0,01 %, pH 5,5) hasta alcanzar el intervalo de medicién éptimo para
determinar la actividad de la fitasa (aprox. 0,6 U/ml), y se determina la actividad de la fitasa. A modo de referencia, la
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muestra es incubada en paralelo durante 30 min 5 a 37 °C en tampdn de reaccién pH 5,5 con una concentracion de
30 U/ml y se analiza de manera similar la actividad de la fitasa. Las actividades de las muestras tratadas con
pepsina son normalizadas para ajustarlas al valor de referencia, que se establece en el 100 % de estabilidad. Como
comparacion con una fitasa comercial, se emplea igualmente en el ensayo Natuphos® (Natuphos® 10000L, BASF).

Tabla 5: Determinacion de la estabilidad frente a la pepsina de algunas variantes de fitasa y de la fitasa Fus5#2 y la
fitasa comercial Natuphos®. Las muestras con una estabilidad > 80 % son designadas como "estables". A fin de
establecer una mejor diferenciacion gradual entre las muestras inestables, las estabilidades medidas se indican en

%.

Fitasa

Natuphos®

Fus5#2 SECID 18

Mutante Mutacién con respecto a la SEC ID 24

PhV-056 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N
S261 H N270Q Q276N N346G H374N

PhV-057 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q Q276N 1300L
N346G H374N

PhV-058 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N

PhV-059 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N D398E

PhV-067 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-081 Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

PhV-107 N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q
H374N

PhV-108 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N
S261H N270Q H374N

PhV-109 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N

PhV-110 N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I
S261H N270Q H374N

PhV-111 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I
S261H N270Q H374N

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> BASF SE
<120> Variantes sintéticas de fitasa
<130> PF 72233

<140> PCT/US
<141>

Estabilidad
frente a la

pepsina
20 %
1%
estable

estable

estable
estable
estable

estable
estable

estable
estable
estable

estable

<150> 61/477645 (Solicitud Provisional de Estados Unidos) 11163453.1 (Solicitud de Prioridad EP)

<151> 21 de abril, 2011 21 de abiril, 2011
<160> 26

<170> PatentIn versién 3.4

<210> 1

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador
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<220>

<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223>nesa,c,got

<400> 1
gayccnytnt tycaycc 17

<210> 2

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223>nesa,c,got

<400> 2
ggngtrttrt cnggytg 17

<210> 3

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223>nesa,c,got

<400> 3
gcdatritng trtcrtg 17

<210> 4

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
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35

40

45

50

55

60

65

<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223>nesa,c,got

<400> 4
wcagntgwtn gtnctg

<210>5

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5
cttcgagagc cactttatta ccgtcg

<210> 6

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6
ccaatgttgt gctgctgaca atagg

<210>7

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400>7
ccgaactcat cagcgctaaa gatgc

<210> 8

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223>nesa,c,got

<400> 8
cawcgwcenga sasgaa

<210>9

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

16

16

ES 2 562 654 T3

26

25

25

20



10

15

20

25

30

35

<400> 9
cgcagtttga cttgatgtcg cgcacg

<210> 10

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
gtcgcgceacg ccctatatcg ccaagce

<210> 11

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
ctgcaaacca tcgcacacgc actgg

<210> 12

<211> 1341
<212> ADN
<213> Hafnia sp.

<220>
<221> péptido sefial
<222> (1)..(99)

<400> 12

ES 2 562 654 T3

26

26

25

21



10

atgacaatct
ctgatcgtgy
ttcecagttgg
acacaaacga
tatatcacge
ttteageaac
tgggcagacg
cccecagtgtg
catcctgtga
aagcaggcag
atgagttegy
ctotgegatt
gtggcteteg
cacgctcagyg
tctectgttaa
aagcataacyg
agteogeoccac
accaatattyg
gataacacgce
ccgtatgtta

ctaacgttgc

acgegcagatyg

cctgegtgee

ctetgtttaa
ctttattcte
aaaaggttgt
tgcgcaacgt
ccecgeggtga
aaggettatt
tagatcaacy
atttagcgat
aagccggtat
gcacaccgat
tactegattt
ttteacagge
aaggtgecgt
gaatgcctaa
aattgcataa
gtactcocact
tgecoggatat
ccaatattte
cteegggegy
gogtgaatat

agcatocctgce

goetattgece

agcetteoctta

ES 2 562 654 T3

ccgtaataaa
aggtttaccy
tatcctaage
cacacctcac
acatctgatt
acctaaggat
cacacgtaaa
ccaccatcayg
ctgttcgaty
tgagacgctc
tecaaaatee
gatgectage
gggactttca
agtggettgy
tgogcagttt
gctgcaaacc
ttogecagac
tggcatgceta
ggctttagtg
ggtgtatcaa

gggcagegta

goetetecace

a

ccegetattg
gcatacgeca
agacatggcg
cagtggcctg
agectgatgg
aactgtocta
accggcgagy
caaaacattc
gataaatcac
aatcaacgct
ccctattgte
aggetggega
tegacgttgy
gggaatattc
gacttgatgt
atcgcacacg
aataagatee
gggatgacat
tttgaacgtt
acactggcac

cgactaaaca

tteagecgtt

<210> 13
<211> 446
<212> PRT
<213> Hafnia sp.

<220>
<221> SENAL
<222> (1)..(33)

<400> 13

22

cacagegtat
gtgataccgce
tacgcgeogoc
aatggcocggt
geggttttta
caccagatge
ccttettage
agcaggccga
aggcacacgc
atcaagcatc
agcagcacaa
taaatgacga
ctgaaatttt
acactgagca
cgogoacgoc
cactgggtte
tgtttattge
ggacacttce
gggtagataa
agttgcacga

taccgggttyg

tagteaacea

tttatgtaoct
ccctgctggg
aaccaaaatg
aaaactcggce
tcgagagege
cgtgtatgtt
gggtottget
tcegetgtte
cgccgttgaa
tttagcgctg
cattggeaaa
cggtaataaa
cctgotggaa
gcaatgggac
ctatatcgceco
caatatcgcg
cggtcacgac
gggacagcca
cgcggggaaa
ccagacgcocg

cagcgatcaa

cagegttgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200

1260

1320

1341



Met

Ile

Ala

Leu

Arg

Tyr

Tyr

Pro

Leu
145

His

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

50

Asgn

Ile

Arg

Thr

Lys

130

Ala

Pro

Ala

Ile

Cys

Asp

35

Arg

Val

Thr

Glu

Pro

115

Thr

Ile

Val

Val

Ser

Pro

20

Thr

His

Thr

Pro

Arg

100

Asgp

Gly

His

Lys

Glu

Leu

Ala

Gly

Pro

Arg

85

Phe

Ala

Glu

His

Ala

165

Lys

ES 2 562 654 T3

Phe

Ile

Pro

Val

His

70

Gly

Gln

Val

Ala

Gln

150

Gly

Gln

Azn

Val

Ala

Arg

55

Gln

Glu

Gln

Tyr

Phe

135

Gln

Ile

Ala

Arg

Ala

Gly

40

Ala

Trp

His

Gln

Val

120

Leu

Azn

Cys

Gly

23

Azn

Leu

25

Phe

Pro

Pro

Leu

Gly

105

Trp

Ala

Ile

Ser

Thr

Lys

10

Phe

Gln

Thr

Glu

Ile

20

Leu

Ala

Gly

Gln

Met

170

Pro

Pro

Ser

Leu

Lys

Trp

15

Ser

Leu

Asp

Leu

Gln

155

Asp

Ile

Ala

Gly

Glu

Met

60

Pro

Pro

Val

Ala

140

Ala

Lys

Glu

Ile

Leu

Lys

45

Thr

Val

Met

Lys

Asp

125

Pro

Asgp

Ser

Thr

Ala

Pro

30

Val

Gln

Lys

Gly

Asgp

110

Gln

Gln

Pro

Gln

Leu

Gln

15

Ala

Val

Thr

Leu

Gly

95

Azn

Arg

Cys

Ala
175

Asn

Arg

Tyr

Ile

Met

Gly

Phe

Cys

Thr

Asp

Phe

160

His

Gln



Lys

Ser

225

Val

Phe

Ile

Gln

Thr

305

Ser

Ala

Thr

Val
385

Cys

Tyr

Ser

210

Gln

Ala

Leu

His

Phe

290

Pro

Arg

Gly

Trp

Val

370

Asn

Thr

Ser

Gln

195

Pro

Ala

Leu

Leu

Thr

275

Asp

Leu

Pro

His

Thr

355

Phe

Met

Leu

Asp

180

Ala

Tyr

Met

Glu

Glu

260

Glu

Leu

Asp

340

Leu

Glu

Val

Gln

Gln
420

Ser

Cys

Pro

Gly

245

His

Gln

Met

Gln

Pro

325

Thr

Pro

Arg

Tyr

His

405

Thr

ES 2 562 654 T3

Len

Gln

Ser

230

Ala

Ala

Gln

Ser

Thr

310

Asp

Asn

Gly

Trp

Gln

390

Pro

Pro

Ala

Gln

215

Arg

Val

Gln

Trp

Arg

295

Ile

Ile

Ile

Gln

Val

375

Thr

Ala

aAsp

Leu

200

His

Leu

Gly

Gly

Asp

280

Thr

Ala

Ser

Ala

Pro

360

Asp

Leu

Gly

Gly

24

185

Met

Asn

Ala

Leu

Met

265

Ser

Pro

Hisg

Pro

Asn

345

Asp

Asn

Ala

Ser

Tyr
425

Ser

Ile

Ile

Ser

250

Pro

Leu

Tyr

Ala

Asp

330

Ile

Asn

Ala

Gln

Val

410

Cys

Ser

Gly

Asn

235

Ser

Lys

Leu

Ile

Leu

315

Asn

Ser

Thr

Gly

Leu

395

Arg

Pro

Val

Lys

220

Asp

Thr

Val

Lys

Ala

300

Gly

Lys

Gly

Pro

Lys

380

His

Leu

205

Leu

Asp

Leu

Ala

Leu

285

Lys

Ser

Ile

Met

Pro

365

Pro

Asp

Asn

Ser

190

Asp

Cys

Gly

Ala

Trp

270

Hig

His

Asn

Leu

350

Gly

Tyr

Gln

Ile

Thr
430

Phe

Agp

Asn

Glu

255

Gly

Asn

Asn

Ile

Phe

335

Gly

Gly

Val

Thr

Pro

415

Phe

Pro

Phe

Lys

240

Ile

Asn

Ala

Gly

Ala

320

Ile

Met

Ala

Ser

Pro

400

Gly

Ser



10

15

ES 2 562 654 T3

Arg Leu Val Asn His Ser Val Glu Pro Ala Cys Gln Leu Pro

<210> 14
<211> 1074
<212> ADN
<213> Hafnia sp.

<400> 14

atgacaatct
ctgatcgtgg
ttccagttgy
acacaaacga
tatatcacge
tttecagceaac
tgggcagacy
ccccagtgtg
catcctgtga
aagcaggcaqg
atgagttegg
c¢tetgegatt
gtggcteteg
cacgctcagg
tctctgttaa
aagcataacg
agtegeceac

accaatattg

<210> 15

<211> 270
<212> ADN
<213> Yersinia mollaretii

<400> 15

435

ctetgtttaa
ctttattcte
aaaaggttgt
tgcgcaacgt
ccogeggtga
aaggcttatt
tegatcaacy
atttagcgat
aagccggtat
gcacaccgat
tactegattt
ttteacagge
aaggtgecgt
gaatgcctaa
aattgcataa
gtactccact
tgecggatat

ccaatattte

ccgtaataaa
aggtttaccg
tatcctaagc
cacacctcac
acatctgatt
acctaaggat
cacacgtaaa
ccaccatcag
ctgttcgatg
tgagacgctc
teocaaaatee
gatgcctage
gggactttea
agtggcttgy
tgcgcagttt
gctgcaaacc
ttegecagace

tggecatgeta

440

ccegetattg
gcatacgcca
agacatggcg
cagtggcctg
agectgatgg
aactgtecta
accggcgagy
caaaacattc
gataaatcac
aatcaacgct
ccctattgte
aggctggega
tegacgttgg
gggaatattc
gacttgatgt
atcgcacacg
aataagatcce

gggatgacat

25

cacagcgtat
gtgataccgc
tacgcgeogece
aatggccggt
geggttttta
caccagatge
cettettage
agcaggccga
aggcacacgc
atcaagcatc
agcagcacaa
taaatgacga
ctgaaatttt
acactgagca
cgogoacgcc
cactgggttc
tgtttattge

ggacacttee

445

tttatgtect
ccctgctggg
aaccaaaatg
aaaactcggc
tegagagege
cgtgtatgtt
gggtettget
toegetgtte
cgccgttgaa
tttagcgetg
cattggcaaa
cggtaataaa
cctgetggaa
gcaatgggac
ctatatcgce
caatatcgcg
cggtcacgac

ggga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1074



10

15

cagcccgata acaccccgec
aaccatcage aatatgtege
agtgaaaagt tagacctgaa
tgtgagaaca tcggtacaga

caggtgattg aacctgcatg

<210> 16

<211> 1344

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<220>
<221> péptido sefial
<222> (1)..(99)

