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DESCRIPCION

Produccién y secrecidn de xilanasas de actinomicetes en un hongo filamentoso de Trichoderma.

La presente invencién proporciona vectores de expresion recombinante para producir xilanasas de actinomicetes en
hongos filamentosos Trichoderma, transformando dichos huéspedes fingicos filamentosos con un vector de expresion
que contiene una secuencia de ADN que codifica uno o mas dominios funcionales de una proteina flingica secretable,
en la que el dominio funcional es un dominio de cola de una celulasa fiingica secretable o un dominio central y de
bisagra de una mananasa flngica secretable derivada del huésped Trichoderma. También se proporcionan huéspedes
transformados con dichos vectores de expresion. Dichos huéspedes transformados producen preparaciones de xilanasa
utiles, por ejemplo, para modificar las propiedades de la biomasa vegetal, especialmente para reducir el contenido de
lignina en blanqueado asistido con enzimas.

El objetivo del blanqueado de pulpa de papel kraft es retirar la lignina residual que queda en la pulpa después
del cocido del papel kraft. Tradicionalmente, esto se ha hecho usando compuestos quimicos que contienen cloro.
Debido a los problemas medioambientales y las demandas del consumidor, se han deseado tecnologias de blanqueado
alternativas.

El primer enfoque biotécnico para este problema fue atacar la lignina directamente con enzimas que degradan la
lignina. Sin embargo, la quimica de la degradacién enzimdtica de la lignina parece ser muy complicada y dificil de
controlar.

La lignina puede degradarse, si se usa el microorganismo completo que produce enzimas ligninoliticas. Sin embar-
go, los tiempos de tratamiento son relativamente largos. Por ejemplo, los tiempos de tratamiento pueden llevar dias,
y los microorganismos necesitan nutrientes suplementarios para que funcionen. También puede ser dificil controlar el
crecimiento de otros microbios indeseados. El uso de la degradacion de lignina por enzimas ligninoliticas aisladas o
por microorganismos es objeto de mucha investigacion (véase, por ejemplo, Farrell, R.L. y col., Lignocellulosics 305-
315 (1992); Jurasek, L., Lignocellulosics 317-325 (1992)).

Ademais de celulosa y lignina, la pulpa de madera contiene hemicelulosa. Otro enfoque para reducir el contenido de
lignina de la pulpa es atacar la hemicelulosa - el tercer componente principal de la madera. La hemicelulosa en madera
noble nativa es principalmente xilano, mientras que en madera blanda la hemicelulosa es principalmente glucomananos
y algtin xilano. Durante el cocido del papel kraft, parte del xilano se disuelve en el agua de cocido. Hacia el final del
periodo de cocido, cuando la concentracién de dlcali disminuye, parte del xilano disuelto y modificado precipita de
nuevo sobre la fibra de celulosa.

En 1986, se observé que el pretratamiento con xilanasa de pulpa de papel kraft provoca una necesidad disminuida
de compuestos quimicos en el proceso de blanqueado (Viikari, L. y col. Proceedings of the 3rd Int. Conf. on Biote-
chnology in the Pulp Paper Ind., Stockholm (1986), pag. 67-69). El pretratamiento con xilanasa de la pulpa de papel
kraft hidroliza parcialmente el xilano en pulpa de papel kraft. El mecanismo de cémo la hidrélisis de xilano provoca
una mejor retirada de la lignina no estd completamente entendido. Una posibilidad frecuentemente sugerida es que la
estructura de la pulpa llega a ser mds porosa y esto posibilita una retirada mads eficaz de los fragmentos de lignina en
las posteriores fases de blanqueado y extraccién. También la hidrélisis del xilano localizado en las partes internas de
la fibra y posiblemente unidas a la lignina puede tener una tarea. Después, en varios laboratorios, se informé de que
el pretratamiento con xilanasa era ttil junto con secuencias de blanqueado que constan de Cl,, Cl1O,, H,0,, O, y O;.
Véanse las revisiones en Viikari, L. y col., FEMS Microbiol. Rev. 13: 335-350 (1994); Viikari, L. y col., en: Saddler,
J.N., ed., Bioconversion of Forest and Agricultural Plant Residues, C-A-B International (1993), pag. 131-182; Grant,
R., Pulp and Paper Int. (Sept. 1993), pdg. 56-57; Senior & Hamilton, J. Pulp & Paper: 111-114 (Sept. 1992); Bajpai
& Bajpai, Process Biochem. 27:319-325 (1992); Onysko, A., Biotech. Adv. 11:179-198 (1993); y Viikari, L. y col., J.
Paper y Timber 73:384-389 (1991).