<400> 16

ES 2 562 654 T3

gggtgggggy
agttaagatg
aagtcatcca
caaactttge

ccatatttaa

ctggtgtttg aactatggca

ttetatcaaa caatggatca
gocggtattg ttececattga

cagettgata cetteocaaaa

26

gaatccagat
gttacgaaat
gategaaggt

gagagtgget

60

120

180

240

270



10

15

atgacaatct
ctgategtgg
ttccagttgy
acacaaacga
tatatcacgc
tttecagceaac
tgggcagacy
coccagtgtyg
catcctgtga
aagcaggcaqg
atgagttcgg
c¢tetgegatt
gtggcteteg
cacgetcagg
tctctgttaa
aagcataacg
agtcgecccac
accaatattg
gataacacce
cagcaatatg
aagttagacc
aacatcggta

attgaacctg

<210> 17

<211> 447
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<220>
<221> SENAL
<222> (1)..(33)

<400> 17

ctetgtttaa
ctttattcte
aaaaggttgt
tgcgcaacgt
coccgeggtga
aaggcttatt
tegatcaacy
atttagegat
aagccggtat
gcacaccgat
tactcgattt
ttteacagge
aaggtgecgt
gaatgcectaa
aattgcataa
gtactccact
tgccggatat
ccaatattte
cgeegggtygy
tegeagttaa
tgaaaagtca
cagacaaact

catgccatat

ES 2 562 654 T3

ccgtaataaa
aggtttacceg
tatcctaagc
cacacctcac
acatctgatt
acctaaggat
cacacgtaaa
ceaccatcag
ctgttcgatg
tgagacgctc
tccaaaatcc
gatgcctage
gggactttea
agtggettgg
tgcgcagttt
gctgcaaacc
ttcgeoccagac
tggecatgeta
ggggetggty
gatgttctat
tccagcoggt
ttgccagett

ttaa

ccegetattg
gcatacgeca
agacatggcg
cagtggcctg
agcctgatgg
aactgtecta
accggcgagy
caaaacattc
gataaatcac
aatcaacgct
ccctattgte
aggctggega
tegacgttgg
gggaatatte
gacttgatgt
atcgcacacg
aataagatcc
gggatgacat
tttgaactat
caaacaatgg
attgttccca

gataccttce

27

cacagegtat
gtgataccge
tacgcgeogece
aatggccggt
gcggttttta
caccagatge
cettettage
agcaggccga
aggcacacgc
atcaagcatc
agcagcacaa
taaatgacga
ctgaaatttt
acactgagca
cgcgcacgcc
cactgggttc
tgtttattge
ggacacttee
ggcagaatce
atcagttacg
ttgagatcga

aaaagagagt

tttatgtect
cectgetggyg
aaccaaaatg
aaaactcggc
tocgagagege
cgtgtatgtt
gggtettget
teegetgtte
cgccgttgaa
tttagcgetg
cattggcaaa
cggtaataaa
cctgetggaa
gcaatgggac
ctatatcgce
caatatcgcg
cggtcacgac
gggacagece
agataaccat
aaatagtgaa
aggttgtgag

ggctcaggtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1344



Met

Ile

Ala

Len

Arg

65

Tyr

Tyr

Pro

Arg

Len

145

Hisg

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

50

Asn

Ile

Arg

Thr

Lys

130

Ala

Pro

Ala

Tyr

Ile

Cys

Asp

35

Arg

Val

Thr

Glu

Pro

115

Thr

Ile

Val

Val

Gln

Ser

Pro

20

Thr

His

Thr

Pro

Arg

100

Asp

Gly

His

Lys

Glu

180

Ala

Len

Leu

Ala

Gly

Pro

Arg

85

Phe

Ala

Glu

His

Ala

165

Lys

Ser

ES 2 562 654 T3

Phe

Ile

Pro

Val

Hisg

70

Gly

Gln

Val

Ala

Gln

150

Gly

Gln

Len

Asn

Val

Ala

Arg

55

Gln

Glu

Gln

Tyr

Phe

135

Gln

Ile

Ala

Ala

Arg

Ala

Gly

40

Ala

Trp

Hisg

Gln

Val

120

Leu

Asn

Cys

Gly

Len

28

Asn

Leu

25

Phe

Pro

Pro

Leu

Gly

105

Trp

Ala

Ile

Ser

Thr

185

Met

Lys

10

Phe

Gln

Thr

Glu

Ile

90

Len

Ala

Gly

Gln

Met

170

Pro

Ser

Pro

Ser

Leu

Lys

Trp

75

Ser

Len

Asp

Leu

Gln

155

Asp

Ile

Ser

Ala

Gly

Glu

Met

60

Pro

Leu

Pro

Val

Ala

140

Ala

Lys

Glu

Val

Ile

Leu

Lys

45

Thr

Val

Lys

Asp

125

Pro

Asp

Ser

Thr

Len

Ala

Pro

30

Val

Gln

Lys

Gly

Asp

110

Gln

Gln

Pro

Gln

Leu

130

Asp

Gln

15

Ala

Val

Thr

Leu

Gly

95

Asn

Arg

Cys

Len

Ala

175

Asn

Phe

Arg

Tyr

Ile

Met

Gly

80

Phe

Cys

Thr

Asp

Phe

160

Hisg

Gln

Pro



Lys

Ser

225

Vval

Phe

Ile

Gln

Thr

305

Ser

Ala

Thr

Ala

385

Lys

Glu

Phe

Ser

210

Gln

Ala

Leu

His

Phe

290

Pro

Arg

Gly

Trp

val

370

val

Gly

Gln

195

Pro

Ala

Leu

Len

Thr

275

Asp

Leu

Pro

His

Thr

358

Phe

Lys

Asp

Cys

Lys
435

Tyr

Met

Glu

Glu

260

Glu

Leu

Asp

340

Leu

Glu

Met

Leu

Glu

420

Arg

Cys

Pro

Gly

245

His

Gln

Met

Gln

Pro

325

Thr

Pro

Phe

Lys

405

Asn

Val

ES 2 562 654 T3

Gln

Ser

230

Ala

Ala

Gln

Ser

Thr

310

Asp

Asn

Gly

Trp

Tyr

390

Ser

Ile

Ala

Gln

215

Arg

val

Gln

Trp

Arg

295

Ile

Ile

Ile

Gln

Gln

375

Gln

Hisg

Gly

Gln

200

His

Leu

Gly

Gly

Asp

280

Thr

Ala

Ser

Ala

Pro

360

Aszn

Thr

Pro

Thr

Val
440

29

Asn

Ala

Leu

Met

265

Ser

Pro

Hisg

Pro

Asn

345

Asp

Pro

Met

Ala

Asp

425

Ile

Ile

Ile

Ser

250

Pro

Leu

Tyr

Ala

Asp

330

Ile

Asn

Asp

Asp

Gly

410

Llys

Glu

Gly

Asn

235

Ser

Lys

Leu

Ile

Leu

315

Asn

Ser

Thr

Asn

Gln

395

Ile

Pro

Lys

220

Asp

Thr

Val

Lys

Ala

300

Gly

Lys

Gly

Pro

His

380

Val

Cys

Ala

205

Leu

Asp

Leu

Ala

Leu

285

Llys

Ser

Ile

Met

Pro

365

Gln

Arg

Pro

Gln

Cys
445

Cys

Gly

Ala

Trp

270

His

His

Asn

Leu

350

Gly

Gln

Asn

Ile

Leu

430

Hig

Asgp

Asn

Glu

255

Gly

Asn

Asn

Ile

Phe

335

Gly

Gly

Tyr

Ser

Glu

415

Asp

Ile

Phe

Llys

240

Ile

Asn

Ala

Gly

Ala

320

Ile

Met

Gly

vVal

Glu

400

Ile

Thr



10

<210> 18

<211> 414

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina quimérica

<400> 18

ES 2 562 654 T3

30



Ser

Ser

Asn

Ile

Arg

65

Thr

Lys

Ala

Pro

Ala

145

Tyr

Ser

Gln

Ala

Asp

Arg

Val

Thr

50

Glu

Pro

Thr

Ile

Val

130

Val

Gln

Pro

Ala

Leu

Thr

His

Thr

35

Pro

Arg

Asp

Gly

His

115

Lys

Glu

Ala

Tyr

Met

185

Glu

Ala

Gly

20

Pro

Arg

Phe

Ala

Glu

100

His

Ala

Lys

Ser

Cys

180

Pro

Gly

Pro

Val

His

Gly

Gln

Val

85

Ala

Gln

Gly

Gln

Leu

165

Gln

Ser

Ala

ES 2 562 654 T3

Ala

Arg

Gln

Glu

Gln

70

Tyr

Phe

Gln

Ile

Ala

150

Ala

Gln

Arg

Val

Gly

Ala

Trp

His

55

Gln

Val

Azn

Cys

135

Gly

Leu

His

Leu

Gly

Phe

Pro

Pro

40

Leu

Gly

Trp

Ala

Ile

120

Ser

Thr

Met

Asn

Ala

200

Leu

31

Gln

Thr

25

Glu

Ile

Ala

Gly

105

Gln

Met

Pro

Ser

Ile

185

Ile

Ser

Leu
10

Lys

Trp

Ser

Gln

Asp

Ile

Ser

170

Gly

Asn

Ser

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

15

Val

Ala

Ala

Lys

Glu

155

Val

Lys

Asp

Thr

Lys

Thr

Val

Met

60

Lys

Asp

Pro

Asp

Ser

140

Thr

Leu

Asp

Val

Gln

Lys

45

Gly

Asgp

Gln

Gln

Pro

125

Gln

Asgp

Cys

Gly

205

Ala

Val

Thr

30

Leu

Gly

Azn

Arg

Cys

110

Leu

Ala

Asn

Phe

Asp

190

Asn

Glu

Ile

15

Met

Gly

Phe

Cys

Thr

95

Asp

Phe

His

Gln

Pro

175

Phe

Lys

Ile

Leu

Arg

Tyr

Tyr

Pro

80

Arg

Leu

His

Ala

Arg

160

Lys

Ser

Val

Phe



10

Len
225

Hisg

Phe

Pro

Arg

Gly

305

Trp

Val

Val

Len

Gly
385

Gln

<210> 19
<211> 1245
<212> ADN

210

Len

Thr

Asp

Len

Pro

290

Hisg

Thr

Phe

Lys

Asp

370

Cys

Lys

Glu

Glu

Leu

Len

275

Leu

Asp

Len

Glu

Met

355

Len

Glu

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

His

Gln

Met

260

Gln

Pro

Thr

Pro

Leu

340

Phe

Lys

Asn

Val

<223> construccion sintética

<400> 19

Ala

Gln

245

Ser

Thr

Asp

Asn

Gly

325

Trp

Tyr

Ser

Ile

Ala
405
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Gln
230

Trp

Arg

Ile

Ile

Ile

310

Gln

Gln

Gln

His

Gly

390

Gln

215

Gly

Asp

Thr

Ala

Ser

295

Ala

Pro

Asn

Thr

Pro

375

Thr

Val

Met

Ser

Pro

His

280

Pro

Asn

Asp

Pro

Met

360

Ala

Asp

Ile

32

Pro

Leu

Tyr

265

Ala

Asp

Ile

Asn

Asp

345

Asp

Gly

Lys

Glu

Lys

Leu

250

Ile

Len

Asn

Ser

Thr

330

Asn

Gln

Ile

Leu

Pro
410

Val

235

Lys

Ala

Gly

Lys

Gly

315

Pro

Hisg

Leu

Val

Cys

395

Ala

220

Ala

Leu

Lys

Ser

Ile

300

Met

Pro

Gln

Arg

Pro

380

Gln

Cys

Trp

Hisg

Hisg

Asn

285

Leu

Leu

Gly

Gln

Asn

365

Ile

Leu

Hisg

Gly

Asn

Asn

270

Ile

Phe

Gly

Gly

Tyr

350

Ser

Glu

Asp

Ile

Asn

Ala

255

Gly

Ala

Ile

Met

Gly

335

Val

Glu

Ile

Thr

Ile

240

Gln

Thr

Ser

Ala

Thr

320

Len

Ala

Lys

Glu

Phe
400
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agtgataccg cccctgctgg gttccagttg gaaaaggttg ttatcctaag cagacatgge &80
gtacgcgcgce caaccaaaat gacacaaacg atgcgcaacg tcacacctca ccagtggect 120
gaatggccgg taaaactcgg ctatatcacg ccccgeggtg aacatctgat tagcctgatg 180
ggeggttttt atcgagagcg ctttcagecaa caaggcecttat tacctaagga taactgtect 240
acaccagatg ccgtgtatgt ttgggcagac gtcgatcaac gcacacgtaa aaccggogag 300
gecttettag cgggtettge teeccaghtgt gatttagega tcecaccatca geaaaacatt 360
cagcaggeceg atcegetgtt ccatectgtg aaagecggta tetgttegat ggataaatcea 420
caggeacacg ccgecogttga aaagecaggcea ggcacacega ttgagacget caatcaacge 480
tatcaagcat ctttagcgct gatgagttceg gtactcgatt ttccaaaatc cccoctattgt 540
cagcagcaca acattggcaa actctgcgat ttttcacagg cgatgcctag caggectggcg 600
ataaatgacg acggtaataa agtggctctc gaaggtgccg tgggactttc atcgacgttg 660
getgaaattt tectgetgga acacgotcag ggaatgecta aaghggettg ggggaatatt 720
cacactgage agcaatggga ctetetgtta aaattgeata atgegeagtt tgacttgatg 780
tegegeacge cetatatege caageataac ggtactcecace tgetgeaaac categeacac 840
gcactgggtt ccaatatcgc gagtcgccca ctgccggata tttcocgccaga caataagatc 900
ctgtttattg ccggtcacga caccaatatt gccaatattt ctggcatget agggatgaca 960
tggacacttc cgggacagcc cgataacacc ccgccgggtg gggggctggt gtttgaacta 1020
tggcagaate cagataacca tcageaatat gtogeagtta agatgttceta tcaaacaatg 1080
gatcagttac¢ gaaatagtga aaagttagac¢ ctgaaaagte atcocageocgg tattgttece 1140
attgagatcg aaggttgtga gaacateggt acagacaaac tttgecaget tgataccette 1200
caaaagagag tggctcaggt gattgaacct gcatgccata tttaa 1245

<210> 20

<211> 6729

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 20

33



agettgegge
coccgaaagga
gggectetaa
cgaatgggac
cgtgaccget
tctcgecacy

cegatttagt

cgeactegag
agctgagttg
acgggtettyg
gogecectgta
acacttgcca
ttegecogget

getttacgge
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caccaccace
getgotgeoca
aggggttttt
gcggcgeatt
gcgccctage
ttccccgtea

acctegacce

accaccactyg
cegetgagea
tgetgaaagg
aagocgoggceg
gocecogetect
agctctaaat

caaaaaactt

34

agatcegget
ataactagca
aggaactata
ggtgtggtgy
ttcgetttet
cgggggctece

gattagggtg

gctaacaaag
taacecettyg
tecggattgy
ttacgcgcag
toccctteoeott
ctttagggtt

atggttecacyg

60

120

180

240

300

360

420



tagtgggeca

taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
gggaaatgtyg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaceca
gggttacatc
acgtttteca
tgacgecgyy
gtactcacca
tgctgeocata
accgaaggag
ttgggaaccy
agcaatggca
gcaacaatta
cottecgget
tatcattgca
ggggagteag
gattaagecat
acttcatttt
aatcecttaa
atcttettga
gctaccageg
tggettcage
ccacttcaag
ggctgctgec
ggataaggeg
aacgacctac
cgaagggaga

gagggagett

tegecetgat
ctettgttee
gggattttge
gegaatttta
cgeggaacec
caataaccct
tteegtgteg
gaaacgcetgyg
gaactggatc
atgatgagcea
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgett
gagetgaatg
acaacgttge
atagactgga
ggctggttta
gcactgggge
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatcottttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cageggtegg
accgaactga
aaggoggaca

ccagggggaa
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agacggtttt
aaactggaac
cgatttogge
acaaaatatt
ctatttgttt
gataaatgct
ccettattec
tgaaagtaaa
tcaacagcgy
cttttaaagt
teggtegeeg
ageatettac
ataacactge
ttttgcacaa
aagccatace
gcaaactatt
tggaggegga
ttgetgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttecactg
ttetgegegt
tgecggatcea
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgtct
getgaacggg
gatacctaca
ggtatceggt

acgcctggta

tegeecctttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
atttttetaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgcectgaa
taagatcctt
tetgetatgt
catacactat
ggatggeatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgea
atctggagec
gecctocoogt
tagacagate
ttacteatat
gaagatcctt
agegteagac
aatetgetge
agagectacca
tgtcocctteta
atacctcget
taccgggttg
gggttegtge
gegtgageta
aagcggcagg

tctttatagt

35

acgttggagt
cctatetegyg
aaaaatgagce
atttecaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
geattttgee
gatcagttgyg
gagagttttc
ggcegoggtat
tetecagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccactte
ggtgagegty
atcgtagtta
getgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttce
gtgtageegt
ctgctaatce
gactcaagac
acacagcecca
tgagaaageyg
gtcggaacaqg

cctgtcogggt

ccacgttett
totattettt
tgatttaaca
geactttteg
atatgtatece
agagtatgag
ttectgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatecegtat
acttggttga
aattatgeag
cgatcggagy
geettgateg
cgatgecetge
tagctteocey
tgegetegge
ggtetegegy
tctacacgac
gtgecteact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccace
cgaaggtaac
agttaggeca
tgttaccagt
gatagttacc
gettggageg
ccacgettee
gagagcegeac

tteogeocacct

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

23490



ctgacttgag
cagcaacgcey
tectgegtta
egotegeege
cctgatgegg
actctcocagta
tacgtgactg
gggettgtet
tgtgteagag
cagcgtggte
gttteteocag
tttectgttt
taccgatgaa
tactggaacyg
tcactcaggg
agcagcatee
ccagacttta
ttttgoagea
taaggcaacc
gtggggecge
cagtgacgaa
tcatcgtege
cctgteoctac
ccogegeeca
ccggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ttgccecttea
agcaggcgaa
gtatcgtegt

goegegeattg

cgtcgatttt
goctttttace
tecoctgatt
agccgaacga
tattttctec
caatctgete
ggtcatggct
goteceggea
gttttcaceg
gtgaagegat
aagegttaat
ggtcactgat
acgagagagg
ttgtgagggt
tcaatgcecayg
tgcgatgeag
cgaaacacgqg
geagtogett
ccgeccagect
catgeccggeg
ggcttgageg
gctccagega
gagttgcaty
cocggaaggag
atgagtgagce
cctgtegtge
tgggegecay
ccgectggeco
aatectgttt
atcecactac

cgococagege

ES 2 562 654 T3

tgtgatgctce
ggtteetgge
ctgtggataa
cocgagegeag
ttacgcatct
tgatgeecgea
gcgeococcgac
teegettaca
tcatcaccga
tcacagatgt
gtetggette
goctecocgtgt
atgctcacga
aaacaactgg
cgcttcgtta
atccggaaca
aaaccgaaga
cacgtteget
agccgggtcc
ataatggcct
agggcgtgca
aagecggtect
ataaagaaga
ctgactgggt
taacttacat
cagctgcatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatce

catctgateg

gtcagggggg

cttttgetgg
cegtattace
cgagtcagtyg
gtgcggtatt
tagttaagee
acccgccaac
gacaagctgt
aacgeogagag
ctgectgtte
tgataaageg
aagggggatt
tacgggttac
cggtatggat
atacagatgt
taatggtgeca
ccattcatgt
cgegtategg
tcaacgacag
gcttctogee
agattccgaa
cgccgaaaat
cagtcataag
tgaaggctct
taattgcgtt
aatgaatcgg
ctttteacea
tgcagcaagce
aacggcggga
gcaccaacge

ttggcaacea

36

cggagcctat
cocttttgete
gectttgagt
agcgaggaaqg
tcacaccgca
agtatacact
acccgctgac
gaccgtetee
geagcetgegg
atecgegtec
ggecatgtta
tctgttcatyg
tgatgatgaa
gcdgcgyggac
aggtgttcca
gggcgctgac
tgttgctcayg
tgattcatte
gagcacgatc
gaaacgtttg
taccgcaagc
gacccagage
tgcggecgacy
caagggcatc
gcgctcacty
ccaacgcegog
gtgagacggg
ggtccacgct
tataacatga
gcagecegga

geategeagt

ggaaaaacgc
acatgttett
gagctgatac
cggaagageyg
tatatggtge
cegoetatoege
gcgceccctgac
gggagcetgea
taaagceteat
agetegttga
agggeggttt
ggggtaatga
catgeccggt
cagagaaaaa
cagggtagcc
ttcegogttt
gtcgcagacg
tgetaaccag
atgcgcacce
gtggcgggac
gacaggccga
gctgocggea
atagtcatge
ggtcgagatc
ccegetttee
gggagagygcyg
caacagctga
ggtttgoccce
goetgtetteg
cteggtaatyg

gggaacgatg

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
23940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33800
3960
4020
4080
4140

4200



cocteattca
cgttcegeta
agacgegecog
gocgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgg
gocgagaagat
accaccacgc
ggogegtgea
agttgttgty
tccogegttt
gagacaccgy
aattgactet
gtgtceggga
taggttgagg
caacagtccco
cccgaagtggy
cgeoacetgtyg
gatceegega
ctagaaataa
ttaaccgtaa
tctcaggttt
ttgttatect
acgtcacacc
gtgaacatct
tattacctaa
aacgeacacy
cgatccacea
gtatetgtte
cgattgagac
attttocaaa

aggcgatgec

gcatttgeat
tcggctgaat
agacagaact
gctcoccacgee
ggtcagagac
catcetggte
tgtgcacege
tggcacceag
gggccagact
ccacgoggtt
tcgcagaaac
catactctge
ctteagggeyg
tctcgacget
cocgttgagea
coggecacgy
cgagoccgat
gegeeggtga
aattaatacg
ttttgtttaa
taaacccget
accggcatac
aagcagacat
tcaccagtgg
gattagcctg
ggataactgt
taaaaccgge
tcageaaaac
gatggataaa
gctcaatcaa
atccoccctat

tagecaggetyg
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ggtttgttga
ttgattgega
taatgggece
cagtcgcogta
atcaagaaat
atecagegga
cgetttacag
ttgatcggeg
ggaggtggea
gggaatgtaa
gtggetggee
gacatcgtat
ctatcatgee
ctcccttatg
cogoogocge
ggcctgecac
cttoccoate
tgccggeocac
actcactata
ctttaagaag
attgcacage
gccagtgata
ggegtacgeg
cctgaatgge
atgggoggtt
cctacaccag
gaggcocttet
attcageagg
tocacaggeac
cgctatcaag
tgteageage

gegataaatyg

aaaccggaca
gtgagatatt
goctaacageg
ccgtotteat
aacgccggaa
tagttaatga
gecttocgacge
cgagatttaa
acgeocaatea
ttcagcteceg
tggttcacca
aacgttactg
ataccgogaa
cgactcctge
aaggaatggt
catacccacyg
ggtgatgteg
gatgcgteoeg
gaggaattgt
gagatataca
gtattttatg
ccgeccetge
cgccaaccaa
cggtaaaact
tttatcgaga
atgeooegtgta
tagegggtet
cegateeget
acgeoogocgt
catctttage

acaacattgg

acgacggtaa

37

tggcacteeca
tatgccagee
cgatttgetyg
gggagaaaat
cattagtgca
teageccact
cgcttogtte
tocgoccgegac
goaacgactg
ccatcocgocge
cgcgggaaac
gtttcacatt
aggttttgeg
attaggaagce
gecatgcaagg
ccgaaacaag
gcgatatagg
gegtagagga
gagceggataa
tatgatgaca
tectctgate
tgggttccag
aatgacacaa
cggctatatce
gogcttteag
tgtttgggea
tgctecccayg
gtteecatect
tgaaaagcag
gctgatgagt
caaactetge

taaagtgget

gtogecttee
agccagacgce
gtgacccaat
aatactgttg
ggcagcttoe
gacgegttge
taccatcgac
aatttgcgac
tttgecegee
ttccactttt
ggtctgataa
caccacccety
ccattegatg
agcccagtag
agatggogec
cgoeteatgag
cgccagoaac
tcgagatete
caattcceet
atctctctgt
gtggctttat
ttggaaaagy
acgatgcgea
acgcccogeg
caacaaggct
gacgtcegate
tgtgatttag
gtgaaageeg
gcaggcacac
tcggtacteg

gattttteac

ctegaaggtyg

4280

4320

4380

4440

43500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120



10

15

20

cegtgggact
ctaaagtgge
ataatgegea
cactgctgca
atatttcgee
tttctggeat
gtggggggct
ttaagatgtt
gtcatecage
aactttgcca

atatttaaa

ttecategacy
ttgggggaat
gtttgacttg
aaccatcgca
agacaataag
gctagggatg
ggtgtttgaa
ctatcaaaca
cggtattgtt

gecttgatace
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ttggcetgaaa
atteacactg
atgtegegea
cacgcactgg
atcctgttta
acatggacac
ctatggeaga
atggatcagt
cecattgaga

ttccaaaaga

<210> 21

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
ctatggatcc gcatcatcat catcatcaca gtgataccgc ccctge