Como resultado directo de la mejor capacidad de blanqueado de la pulpa después de dicho tratamiento con xilana-
sa, hay una reduccién del posterior consumo de compuestos quimicos de blanqueado, que cuando se usan compuestos
quimicos que contienen cloro, conduce a una formacién reducida de compuestos de organo-cloro medioambiental-
mente indeseados. También, como resultado directo de la mejor capacidad de blanqueado de la pulpa después de un
tratamiento con xilanasa, es posible producir un producto con un mayor brillo final donde dicho brillo serfa de otro
modo dificil de conseguir (tal como blanqueado totalmente libre de cloro (TCF) usando peréxido). A causa de la
especificidad de sustrato de la enzima xilanasa, las fibras de celulosa no se dafian y las propiedades de resistencia del
producto estdn dentro de los limites aceptables.

Una xilanasa que es activa a un pH alcalino disminuirfa la necesidad de acidificar la pulpa antes del tratamiento
con xilanasa. Ademds, las temperaturas de muchos procedimientos modernos de cocido y blanqueado de papel kraft
son relativamente elevadas, bastante por encima de 50°C que es adecuado para muchas de las enzimas de blanqueado
comerciales. Por consiguiente, existe una necesidad de preparaciones de xilanasa termoestables que sean estables a
valores de pH alcalino para su uso en procedimientos de blanqueado de pulpa de madera.

Se sabe que los actinomicetes, por ejemplo (Microtetraspora flexuosa ATCC35864 y Thermomonospora fusca
KW3), producen xilanasas termoestables y estables a condiciones alcalinas (documentos US 5.437.992 y EP 473

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2301 174 T3

545). Se ha informado de que la clonacién de xilanasas a partir de varias bacterias (por ejemplo, Ghangas, G.S. y col.,
J. Bacteriol. 171:2963-2969 (1989); Lin, L.-L., Thomson, J.A., Mol. Gen. Genet. 228:55-61 (1991); Shareck, F. y col.,
Gene 107:75-82 (1991); Scheirlinck, T. y col., Appl. Microbiol. Biotechnol. 33:534-541 (1990); Whitehead, T.R., Lee,
DA, Curr. Microbiol. 23:15-19 (1991)); y también a partir de Actinomadura sp. FCT (Etier, J.-F. y col., en: Industrial
Microorganisms: Basic and Applied Molecular Genetics, R. Baltz y col., Eds, (Proc. 5th ASM Conf. Gen. Mol. Biol,
Indust. Microorg., Oct 11-15, 1992, Bloomington, Indiana, pdster C25)). Se ha propuesto por algunos investigadores
que el primer género Actinomadura debe dividirse en dos géneros, Actinomadura y Microtetraspora, incluyendo el
ultimo, por ejemplo el anterior A. flexuosa (Kroppenstedt y col., System. Appl. Microbiol. 13: 148-160 (1990)).

El uso de enzimas que hidrolizan la hemicelulosa en diferentes secuencias de blanqueado se analiza en los docu-
mentos WO 89/08738, EP 383 999, WO 91/02791, EP 395 792, EP 386 888, EP 473 545, EP 489 104 y WO 91/05908,
WO 95/34662, WO 95/18219, WO 95/27779, WO 95/34662, WO 95/18219, WO 92/04664 y WO 92/03540. El uso de
enzimas hemiceluloliticas para la retirada mejorada de agua de la pulpa mecénica se analiza en los documentos EP 262
040, EP 334 739 y EP 351 655, DE 4.000.558, WO 92/04664, WO 92/03540, WO 94/21785 y EP 513 140. Cuando se
considera la hidrélisis de la biomasa en combustibles liquidos o compuestos quimicos, la conversion tanto de celulosa
como de hemicelulosa es esencial para obtener un elevado rendimiento (Viikari y col., “Hemicellulases for Industrial
Applications”, En: Bioconversion of Forest and Agricultural Wastes, Saddler, J., ed., CAB International, USA (1993)).
Ademads, en la industria alimentaria, hay una necesidad de usar una combinacién adecuada de actividades enzimaticas
para degradar el sustrato que contiene elevado contenido de B-glucano y hemicelulosa.

La produccién eficaz y rentable de xilanasas termoestables es un problema, porque las xilanasas termoestables se
originan principalmente a partir de bacterias relativamente no estudiadas, que a menudo producen solamente cantida-
des minimas o muy pequefias de xilanasa. Ademads, hay poca o ninguna experiencia del cultivo de estos microbios en
un fermentador o no hay procesos de fermentacién disponibles. Ademads, estos microbios pueden ser inadecuados para
produccion a escala industrial. Por otro lado, se sabe que los hongos filamentosos como Aspergillus y Trichoderma
producen grandes cantidades de proteinas, en una escala industrial. En particular, estos hongos han demostrado ser
adecuados para la produccién de proteinas homélogas o heterélogas de origen fiingico.