<210> 22

<211> 6738

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 22

gagatataca tatgaaatac ctgetgcecga

cecagecgge gatggecatg gatateggaa

acagtgatac
gcgtacgegce
ctgaatggcce
tgggeggttt
ctacaccaga
aggecttett

ttcagcaggc

cgecccctget
gccaaccaaa
ggtaaaactc
ttategagag
tgecegtgtat
agegggtett

cgatccgetg

gggttccagt

atgacacaaa
ggctatatca
cgetttcage
gtttgggcag
getecccagt

ttccatececty

ttttectget
agcagcaatg
cgccctatat
gttccaatat
ttgccggtca
ttccgggaca
atccagataa
tacgaaatag
tegaaggttg

gagtggctca

ggaacacget
ggactetetg
cgcecaageat
cgogagtcege
cgacaccaat
gcccgataac
ccatcagcaa
tgaaaagtta
tgagaacate

ggtgattgaa

46

cegetgetge
ttaattegga
tggaaaaggt
cgatgcgcaa
cgooeogegyg
aacaaggett
acgtegatea
gtgatttage

tgaaagccgg

38

tggtetgetg
tecegeatecat
tgttatccta
cgtcacacct
tgaacatcty
attacctaag
acgcacacgt
gatecaccat

tatctgtteyg

cagggaatge
ttaaaattge
aacggtacte
ccactgccgg
attgccaata
accccgceogg
tatgtegeag
gacctgaaaa
ggtacagaca

cctgecatgcece

cteoctegetg
catcatecatce
agcagacatg
caccagtggc
attagcctga
gataactgte
aaaaccggeyg
cagcaaaaca

atggataaat

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6729

60

120

180

240

300

360

420

480

540



cacaggcaca
gcotatcaage
gtcagcagoa
cgataaatga
tggetgaaat
ttcacactga
tgtegegeac
acgeactggg
tococtgtttat
catggacact
tatggcagaa
tggatcagtt
ccattgagat
tccaaaagag
cactegagea
ctgagttggce
gggtcttgag
gocetgtage
acttgccagc
cgeeggettt
tttacggeac
gococtgatag
cttgttecaa
gattttgecyg
gaattttaac
cggaaccect
ataaccctga
ccgtgtogec
aacgetggty
actggatcte
gatgagcact

agagcaactc

cgecgecgtt
atctttageg
caacattgge
cgacggtaat
tttectgetyg
gcagcaatgg
gcecctatate
ttecaatate
tgceggtcac
teegggacag
tecagataac
acgaaatagt
cgaaggttgt
agtggctcag
ccaccaccac
tgctgccace
gggttttttg
ggcegceattaa
gococctagege
ccecgtcaag
ctegacceca
acggtttttc
actggaacaa
atttaeggect
aaaatattaa
atttgtttat
taaatgcttc
cttattcecect
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagtte

ggtegoogea
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gaaaagcagyg
ctgatgagtt
aaactctgeg
aaagtggete
gaacacgete
gactctctgt
gocaagceata
goegagtegee
gacaccaata
cccgataaca
catcagcaat
gaaaagttag
gagaacateg
gtgattgaac
caccactgag
gctgagcaat
ctgaaaggag
gegeggeggy
ccgectocttt
ctetaaateg
aaaaacttga
gcocectttgac
cactcaacec
attggttaaa
cgtttacaat
ttttctaaat
aataatattg
tttttgecgge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg

tacactattce

caggcacace
cggtactega
attttteaca
tegaaggtge
agggaatgece
taaaattgca
acggtactece
cactgcoegga
ttgccaatat
ccoccgeegyyg
atgtegeagt
acctgaaaag
gtacagacaa
ctgcatgcca
atecggetge
aactagcata
gaactatate
tgtggtggtt
cgctttcttc
ggggcteect
ttagggtgat
gttggagtec
tateteggte
aaatgagetyg
ttcaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgecectt
tcagttgggt
gagttttcge
cgoggtatta

tcagaatgac

39

gattgagacg
ttttecaaaa
ggogatgect
cgtgggactt
taaagtgget
taatgcgcag
actgetgeaa
tatttegeca
ttctggeatg
tggggggcty
taagatgtte
tcatecagee
actttgcecag
tatttaaaag
taacaaagee
accccttggg
cggattggeg
acgegeageg
ccttoctttce
ttagggttec
ggtteacgta
acgttcttta
tattettttg
atttaacaaa
acttttcggg
atgtateege
agtatgagta
cctgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac

tcccgtattg

ttggttgagt

ctcaatcaac
tocecctatt
agcaggetgyg
teategacgt
tgggggaata
tttgacttga
accategeac
gacaataaga
ctagggatga
gtgtttgaac
tatcaaacaa
ggtattgtte
cttgatacct
cttgeggeeg
cgaaaggaag
gcctctaaac
aatgggacge
tgaccagetac
tcgoccacgtt
gatttagtge
gtgggecate
atagtggact
atttataagg
aatttaacge
gaaatgtgcg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgccgggea

actcaccagt

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



cacagaaaag
catgagtgat
aaccgctttt
gctgaatgaa
aacgttgoge
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtea
atttaaaaqgqg
tgagttttcy
toecttttttt
ggtttgtttyg
agegcagata
ctctgtagca
tggegataag
geggteggge
cgaactgaga
ggcggacagyg
agggggaaac

tocgattttty
ctttttacgg
cectgattet
cogaacgace
ttttetectt
atctgctctyg
tcatggetge
tccoggeatce
tttecacecgtc

gaagcgattc

catcttacgg
aacactgegyg
ttgcacaaca
gocataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gotgataaat
gatggtaage
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgogtaa
ccggatcaag
ccaaatactyg
ccgcectacat
teghbgtetta
tgaacggygy
tacctacage
tatccggtaa
gectggtate
tgatgctogt
ttectggect
gtggataacc
gagcgeoageg
acgcatctgt
atgocogeata
goocogacac
cgcttacaga
atcaccgaaa

acagatgtct
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atggeatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgageg
ctggegaact
aagttgcagyg
ctggagecgy
cotoccgtat
gacagatcgce
actcatatat
agatcctttt
cgtcagacce
tctgetgett
agctaccaac
toecttetagt
acctcgctct
cegggttgga
gtteoegtgeac
gtgagcetatg
gcggeagggt
tttatagtec
caggggggcy
tttgetggec
gtattacege
agtcagtgag
goeggtattte
gttaagccag
ccgocaacac
caagctgtga
cgogegaggce

gocctgttcat

agtaagagaa
tetgacaacg
tgtaactcge
tgacaccacg
acttacteta
accacttetg
tgagegtggg
cgtagttate
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
cgtagaaaaqg
gcaaacaaaa
tocttttteoy
gtageegtag
gctaatccty
ctcaagacga
acageccage
agaaageogee
cggaacagga
tgtegggttt
gagcctatgy
ttttgeteae
ctttgagtga
cgaggaageg
acaccgcata
tatacactcc
cegetgacge
cogtctoogg
agctgeoggta

cogegtocag
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ttatgeagtyg
atceggaggac
cttgatcgtt
atgcoctgeag
goettecogge
cgeteggece
tetaegeggta
tacacgacgyg
gcctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggecace
ttaccagtgg
tagttacegy
ttggagcgaa
acgettoceg
gagcgcacga
cgecacctet
aaaaacgcca
atgttettte
goetgataceg
gaagagegecd
tatggtgeac
gctatogeta
gocectgacgyg
gagctgcatg
aagctcatca

ctogttgagt

ctgocataac
cgaaggagcet
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
ttcoeggetgy
teattgeage
ggagtcagge
ttaagcattyg
ttcatttita
tcccttaacyg
cttcttgaga
taccagcggt
gcttcageayg
acttcaagaa
ctgctgecayg
ataaggeogea
cgacctacac
aagggagaaa
gggagecttce
gacttgageg
gcaacgcggc
ctgegttate
ctogecgeag
tgatgeggta
tctcagtaca
cgtgactggy
gettgteoetge
tgtcagaggt
gegtggtegt

ttcteocagaa

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320



gogttaatgt
tcactgatge
gagagaggat
gtgagggtaa
aatgccageg
cgatgeagat
aaacacggaa
agtcgettca
gecagectag
tgccggogat
cttgagcgag
tccagcgaaa
gttgeatgat
ggaaggagct
gagtgagecta
tgtegtgeca
ggcgccaggg
gectggeooct
tectgtttga
cocactacog
cccagcgcca
atttgcatgg
ggctgaattt
acagaactta
tccacgecca
tcagagacat
tectggteat
tgracegeeg
goacccagtt
gccagactgqg
acgeggttgy

geagaaacgt

ctggeottetyg
ctccgtgtaa
gotcacgata
acaactggcy
cttcgttaat
ccggaacata
accgaagace
cgttegcteg
cegggtecte
aatggcctge
ggcgtgcaag
goeggtecteg
aaagaagaca
gactgggttyg
acttacatta
getgeattaa
tggrttttcet
gagagagttyg
tggtggttaa
agatatcege
tctgategtt
tttgttgaaa
gattgeogagt
atgggcccge
gtcgegtace
caagaaataa
ccageggata
ctttacagge
gateggoegeg
aggtggcaac
gaatgtaatt

ggetggeetyg
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ataaagcggy
gggggatttc
cgggttacty
gtatggatgc
acagatgtag
atggtgeagg
attcatgttyg
cgtatcggtyg
aacgacagga
ttctegeeoga
attccgaata
ccgaaaatga
gtcataagtyg
aaggctctca
attgegttge
tgaateggeoce
tttcaccagt
cagcaagogy
cggegggata
accaacgcgc
ggcaaccagc
accggacatyg
gagatattta
taacagcgcy
gtcttcoatgg
cgecggaaca
gttaatgatc
ttegacgeceg
agatttaate
gccaatcagce
cageteegec

gtteaccacy

coatgttaag
tgttcatggy
atgatgaaca
ggcgggacca
gtgttccaca
gegetgactt
ttgectcaggt
attcattctyg
gcacgatcat
aacgtttggt
ccgcaagcga
cccagagogce
cggegacgat
agggcatcgyg
gcotecactgee
aacgcgcggy
gagacgggca
tccacgetgy
taacatgage
ageccggact
atcgecagtgy
gcactccagt
tgecagecaygy
atttgctggt
gagaaaataa
ttagtgeagy
ageecactyga
cttegtteota
goegoegacaa
aacgactgtt

ategecgett

cgyggaaacygy

41

ggeggttttt
ggtaatgata
tgeceggtta
gagaaaaatc
gggtagccag
cegegtttee
cgeagacgtt
ctaaccagta
gegeacecgt
ggcgggaccea
caggccogate
tgecggoace
agtcatgeoce
tcgagatccce
cgettteocayg
gagaggeggt
acagctgatt
tttgccoccag
tgtettoggt
cggtaatggc
gaacgatgcc
cgeecttoceg
ccagacgcay
gacccaatgce
tactgttgat
cagetteocac
cgegttgege
ccategacac
tttgegacgy
tgcecogecag
ccacttttte

tetgataaga

tocotgtttgg
ccgatgaaac
ctggaacgtt
actcagggtc
cagcatcctg
agactttacg
ttgcagcage
aggcaaccce
ggggecgeca
gtgacgaagy
atcgtogoge
tgtcctacga
cgegoccace
ggtgcctaat
tcgggaaace
ttgegtattg
goocttcace
caggcogaaaa
ategtegtat
gegeattgeg
ctcattcage
ttccogetate
acgogecgay
gaccagatgc
gggtgtctgg
agcaatggca
gagaagattg
caccacgetg
cgegtgeagyg
ttgttgtgec
cegegtttte

gacaccggea

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5340

6000

6060

6120

6180

6240



10

tactctgcga
tocegggeget
tcgacgcetcet
gttgageace
ggccacgggy
ageccgatet
gceggtgatyg
ttaatacgac

ttgtttaact

catcgtataa
atcatgccat
cccttatgeg
gocgeogeaa
cetgecacca
tececategg
ccggocacga
tcactatagyg

ttaagaag

<210> 23

<211> 10331

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 23

aagecttgeat
cggctecate
gacceggegyg
aagaatataa
cagtaagtgce
cggaccccta
gacctectate
agggtaacac
tcaaagatge
attcagtatg
atagagatgg
tacgaataat
taaacttgag
agtagcegaa
aaccgatcac
agacaagata

gtocttacco

gagcatgtoa
ggtgagtaac
cttatecate
cetetactac
caaccggttc
ccaaatgaac
cagcgtgatt
atgeatccag
actgcaggtyg
tgaacecggy
gctgagttgy
gagcgttatt
agccatggaa
gtgggeggat
accatagata
catggaacaa

atagatcaat
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cgttactggt
accgcgaaag
actcctgeat
ggaatggtge
tacccacgee
tgatgtegge
tgegtcegge

ggaattgtga

cagtcgaatt
ctctetetta
atgggaaaca
tecgtetggt
cogocactat
aacatctaca
gatocgtateg
cegtggeggy
aaatacgatt
tacatcattg
gaggcgtgga
goctatgtatt
tcaatgaaat
agcocaagaat
atatccaaag
gaaaggtaca

cccacgggaa

ttocacattca
gttttgcgee
taggaagcag
atgcaaggag
gaaacaagcg
gatataggceg
gtagaggatc

gcggataaca

ctggggtcac

ctaccacgga
acacctacaa
gegacggtga
cgtaaaaaca
cccaacaaga
acgctcteeot
toctecacce
cecttttacac
aggctgaggg
cttgacgatt
tttatagata
gacatggcga
aacaccagaa
aagtttaaat
coecggtagat

caaaaccaaa

42

ccaccctgaa
attcgatggt
cccagtagta
atggegecea
ctecatgagee
ccagcaaceyg
gagatctcga

attcccctcet

ttgactctct
gtcecgggatc
ggttgaggoe
acagtcccoce
cgaagtggeg
cacctgtgge
tccecgecgaaa

agaaataatt

geggtgettg
aacatcactyg
atoogecaga
ccacgagetyg
aaaaatctaa
caacatccac
tctggttotg
cgacgggtec
caaccagoec
goceccaggte
ccgtcaagta
gtttatttat
gtgtagatca
tcagataaca
agecgagaca
aaaccectggy

gtcaacaacc

agggogaata
acgtaaccag
attectetegg
tacgatetet
caacaccaga
ctcctaagea
aaatcctgeca
gtagagagece
aaggtgtegt
ggattgcagt
tgagtatggy
atatcatgac
cgatagtcat
ggaacatcac
aagagaatag
acgggoecoga

accaccacca

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6738

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720
780
840
9200
960

1020



ttaccacaac
gtaaagccoct
geacgogcgy
caageccocyg
tagacacact
ctagaggatc
teggagattt
tttettttte
actaagggtg
gtegtgatgg
ttggaggaaa
attgtcaagyg
gttttcatte
atacteoatec
agegeagete
attggaacce
ctteagegea
ggcacattce
gggcetgttgyg
gtagegetaa
gtectgagac
cetegagegy
cegeggacte
caaaggcgat
tegtgtttgt
toctggagga
ttgecegacaa
cagcaggagc
aggataagcc
cegtegatgg
cctettotaa

cggcaaactc

cgcatcaata
gtacgttgea
ccaacgatee
teteacttea
cacccacgca
aaatataagt
tatgegttgt
tctectattge
ctgtettgtg
tggggaaaca
agaaggtogt
actgggatga
actgccatat
cceattetege
ttacctccac
agttgottte
teggtoceca
aggettttgt
agggagggtt
caatgggttt
gagtttoegg
cegettegag
gaagcetgect
gtatgatggt
agcaatgaat
cgggtccgeg
categaggece
catttoogtt
cttgttcegyg
ggtcaaggga

cgacacceta

cgtgccagge
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gaaccoggtga

tatcgottaa
aaactageeco
tagtggaatt
tgctgtetgt
agattggatg
gttgttggge
ttgccttgga
tcactgaact
gttoegagtte
cgatgaggtc
taaggaggayg
aggttcaagc
tetegettte
tatcaccgaa
ggctggtatt
ggtetggtty
acagtegtac
tatteoctggt
ggtacaggty
accactetgt
gattgectga
gtgetggtet
acaacgatgg
tategegtay
aacctagggce
tttggtggag
tttgatcaga
gaggccatca
cagcaagtat
gettgtetge

attttaaget

aaaatgacac
gcacaaaagt
tgacatcaaa
gegggteace
gcccagaacg
taggoccegta
ggaaaaagaa
tatcccttge
goctgotcaac
gaggaccaga
tataccgata
ggcaagetge
atatactgac
tteggecten
gacctaggtyg
gtcatcaceg
teggeacage
coggoegtate
ttgtotggte
cectgtacta
tettotatgg
acattgacat
ggatctttgyg
tatcatecgtc
gaggtttegg
tcctggacca
aceccggacaa
tgatcttgta
tggactccgy
atgatgeggt
gtgaactaga

accattctgt

43

categaatece
agtagaatag
gecagoggcy
teactgattyg
tggactttgg
ttttttttat
atatacttte
atacggtegg
cteotgtetgy
gggatggeat
atgatgttge
ggaggaagty
tggtatatag
agattgateg
tcaccacgaa
agatccegte
tgatagettyg
tggccacgag
gtgegecttyg
tetetegaca
gcagatgttt
teggegteceg
cggaggettt
gatagacaag
gttettgece
acgccttgee
ggtgacgatt
cgacggaaac
tagtgttgtt
agtggaatcet
ctacaccgac

ggcgttatca

ttecaccctaa
atatgagecee
attgcgeocat
actgtetgte
ctctgecgag
tteogtgtgac
tttttgttet
ttgctgattg
tattcctgtt
cgtgcetece
gtcggaggagy
agtegteact
gatcgatatc
cggcaatate
ccaaatcaat
aaatattata
gggtetggtt
gttgttgetg
gtetatggtg
tggtataaac
gceeggtgega
gocgggacea
gaacttggtt
aacatgccta
ggaaaggaga
ctgcagtggy

tggggagaat

atcacttaca
cccgeagace
gcaggetgtt
tteoctcaaty

tatgtgecte

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

29490



gaccggacgy
ctogggtcoec
agtccaacat
acgctagceg
ggtctecgtt
ccattctegg
aaatctceoce
ttotggggac
atgcagctag
ccaaccgggy
tcggagcgaa
tectgeagaa
aggaacttag
ggatcatgat
atagetteoce
ceggggacygy
gattggccac
tecceococoggec
goectaatgte
aattcaaget
cottecagett
teegtgagygy
cccageatea
tgtctgggta
cotgaagete
gactggcagt
taagcagaca
ctcaccagtg
tgattagcct

aggataactg

gtaaaaccgg

gacggegttg
gttcategty
tacgacgatc
agagcagectt
caggacaggce
cgacttggte
tgatcetteocg
ctteccacgga
ttctageccac
ggagtacatt
cgacgccagt
tacegeggey
ccttatgaga
agtactagcece
gttagttata
cgaataccocyg
cteotecaagg
cggcccgaca
tagteegtte
agatgctaag
cccctegtge
goetgaagtge
ttacacctea
tgctaagcac
ggactgtgtg
ccccagtgat
tggcgtacgce
goctgaatgg
gatgggeggt
tcctacacca

cgaggocttce
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teggeatcac
ggcgaccaag
gacgaggtgy
gaagaactag
goggecaaca
ttcaccatta
aactggtegt
agtgacctgce
acgtactatc
gagtggecge
cteccttacgyg
ttacacatet
tgaatgatgy
atattaatga
gtaccategt
ggaattgaaa
cacagggeca
cocgetatagyg
acaagctgaa
cgatattgca
agatgaggtt
ttectecott
gcaatgggeg
cacaatcaaa
ggactactga
accgecccty
gcgccaacca
ccggtaaaac
ttttatcgag
gatgeegtgt

ttagcgggtc

cggacgtttt
aggatgagag
tcgactacct
tggccctgta
actggtatec
cococggeggge
acctggegac
tgcaggtgtt
tgagctttgt
agtggaagga
atgatttccg
gatgccattyg
acgtgtctgg
agggcatata
tataccagec
gaaattgecat
ttetgeageg
ctggttctec
gagettgaag
tggcaatatyg
tggctataaa
ttagacgcaa
tetetgetgt
gtctaataag
tegetgacta
ctgggttcca
aaatgacaca
tcggctatat
agcgctttca
atgtttggge

ttgcteccceea

44

gggcaaagca
gaccttatte
ggcctcatac
cccagacace
gcaatttaag
attectetcyg
ctatgactat
ctatgggatc
gtatacgcty
atcgoggeoag
caacgggaca
goggaggggt
cctcggaaaa
ccacgegttg
aatcaagtca
cocaggecag
ctggtggatt
cacaccatcyg
tggegagatg
tgttgatgeca
ttgaagtggt
ctgagagcct
tetacttect
gaccctoect
tetgbgeaga
gttggaaaag
aacgatgcgc
cacgccccyge
gcaacaaggc
agacgtegat

gtgtgattta

gggaaatatg
geecttgttte
ttcttctatg
accacgtacg
cgattggeeyg
tatgcagagg
ggcaccccag
aagccaaact
gatccgaact
ttgatgaatt
tatgagttca
ceggacggte
ggatatatgg
gacctgegtt
ccacgeacga
tgaggecage
catcgeaatt
gagattcgte
tetoctgeagyg
tgtgettett
tggteggggt
gagcttcate
ttgtatctee
tccgagggece
gtcaccteeg
gttgttatcce
aacgtcacac
ggtgaacatce
ttattaccta
caacgcacac

gcgatccace

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740

4800



atcagcaaaa
cgatggataa
cgetcaatea
aatceccecta
ctagcaggct
ttteategae
cttgggggaa
agtttgactt
aaaccatege
cagacaataa
tgctagggat
tggtgtttga
tetatcaaac
ccggtattgt
agcttgatac
caatcaatcco
tgtatgtagt
gaccgacgga
cgtgtagaag
catteccatee
ctcatcttag
cccoccatcatt
tccaatagat
aacccagtte
gteoggggoca
teattgatee
tcteotgoage
tcagagetat
gaactcacte
atcgtgcaag
gttggeecta

agecateggt

cattcageag
atcacaggca
acgetatcaa
ttgtcageag
ggcgataaat
gttggctgaa
tattcacact
gatgtcgoge
acacgcactyg
gatcctgttt
gacatggaca
actatggeag
aatggatcag
tcecattgag
cttcocaaaag
atttcogetat
gggtgtgeat
attgaggata
accagacaga
ttcteotgett
atccaagcac
gctttcoeoeoceca
cgtettoget
aataatagcc
gttecgggtyg
acegococacy
tccagtcocaa
ggegttatece
ttgttttaat
ggagattgat
ttegtgggat

ctetgoacge
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goocgateoege
cacgccgecy
gcatetttag
cacaacattg
gacgacggta
attttectge
gagcagcaat
acgccctata
ggttecaata
attgccggte
cttecgggac
aatccagata
ttacgaaata
atcgaaggtt
agagtggete
agttaaagga
aatagtagtg
tccggaaata
cagtccctga
gctctgetga
gtaattccat
ggggccteee
tcaaaatett
gagatgecatg
gtcattggec
agggogtett
cgctgactga
cgtgecgttyg
agtgatcettyg
acggaattgt
cgatgeeete

aaacccaact

tgttccatee
ttgaaaagca
cgetgatgag
gcaaactetg
ataaagtggc
tggaacacge
gggactetet
tcgccaagea
tegegagteg
acgacaccaa
agcccgataa
accatcageca
gtgaaaagtt
gtgagaacat
aggtgattga
tggggatgag
aaatggaagc
cagacacegt
tttaccetge
tatcactgte
agccgaggte
aacgactaaa
tgacaattec
gtggagtcaa
gcctgtgatg
tgetttttge
ctagtttacc
ctgegoaate
gtgacggagt
cgctcoceate
ctgtgeagea

toctotteat

45

tgtgaaagee
ggcaggcaca
tteggtacte
cgatttttea
tecteogaaggt
teagggaatg
gttaaaatty
taacggtact
cocactgeeg
tattgccaat
cacccegecy
atatgtegea
agacctgaaa
cggtacagac
acctgcatge
ggcaattggt
caagtcatgt
gaaagccatg
acaaagcact
attcaatgeca
cacagtggag
tcaagagtat
aagagggtece
ttaggcagta
ccatctgeca
goggogteca
tactggtcetyg
gotatettga
gteggtgagt
atgatgttct
geaggtactyg

teteacggat

ggtatctgtt
ccgattgaga
gattttecaa
caggogatge
geegtgggac

ccotaaagtgg

cataatgege
ccactgetge
gatatttege
atttctggea
ggtgggggge
gttaagatgt
agtcatcecag
aaactttgce
catatttaga
tatatgatca
gattgtaatc
gtctttcett
agaaaattag
tageocatgag
cagcaacatt
atctctaccg
ccatccatea
ttgctggaat
ctaaateccga
ggttcaacte
atcggctcca
tegeaacett
gacaaccaac
tgccggettt
ctggatgagy

gatcaggate

4260

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



tccggatgaa
cegagttett
ggacgggaag
acactgette
ggatacccca
tecgecggtt
tataacgcge
tattecctact
caatatacta
agtgacgege
gaggggctga
gogecatttgt
tgtgatatee
gtggatccaa
tcgeccagegt
gctggaagaa
ccacattgge
cgtaccatte
cacgcacatt
ctttgacggg
ctgcaggtcg
aagccaggtt
tgggcgctcet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
teagaggtgg
cctcgtgege
ttegggaage
cegttegetee

atceeggtaac

ttcteoggeg
gaaccattte
acaggcteat
gateggtett
aattecgtcge
acaataccta
cctttgtgaa
ggaatgegac
cggatgtgat
cattettect
geggtgeggy
ttgctgatge
tgacacagtyg
accatggaac
ctgcgoactt
agtgggcaga
catcaccgtc
tacattegeyg
gacattgcac
actccgatge
actctagagg
aacctgcatt
tocgettoct
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggce
cgaaacccoga
toctectgtte
gtggegettt
aagctggget

tategtettyg
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tatatgcecgt
gteactaceg
aatactaatg
gattctteag
tcaaggcttc
ctacacgggg
cggtttcaat
ataccagcga
gaaggagaag
gacggtegeg
tggacegaag
aaaggtgccy
gtggggacyy
tacagaacca
tgcaagcecgt
tcgacaatac
taceccececgy
gacctggeat
ctacactgtt
ccgtgtogac
atctgccggt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
teocegeoecece
caggactata
cgaccctgec
cteatagete
gtgtgcacga

agtccaacce

atacgcaggc
cgetttgetyg
tgacggatgt
cgtggttaca
aacgaaaact
aagcetgttea
ggctccgact
aaccatgage
geategggat
ccgategeac
atgacagage
cggacgecta
gcactgacaa
gaccgtcatce
cgatgagatg
ctacatcatt
caagacaact
tectgaggga
cgagttggct
tagcaagaag
ctccctatag
ccaacgcgeg
ctcgetgege
acggttatcc
aaaggccagyg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgcetgtagg
accccocgtt

ggtaagacac

46

gagaatcaag
taeegtegege
gaacceogect
attgctaatg
toctoececegt
actegeacag
tocctectega
cteegeggag
tgttggeaga
cgcacacgaa
cgetgectge
atttcaatcc
gagtaggatt
gactacgaag
gtggatgege
tacagtgctyg
ggctatgaag
aagagcegttg
ggggttcecct
acccagtcaa
tgagtcgtat
gggagaggcyg
toggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegttteocce
tacctgtcey
tatetcagtt
cagecegace

gacttatcge

gaaaagggta
gtgagtcttt
tatggtatgyg
cggcatagge
ttggctgcag
tgtoegetace
cccccacaca
ttacgaggga
tgegetggac
catcgatgtyg
accgagacat
ggacaaggtyg
ctggtgeggy
accatcttta
tgatcacgca
ataacggcta
aggacattcg
accgtgtaac
tgcgagagga
gcttgcatge
taatttcgat
gtttgcgtat
ggctgcggeyg
gggataacgce
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagete
cctttctece
cggtgtaggt
gotgegecett

cactggcage

6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520

8580



agccactggt
gtggtggect
gecagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
coecegtegtyg
gataccgcga
aagggccgaqg
ttgccgggaa
tgcetacagge
ccaacgatca
cggtectecyg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgy
acgttetteg
acceactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaaaa
aaataggcegt
ctgacacatg
acaagcccogt
ggcatcagag
ctacaattaa

tcgagcagcet

aacaggatta
aactacgget
tteggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
ategttgtea
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacecaact
ggaaggcaaa
ctctteocttt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgagge
cagetecegy
cagggegegt
cagattgtac
tacataacct

g
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geagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagegatetg
cgatacggga
caccggctcce
gtcctgeoaac
gtagttcgecce
cacgcetegte
catgatecce
gaagtaagtt
ctgtcatgcce
gagaatagtyg
cgccacatag
tetcaaggat
gatcttceage
atgccogeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cetttegtet
agacggtcac
cagcgggtgt
tgagagtgca

tatgtatcat

gtatgtagge
gacagtattt
cteottgatee
gattacgcge
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tetatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcecgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagty
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttacegetyg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgegegttte
agettgtetg
tggegggtgt
ccatatggac

acacatacga

47

ggtgctacag
ggtatetgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaagq
aacgaaaact
atccttttaa
tetgacagtt
tcatecatag
tetggececa
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacy
gettcattea
aaaaaagcgg
ttatcactea
tgcttttety
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttecaccageg
agggegacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
ggtgatgacy
taagoggatg
cggggctgge

atattgtcgt

tttaggtgac

agttettgaa
ctetgetgaa
ccacegetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgectgact
gtgctgeaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgcecat
getaeggtte
ttagetectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgccegge
tcattggaaa
gttegatgta
tttetgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
gtgaaaacct
ccgggageag
ttaactatge
tagaacgcgg

actatagaac

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10331
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<210> 24

<211> 414

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 24
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48



Ser

Ser

Ile

Arg

65

Thr

Lys

Ala

Pro

Ala

145

Tyr

Ser

Gln

Gln

Asgp

Arg

Val

Thr

50

Glu

Pro

Thr

Ile

Val

130

Val

Gln

Pro

Ala

Leu
210

Thr

His

Thr

35

Pro

Arg

Asp

Gly

His

115

Lys

Glu

Ala

Tyr

Met

195

Glu

Ala

Gly

Pro

Arg

Phe

Ala

Glu

100

His

Ala

Lys

Glu

Cys

180

Pro

Gly

Pro

Val

His

Gly

Gln

Val

85

Ala

Gln

Gly

Gln

Leu

165

Gln

Ser

Ala
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Ala

Arg

Gln

Glu

Gln

70

Tyr

Phe

Gln

Ile

Ala

150

Ala

Gln

Arg

Val

Gly

Ala

Trp

His

55

Gln

Val

Leu

Asn

Cys

135

Gly

Leu

His

Leu

Gly
215

Phe

Pro

Pro

40

Gly

Trp

Ala

Ile

120

Ser

Gly

Met

Asn

Asn
200

49

Gln

Thr

25

Glu

Ile

Leu

Thr

Gly

105

Thr

Met

Pro

Ser

Ile

185

Ile

Gly

Leu

10

Lys

Trp

Ser

Leu

Asp

20

Leu

Gln

Asn

Ile

Ser

170

Gly

Ser

Ser

Glu

Met

Pro

Pro

75

Val

Ala

Val

Lys

Glu

155

Val

Lys

Asp

Thr

Lys

Thr

Val

Met

60

Lys

Asn

Pro

Asp

Ser

140

Thr

Leu

Asp

Leu
220

Val

Gln

Lys

45

Gly

Asp

Gln

Gln

Pro

125

Gln

Leu

Asp

Cys

Gly

205

Ala

Val

Thr

30

Leu

Gly

Asn

Arg

Cys

110

Leu

Thr

Azn

Phe

Asp

190

Azn

Glu

Ile

15

Met

Gly

Phe

Cys

Thr

95

Asgp

Phe

Tyr

Gln

Pro

175

Phe

Glu

Ile

Leu

Arg

Tyr

Tyr

Pro

80

Arg

Leu

His

Glu

Arg

160

Lys

Ser

Val

Phe



10

Leu
225

Hisg

Phe

Pro

Ser

Gly
305

Trp

Val

Val

Leu

Gly
385

Gln

<210> 25
<211> 1245
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen sintético adaptado para el uso de codones de Aspergillus niger

<400> 25

Leu

Asn

Asn

Leu

Lys

290

His

Thr

Phe

Lys

Asp

370

Cys

Lys

Glu

Glu

Len

Leu

275

Leu

Asp

Leu

Glu

Met

355

Leu

Glu

Arg

Tyr

Ser

Met

260

Gln

Pro

Thr

Pro

Leu

340

Ile

Lys

Asn

Val

Ala

Gln

245

His

Ala

Asp

Asn

Gly

325

Trp

Tyr

Ser

Ile

Ala
405
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Gln
230

Trp

Arg

Ile

Ile

Ile

310

Gln

Gln

Gln

Asn

Gly

390

Gln

Gly

Lys

Thr

Ser

Ser

295

Ala

Pro

Asn

Thr

Pro

375

Thr

Val

Met

Ser

Pro

Asn

280

Pro

Asn

Asp

Pro

Met

360

Ala

Asp

Ile

50

Pro

Leu

Tyr

265

Ala

Asp

Ile

Asn

Asp

345

Asp

Gly

Lys

Glu

Val

Leu

250

Ile

Leu

Asn

Gly

Thr

330

Asn

Gln

Ile

Leu

Pro
410

Val

235

Asn

Ala

Asn

Lys

Gly

315

Pro

Hisg

Len

Val

Cys

395

Ala

Ala

Leu

Lys

Pro

Ile

300

Met

Pro

Gln

Arg

Pro

380

Gln

Cys

Trp

Hisg

His

Asn

285

Leu

Len

Gly

Gln

Asn

365

Ile

Leu

Gln

Gly

Asn

Gln

270

Ala

Phe

Gly

Gly

Tyr

350

Ser

Glu

Asp

Ile

Asn

Ala

255

Gly

Thr

Ile

Met

Gly

335

Val

Glu

Ile

Thr

Ile

240

Hisg

Thr

Glu

Ala

Asn

320

Leu

Ala

Lys

Glu

Phe
400
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agegataceg ceoccegeggy cttocagetyg gagaaggtgg tcattetete gegteacggt 60
gtccocgageoec ccaccaagat gacacagacg atgcgcgatg tcactccaca tcagtggect 120
gagtggccceg tgaagctcgg ctacatcact cctcgtggag aacacctcat cagcctgatg 180
ggeggtttet atagggaacg gttccagecag cagggattge ttcccaagga caactgtccg 240
acccccgacg ccgtctacgt gtggaccgac gttaaccagce gtacccgcaa gactggagag 300
gectttccteg ccggtettge goctcagtgt gatctggeca tcoccaccacca gcagaacatc 360
acgcaggteg accegetgtt tcaceoggte aaggocggta tetgttegat gaacaagtet 420
cagacctatg aggetgtega gaageagget ggoggecceta ttgagacget aaaccagege 480
taccaggecg aactggeatt gatgtoctet gtgttggatt tcecccaagte cecatattge 540
cagcagcata acatcggcaa actgtgcgac ttttcacagg ctatgcctag ccgcctcaac 600
atctccgatg acgggaatga ggtgcaactc gaaggcgecg toggtcttgg ttccacgetce 660
goccgagatct tcctactgga atacgctcag ggtatgoctg tggtcgecctg gggcaacatt 720
cacaacgaga gecagtggaa gagectectt aacttgeaca acgeccattt caacctgatg 780
cacagaacge c¢etacattge caageaccag ggaaccocett tacttceagge tatcageaac 840
getetecaace caaatgeaac tgagtcgaag ctcoccegata tetecteccga caacaagate 900
cttttcattg ccggoccacga caccaacatc gcaaacatcg gaggcatgtt gggtatgaac 960
tggactctec cgggccagcec agacaatact ccgcecccggeg gtggactggt tttcegaactce 1020
tggcagaacc cggataacca tcagcagtac gttgcggtga agatgatcta ccagaccatg 1080
gaccagetge geaattecga gaagetggac ttgaagagcea aceoctgetgg gategtecce 1140
attgagatcg aaggttgega gaacateggt accgacaage tgtgecaget ggatactttt 1200
cagaagegtg ttgeccaggt cattgagece gegtgeocaaa tcotaa 1245

<210> 26

<211> 10331

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 26

51



aagcttgcat
cggctocate
gacccggegyg
aagaatataa
cagtaagtgc
cggaccccta
gacctctatc

agggtaacac

gagcatgtca
ggtgagtaac
cttatecate
cctetactac
caaccggttce
ccaaatgaac
cagcgtgatt

atgcatcecag
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cagtcgaatt
ctetetetta
atgggaaaca
tecgtetggt
ccgcecactat
aacatctaca
gatcgtatcyg

cegtggeggy

ctggggtcac

ctaccacgga
acacctacaa
gegacggtga
cgtaaaaaca
cccaacaaga
acgctctect

tectecacee

52

gcggtgetty
aacatcactg
atccgeocaga
ccacgagetyg
aaaaatctaa
caacatccac
tctggttety

cgacgggtcce

agggcgaata

acgtaaccag
attctetegy
tacgatetet
caacaccaga
ctcctaagca

aaatcctgca

gtagagagcd

60

120

180

240

300

360

420

480



tcaaagatge
attcagtatg
atagagatgg
tacgaataat
taaacttgag
agtageegaa
aaccgatcac
agacaagata
gtecttacee
ttaccacaac
gtaaagcect
gcacgoegogg
caagcecooey
tagacacact
ctagaggatce
teggagattt
tttottttte
actaagggtg
gtegtgatgg
ttggaggaaa
attgtcaagg
gttttcatte
atcctecatee
agcgcagetc
attggaacce
cttoagegea
ggcacattce
gggetgttgg
gtagegctaa
gtcocctgagac
cctegagegy

cegaggacte

actgcaggtyg
tgaaccogayg
gctgagttgg
gagcgttatt
agccatggaa
gtgggeggat
accatagata
catggaacaa
atagatecaat
cgcatcaata
gtacgttgeca
ccaacgatce
tetcacttea
cacccacgca
aaatataagt
tatgegttgt
tctctattge
ctgtcttgtyg
tggggaaaca
agaaggtcogt
actgggatga
actgccatat
ccattetege
ttacctccac
agttgctttc
toeggtececca
aggcettttgt
agggagggtt
caatgggttt
gagtttcegg
cogettegag

gaagetgect
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aaatacgatt
tacatcattyg
gaggegtgga
gctatgtatt
tcaatgaaat
agecaagaat
atatccaaag
gaaaggtaca
ccocacgggaa
gaaccggtga
tatcgcttaa
aaactagecc
tagtggaatt
tgctgtctgt
agattggatyg
gttgttggge
ttgocttgga
tcactgaact
gttegagtte
cgatgaggtce
taaggaggag
aggttcaagc
tcoctegettte
tatcaccgaa
ggctggtatt
ggtetggttyg
acagtegtac
tattectggt
ggtacaggtyg
accactctgt
gattgectga

gtgetggtet

ccttttacac
aggetgaggy
cttgacgatt
tttatagata
gacatggcga
aacaccagaa
aagtttaaat
cecoggtagat
caaaaccaaa
aaaatgacac
gcacaaaagt
tgacatcaaa
gogggteace
gcccagaacy
taggcccgta
ggaaaaagaa
tatceocttgc
gcectgeteaac
gaggaccaga
tataccgata
ggcaagctgc
atatactgac
tteggectee
gacctaggtg
gtcatcaccyg
teggeacage
coggegtate
ttgtetggte
coctgtacta
tcttctatgg
acattgacat

ggatetttgyg

53

caagcagcce
goecccaggte
cegtcaagta
gtttatttat
gtgtagatca
tcagataaca
agccgagaca
aaaccctggyg
gtcaacaace
catcgaatcc
agtagaatag
gecageggoy
tecactgattyg
tggactttgg
ttttttttat
atatacttte
atacggtogy
ctetgbetgy
gggatggeat
atgatgttgc
ggaggaagty
tggtatatag
agattgatcy
tcaccacgaa
agatcccgtc
tgategettyg
tggecacgag
gtgegeettg
tetetegaca
gcagatgttt
teggegtecy

cggaggettt

aaggtgtegt
ggattgcagt
tgagtatggy
atatcatgac
cgatagtcat
ggaacatecac
aagagaatag
acgggoecga
accaccacca
ttcaccctaa
atatgagccc
attgcgecat
actgtetgte
ctectgecgag
ttegtgtgac
tttttgttet
ttgctgattg
tattecctgtt
cgtgecteoce
gteggaggag
agtcgtcact
gatcgatatc
cggeaatatce
ccaaatcaat

aaatattata

gggtetggtt
gttgttgety
gtetatggtg
tggtataaac
gccggtgega
gecegggacca

gaacttggtt

540

600

660

T20

780

B40

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



caaaggcogat
tecgtgtttgt
tecctggagga
ttgccgacaa
cagcaggage
aggataagee
cegtegatygyg
cctettetaa
cggcaaactc
gaccggacgyg

ctocgggtece

agtccaacat
acgctagecg
ggtctocgtt
ceattetegyg
aaatctccee
ttetggggac
atgcagctag
ccaaccggygy
tcggagcegaa
tectgeagaa
aggaacttag
ggatcatgat
atagettece
ccggggacgy
gattggeocac
teocceococggec
gectaatgte
aattcaagcect
ccttcagett

tcocgtgaggg

gtatgatggt
agcaatgaat
cgggtcecgeg
catcgaggec
cattteegtt
cttgtteegg
ggtcaaggga
cgacacceta
cgtgccaggce
gacggegttg
gttcatcgty
tacgacgatc
agagcagctt
caggacaggc
cgacttggte
tgatcttecy
cttecacgga
tteotagecac
ggagtacatt
cgacgccagt
taccgeggeg
ccttatgaga
agtactagee
gttagttata
cgaatccceeg
ctetecaagg
cggcccgaca
tegteagtte
agatgctaag
ccecctegtge

gctgaagtge
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acaacgatgg
tatcgecgtgg
aacctagggc
tttggtggag
tttgatcaga
ggggccatca
cagcaagtat
gettgtetge
attttaagct
teggeatcac
ggcgaccaag
gacgaggtgg
gaagaactag
gcggccaaca
ttcaccatta
aactggtcgt
agtgacctge
acgtactate
gagtggecge
ctccttacgg
tteccacatet
tgaatgatgy
atattaatga
gtaccatcgt
ggaattgaaa
cacagggeca
ccgectataggy
acaagctgaa
cgatattgca
agatgaggtt

ttecctecett

tatcatcegte
gaggtttcgg
tcctggacca
acccggacaa
tgatettgta
tggactcegyg
atgatgeggt
gtgaactaga
accattctgt
cggacgtttt
aggatgaggg
tcgactacct
tggcecctgta
actggtatcc
cceggegggce
acctggcgac
tgcaggtgtt
tgagetttgt
agtggaagga
atgatttccg
gatgecattyg
acgtgtctgg
agggcatata
tataccagee
gaaattgcat
ttetgeageg
ctggttctee
gagcettgaag
tggeaatatg
tggctataaa

ttagacgcaa

54

gatagacaag
gttcttgeec
acgeccttgec
ggtgacgatt
cgacggaaac
tagtgttgtt
agtggaatct
ctacaccgac
ggcgttatca
gggcaaagca
gaccttattc
ggcctcatac
cccagacace
gcaatttaag
attecteteg
ctatgactat
ctatgggate
gtatacgctg
atcgeggeag
caacgggaca
geggaggggt
cctcggaaaa
ccacgegttyg
aatcaagtca
cccaggeocaq
ctggtggatt
cacaccatcg
tggcgagatg
tgttgatgca
ttgaagtggt

ctgagagcct

aacatgccta
ggaaaggaga
ctgcagtggg
tggggagaat
atcacttaca
cocgoagacc
gcaggcetgtt
ttecteoaatyg
tatgtgccte
gggaaatatg
gccttgttte
ttcttctatg
accacgtacg
cgattggccg
tatgcagagg
ggcaccccag
aagccaaact
gatccgaact
ttgatgaatt
tatgagttca
ceggacggtca
ggatatatgg
gacctgogtt
ccacgeacdga
tgaggocage
catcgeoaatt
gagattcgtc
teotetgeagy
tgtgecttctt

tggtceggggt

gagcttcatc

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33900
33960
4020
4080
4140
4200

4260



cccagecatca
tgtctgggta
cctgaagete
gactggcagt
tctocgegtea
cacatcagtg
tcatcagcct
aggacaactg
gcaagactgg
accagcagaa
cgatgaacaa
cgetaaacca
agteccecata
ctagccogect
ttggttccac
cotggggcaa
atttecaacct
aggectatcag
ccgacaacaa
tgttgggtat
tggttttcga
tctaccagac
ctgggatcgt
agectggatac
caatcaatcc
tgtatgtagt
gaccgacgga
cgtgtagaag
cattecateoe
ctcatcttag
coccatcatt

tecaatagat

ttacacctea
tgctaagcac
ggactgtaty
coecagogat
cggtgtecga
geetgagtgyg
gatgggeggt
tceocgacecee
agaggcettte
catcacgcag
gtctcagace
gogetaceag
ttgecageag
caacatctecc
gctegocgag
cattcacaac
gatgcacaga
caacgctcte
gatcectttte
gaactggact
actctggceag
catggaccag
ccecattgag
ttttcagaag
atttcogctat
gggtgtgeat
attgaggata
accagacaga
ttetetgett
atccaagcac
gottteoceca

agtetteget
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gcaatgggeg
cacaatcaaa
ggactactga
accgcoecey
gccoccacca
cccgtgaage
ttctataggg
gacgcegtet
ctegecggte
gtcgaccege
tatgaggetyg
goccocgaactgg
cataacateg
gatgacggga
atctteoctac
gagagocagt
acgccctaca
aacccaaatg
attgccggec
ctoccocgggec
aacccggata
ctgcgoaatt
atcgaaggtt
cgtgttgece
agttaaagga
aatagtagtyg
tccggaaata
cagtecctga
gctetgetga
gtaattccat
ggggoctece

tcaaaatcett

tctctgetgt
gtctaataag
tegetgacta
cgggottoca
agatgacaca
teggetacat
aacggttcca
acgtgtggac
ttgegectea
tgtttcacce
tegagaagea
cattgatgte
gcaaactgtg
atgaggtgea
tggaatacge
ggaagagect
ttgccaagea
caactgagtc
acgacaccaa
agccagacaa
accatcagca
ccgagaagcet
gogagaacat
aggtcattga
tggggatgag
aaatggaagce
cagacaccgt
tttacectge
tatcactgte
agccgaggtc
aacgactaaa

tgacaattcee

55

tctacttect
gaccctoect
tetgtgeaga
goctggagaagy
gacgatgege
cactectegt
gcagceaggga
cgacgttaac
gtgtgatetyg
ggtcaaggce
ggctggegge
cteotgtgtty
cgacttttea
actcgaagge
tcagggtaty
ccttaacttyg
ccagggaace
gaagctceee
catcgcaaac
tactcegeee
gtacgttgcyg
ggacttgaag
cggtacegac
geeccgegtge
ggcaattggt
caagtcatgt
gaaagccatg
acaaagcact
attcaatgea
cacagtggag
tcaagagtat

aagagggtece

ttgtatctee
tccgagggee
gteaceteeg
gtggtcatte
gatgtcactc
ggagaacace
ttgctteocea
cagecgtacce
gocatecace
ggtatctgtt
cctattgaga
gatttcccea
caggctatge
geegteggte
cctgtggteg
cacaacgeoce
cctttactte
gatatctctce
atcggaggcea
ggcggtggac
gtgaagatga
agcaacccty
aagctgtgee
caaatctaaa
tatatgatca
gattgtaate
gtctttectt
agaaaattag
tagecatgag
cagcaacatt
atctctaceg

ccatccatca

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180



aacccagtte
gtecggggeca
tcattgatcc
tctctgcage
teagagetat
gaactcactc
ategtgraag
gttggcccta
agccatcggt
tccggatgaa
ccgagttctt
ggacgggaag
acactgcttc
ggatacccca
teegeeggtt
tataacgege
tattectact
caatatacta
agtgacgege
gaggggetga
gegeatttgt
tgtgatatce
gtggatccaa
tcgccagegt
goetggaagaa
ccacattggce
cgtaccattc
cacgcacatt
ctttgacggg
ctgeaggteg

aagccaggtt

aataatagece
gttcegggtg
accgceccacg
tcecagtecaa
ggegttatec
ttgttttaat
ggagattgat
ttegtgggat
ctctgcacge
ttecteccggeg
gaaccatttc
acaggetcat
gatcggtctt
aattegtege
acaataccta
cetttgtgaa
ggaatgcgac
cggatgtgat
cattettect
geggtgeggy
ttgetgatge
tgacacagtg
accatggaac
ctgcgeactt
agtgggcaga
catcaccgtc
tacattcgcg
gacattgcac
actccgatge
actctagagg

aacctgcatt

ES 2 562 654 T3

gagatgcatg
gtcattggec
agggcgtctt
cgotgactga
cgtgecgttg
agtgatcttg
acggaattgt
cgatgeoecte
aaacccaact
tatatgecgt
gtcactaccg
aatactaatg
gattcttcag
teaaggette
ctacacgggy
cggtttcaat
ataccagega
gaaggagaaqg
gacggtegeg
tggaccgaag
aaaggtgeoeg
gtggggacgy
tacagaacca
tgcaagecgt
tegacaatac
taccoccecgy
gacctggcat
ctacactgtt
ccgtgtcogac
atctgoeggt

aatgaatcgg

gtggagtcaa
goctgtgatyg
tgectttttge
ctagtttacc
ctgegeaate
gtgacggagt
cgetececate
ctgtgcagea
toccteotteat
atacgcaggc
cgctttgetyg
tgacggatgt
cgtggttaca
aacgaaaact
aagctgttea
ggcteogact
aaccatgage
gcatcgggat
cogategeac
atgacagage
cggacgecta
goeactgacaa
gaccgteate
cgatgagatyg
ctacatcatt
caagacaact
tcocctgaggga
cgagttgget
tagcaagaag
cteocctatag

ccaacgecgceg

56

ttaggcagta
ccatctgeea
gcggegtceca
tactggtctg
getatettga
gteggtgagt
atgatgttet
gecaggtactg
tctcacggat
gagaatcaag
tcegtegege
gaaccagecet
attgctaatg
tecteccegt
actogcacag
tectectega
cteegeggag
tgttggcaga
cgeacacgaa
egoetgectge
atttcaatee
gagtaggatt
gactacgaag
gtggatgcge
tacagtgetg
ggctatgaag
aagagcgttg
ggggttccct
acccagtcaa
tgagtogtat

gggagaggcy

ttgetggaat
ctaaatcega
ggttcaactc
atcggetoca
tegcaacett
gacaaccaac
tgecggettt
ctggatgagyg
gatcaggatc
gaaaagggta
gtgagtcttt

tatggtatgg

cggcataggc
ttggetgeag
tgtegetace
cccoccacaca
ttacgaggga
tgcgctggac
catcgatgtg
accgagacat
ggacaaggtyg

ctggtgeggg

accatcttta
tgatcacgeca
ataacggeta
aggacatteg
accgtgtaac
tgcgagagga
gcttgecatge
taatttegat

gtttgegtat

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980

8040



tgggegetet
agceggtatca
aggaaagaac
gotggegttt
tcagaggtag

cctogtgege
ttegggaage
cgttcgetee
atccggtaac
agoecactggt
gtggtggect
gocagttace
tageggtagt
agatcetttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cocogtegtyg
gatacegega
aagggcecgag
ttgeogggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtccetecy
agcactgeat
gtactcaacc
gtcaatacygg
acgttctteg
acccactcegt
agcaaaaaca
aatactcata

gagecggatac

teegattect
gctcactcecaa
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga
tctococtgtte
gtggagettt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggect
tteggaaaaa
ttttttgtet
atectttteta
atgagattat
tcaatctaaa
goacctatet
tagataacta
gacccacget
cgcagaagtyg
gcectagagtaa
ategtggtgt
aggegagtta
atcgttgtca
aattetetta
aagtcattct
gataataceg
gggcgaaaac
gecacccaact
ggaaggcaaa
ctcttocttt

atatttgaat
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egetecactga
aggeggtaat
aaggccagca
teegacccoe
caggactata
cgaccctgee
cteatagete
gtgtgcacga
agtccaacce
gcagagcgayg
acactagaag
gagttggtayg
gcaagcageca
ceggggtetga
caaaaaggat
gtatatatga
cagegatetyg
cgatacggga
caccggetee
gtectgeaac
gtagttegoe
cacgetegte
catgatecee
gaagtaagtt
ctgteatgee
gagaatagtg
cgecacatag
tectcaaggat
gatcttecage
atgeegeaaa
ttcaatatta

gtatttagaa

ctegetgege
acggttatee
aaaggccagg
tgacgageat
aagataccag
gecttaccgga
acgetgtagyg
accccccogtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctettgatee
gattacgege
cgeteagtgyg
cttcacctag
gtaaacttgyg
toetatttegt
gggcttacea
agatttatea
tttateegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgcagtyg
atccgtaaga
tatgcggoga
cagaacttta
cttaccgetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt

aaataaacaa

57

teggtegtte
acagaatcaqg
aaccgtaaaa
cadaaaaatce
gcgtttecee
tacctgteoeg
tatctcagtt
cagcccgace
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaagq
aacgaaaact
atacttttaa
tetgacagit
toatecatag
tetggococa
gcaataaace
tocatecagt
ttgegeaacy
getteattea
aaaaaagcegyg
ttatcactca
tgettttetyg
ccgagttget
aaagtgetea
ttgagatceca
ttcaccageg
agggegacac
tatcagggtt

ataggggttc

ggetgeggeyg
gggataacge
aggoocgogtt
gacgcetcaag
ctggaagctce
ectttecteoce
cggtgtaggt
gctgcogeoett
cactggcage
agttcettgaa
ctctgctgaa
ccacoegetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgectgact
gtgoctgeaat
agecageegqg
ctattaattg
ttgttgocat
geteeggtte
ttagetoett
tggttatgge
tgactggtga
cttgcccgge
teattggaaa
gttcgatgta
tttetgogtyg
ggaaatgttg
attgtctcat

cgcgcacatt

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

3600

9660

9720

9780

9840

8900

9960



tocccgaaaa
aaataggcegt
ctgacacatg
acaagcccgt
ggcatcagag
ctacaattaa

tegageaget

gtgcecacctg
atcacgagge
cagetecegy
cagggogegt
cagattgtac
tacataacct

g
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acgtctaaga
cetttegtet
agacggtcac
cagcgggtgt
tgagagtgca

tatgtatcat

aaccattatt
cgegegttte
agottgtetg
tggegggtgt
ccatatggac

acacatacga

58

atcatgacat
ggtgatgacy
taagoggatg
cggggctygge

atattgtcgt

tttaggtgac

taacctataa
gtgaaaacct
ccgggageag
ttaactatge
tagaacgcgg

actatagaac

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10331
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REIVINDICACIONES

1. Una fitasa que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID 24.

2. Lafitasa de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene una modificacién de aminoacidos en al menos una de las
posiciones seleccionadas del grupo que consiste en la posicién 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 12, 16, 33, 37,67, 71, 75, 76,
77,78,92, 109, 118, 119, 120, 121, 123, 136, 141, 144, 152, 155, 156, 159, 164, 166, 193, 200, 217, 258, 260, 261,
268, 270, 276, 300, 322, 345, 346, 371, 374, 398 y 406, en base a la posicién de acuerdo con la SEC ID 24.

3. La fitasa de acuerdo con la reivindicacion 2, que tiene 5, preferentemente 6, 7, 8, 9 o0 10, de las modificaciones.

4. La fitasa de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene al menos una de las modificaciones seleccionadas del
grupo que consiste en S1-; D2-,E; T3Q, A4G,E; P5A; A6S,D; G7K; F8Y,M; Q9K; K12R; L16V; N33D,M; H37Y; R67L;
Q71 E; P75N; K76N,1; D77T; N78T; D92A,E,N,T,V; Q109N,E; Q118S; N119A,T; 1120L; Q121T; A123V; S136K;
Q141K; A144E; T152G,A; E155N; T156G; Q159N; S164E; A166E,H; Q193L; A200N; S217G; D258N; M260I; S261
H; K268N; N270Q; Q276N; 1300L; T322Q; D345G; N346G; L371A; H374N; D398E y Q406K respecto a la secuencia
de aminodacidos de la SEC ID 24.

5. La fitasa de acuerdo con la reivindicacion 4, que tiene 5, preferentemente 6, 7, 8, 9 0 10, de las modificaciones.

6. La fitasa de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene al menos una de las modificaciones acumuladas
seleccionadas del grupo que consiste en

(PhV-001) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N D398E

(PhV-002) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N D398E

(PhV-003) D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E A200N
D258N M260I S261H N270Q H374N D398E

(PhV-004) D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92N Q109N Q121T A123V A144E T152G
Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q H374N D398E

(PhV-020) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T T152G
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-031) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q
H374N

(PhV-048) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K761 N78T D92N Q121T T152G
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-053) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T A123V
T152G S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N

(PhV-055) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
N270Q Q276N H374N

(PhV-058) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
N270Q H374N

(PhV-059) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
N270Q H374N D398E

(PhV-060) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q109N Q121T
T152G S164E A200N D258N S261H N270Q 1300L N346G H374N

(PhV-064) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N

(PhV-065) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N

(PhV-066) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T S164E A200N
D258N S261 H N270Q H374N

(PhV-067) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-068) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-069) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-070) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-072) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N

(PhV-073) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92N Q109N Q121T S164E

A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N

59
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(continuacion)

(PhV-074) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92N Q109N Q121T S164E
A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N D398E

(PhV-075) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q109N Q121T A144E
S164E A200N S217G D258N S261H N270Q 1300L H374N

(PhV-076) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T A123V S164E
A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N

(PhV-077) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T A123V S164E
A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N

(PhV-078) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T A123V S164E
A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N

(PhV-079) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N

(PhV-081) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N D398E

(PhV-083) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
N270Q Q276N 1300L H374N D398E

(PhV-084) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S136K S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-085) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92A Q109N Q121T S164E
A200N D258N S261H N270Q 1300L H374N

(PhV-088) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G T156G S164E A200N D258N
S261H N270Q H374N D398E

(PhV-089) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
N270Q I300L H374N D398E

(PhV-094) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q109N Q121T
A123V T152G T156G S164E A200N D258N S261 H N270Q Q276N I1300L N346G H374N

(PhV-095) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K761 N78T D92N Q121T A144E
T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q H374N D398E

(PhV-096) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92A Q121T A123V S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-097) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q109N Q121T A123V
Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-098) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S136K S164E
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-099) D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H

N270Q H374N

(PhVv-101) N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N H374N

(PhV-103) N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-104) N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-105) N33D D92N S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

(PhV-106) N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H H374N

(PhV-107) N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-108) N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q
H374N

(PhV-109) N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q
H374N

(PhV-110) N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H N270Q
H374N

(PhVv-111) N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q
H374N

(PhV-112) S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q
H374N

(PhV-113) S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q
H374N

(PhV-114) A6D G7K F8M Q9K N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-115) N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601
S261H N270Q H374N

(PhV-116) N33D D92N Q121 T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I
S261H N270Q H374N

(PhV-117) S1A D2S T3R A4N N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-118) N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N

(PhV-119) N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-120) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H

N270Q H374N
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(PhV-121)
(PhV-122)
(PhV-123)
(PhV-124)
(PhV-125)
(PhV-126)
(PhV-127)

(PhV-128)
(PhV-129)

(PhV-130)
(PhV-131)
(PhV-132)
(PhV-133)
(PhV-134)
(PhV-135)
(PhV-136)
(PhV-137)
(PhV-138)
(PhV-139)
(PhV-140)
(PhV-141)
(PhV-142)
(PhV-143)
(PhV-144)
(PhV-145)
(PhV-146)

(PhV-147)
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(continuacion)
S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T T152G
S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
D2E A4E ABS F8Y N33D D92N S164E A200N H374N
D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H
H374N
N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N M2601 S261H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H
N270Q H374N
A4E A6S N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
N33D R67L D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N
L16V N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H
N270Q H374N
K12R N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N
K12R L16V N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H
N270Q H374N
N33D R67L D92N Q121T A123V T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N
N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I
S261H N270Q H374N
N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N
M2601 S261H N270Q H374N
N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N
M260I1 S261 H N270Q H374N
N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M2601 S261H
N270Q H374N D398E
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N
M2601 S261 H N270Q H374N D398E
N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N S261H N270Q
H374N
K12R N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H
N270Q H374N
L16V N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H
N270Q H374N
N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N S261
H N270Q H374N
N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N S261 H
N270Q I1300L H374N
N33D D92N [120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H
N270Q I1300L H374N
N33D D92N [1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H
N270Q L371A H374N
N33D R67L D92N 1120L Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N
S261H N270Q L371A H374N y
N33D D92N [120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H
N270Q I300L L371A H374N.

7. La fitasa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene al menos un intercambio de
aminoacidos conservador en al menos una posicidn en comparacién con una de las fitasas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6.

8. La fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es una fitasa aislada.

9. La fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene una estabilidad elevada frente a
la pepsina, una termoestabilidad elevada y/o una actividad especifica elevada en comparacion con las dos fitasas de
tipo silvestre de Yersinia mollaretii y de Hafnia sp.

10. La fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los aminoacidos no estan
modificados en las posiciones R18, H19, G20, R22, P24 y H306, D307 respecto a la SEC ID 24.

11. Una secuencia de acido nucleico aislada, que codifica una fitasa, que codifica una de las fitasas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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12. Una secuencia de acido nucleico aislada, que codifica una fitasa, que hibrida en condiciones altamente rigurosas
con la cadena complementaria de una de las secuencias de acuerdo con la reivindicacion 11.

13. Un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 11 o0 12.

14. Una célula hospedadora recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 11 o 12 o el vector de acuerdo con la reivindicacion 13.

15. Un organismo de producciéon recombinante no humano que comprende una secuencia de acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacion 11 o 12 o el vector de acuerdo con la reivindicacion 13.

16. Un aditivo para piensos para animales que comprende al menos una de las fitasas de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 10 y otros aditivos para piensos.

17. Un pienso para animales que comprende al menos una de las fitasas de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10.

18. El uso de una fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o del aditivo para piensos para
animales de acuerdo con la reivindicaciéon 16 en un pienso para animales.

19. El uso de una fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, del aditivo para piensos para
animales de acuerdo con la reivindicacién 16 o del pienso para animales de acuerdo con la reivindicacién 17 para
reducir el contenido de fosfato en el estiércol del ganado.
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