Hay muy pocos informes relacionados con la produccion de proteinas o enzimas de origen bacteriano en hongos
filamentosos: se ha informado de la producciéon de endoglucanasa a partir de Cellulomonas fimi (Gwynne y col.,
Bio/Technology 5: 713-719 (1987); y B-glucuronidasa a partir de E. coli (Punt y col., J. Biotechnol. 17:19-34 (1991)
en A. nidulans. De estas enzimas, la endoglucanasa se secreté en el medio de cultivo por Aspergillus nidulans en
elintervalo de10-15 mg de proteina por litro, la S-glucuronidasa fue solamente detectable de forma intracelular.

Muchos de los estudios sobre la expresion génica heterdloga se han referido a genes de mamiferos (van den Hondel
y col., Heterologus gene expression in filamentous fungi, Ed. Bennett y Lasure. More Gene Manipulations in Fungi
Academic Press, San Diego, U.S.A., pag. 396-428 (1991); Gouka y col., efficient production of secreted proteins
by Aspergillus: progress, limitations and prospects, Appl. Microbiol. Biotechnol. 47:1-11(1997)). Hasta ahora, los
rendimientos iniciales de enzimas eucariotas en hongos filamentosos han estado en un intervalo de decenas de mg
por litro en cultivos de matraz en agitacion. En la publicacién de patente internacional WO 90/15860 se describi6 la
secrecion de quimiosina por A. niger var. awamori usando una fusién al gen homologo de glucoamilasa. Nyyssonen
y col., Bio/Technology 11:591-595 (1993) y Nyyssonen y col., Can. J. Bot. 73 (Supl.1): S885-S890 describen la
produccion de fragmentos de anticuerpos en Trichoderma reesei. El mejor rendimiento de fragmentos de anticuerpos
cuando se produjeron como una fusién al gen de la celobiohidrolasa 1 de 7. reesei estuvo en el intervalo de 40 mg por
litro en un cultivo de matraz en agitacion.

La invencidn se refiere, entre otros, a vectores de expresidn recombinante para producir, es decir, expresar y se-
cretar, xilanasas que se originan a partir de bacterias, especialmente de actinomicetes. El propdsito principal de la
invencion es proporcionar un vector de expresion alternativo para producir xilanasas que se originan a partir de acti-
nomicetes en hongos filamentosos, Trichoderma.

Las caracteristicas de la presente invencién son como se exponen en las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a un vector de expresion recombinante para la produccion de proteinas o enzimas
bacterianas, especialmente xilanasas de actinomicetes en un huésped fiingico filamentoso Trichoderma, mas prefe-
riblemente en 7. reesei. Dicho vector comprende un promotor unido de forma funcional a una secuencia de ADN
que codifica uno o mas dominios funcionales de una proteina secretable de hongo filamentoso, preferiblemente un
dominio de cola de una celulasa o un dominio central y de bisagra de una mananasa derivada de Trichoderma,que a
su vez abarca la secuencia de ADN, por ejemplo, la SEC ID N° 1 o SEC ID N° 3, o equivalentes de las mismas, que
codifican una proteina bacteriana, preferiblemente una xilanasa de actinomicetes, mds preferiblemente xilanasade 35
kD (AM35) o de 50 kD (AMS50) de Actinomadura flexuosa, es decir la SEC ID N° 2 o la SEC ID N° 4 o equivalentes
de las mismas.

También se proporcionan secuencias peptidicas de proteina de 35 kDa y 50 kDa de A. flexuosa usadas para iden-
tificar y caracterizar las secuencias proteicas. Dichos péptidos se designan SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8,
SECID N° 9y SEC ID N° 10.
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Los promotores preferidos de la presente invencién son promotores de una proteina secretable de hongo filamen-
toso, mds preferiblemente un promotor de cbhl de T reesei.

Ejemplos de vectores de expresién recombinantes son los pldsmidos pALK945, pALK948, pALK1021 y
pALK1022, que se construyen como se muestra en la figura 17 y contienen la SEC ID N° 11, SEC ID N° 13, SEC ID
N° 15 y SECID N° 17, respectivamente y que codifican las secuencias de aminodcidos que comprenden la SEC ID N°
12, SEC ID N° 14, SEC ID N° 16, y SEC ID N° 18 como se muestra en la Figura 19.

Todas las proteinas que comprenden la SEC ID N° 12, SEC ID N° 14, SEC ID N° 16, y SEC ID N° 18 tienen una
secuencia de ADN N-terminal SEC ID N° 5, que es idéntica a la secuencia N-terminal de la xilanasa de A. flexuosa de
tipo silvestre (D-T-T-I-T-Q).

La presente invencion proporciona adicionalmente una preparacion que contiene una o mas proteinas o enzimas,
preferiblemente xilanasas que se originan a partir de bacterias, especialmente de actinomicetes en un medio de cultivo
esencialmente sin células, que puede someterse a procedimientos de procesamiento descendente adecuados.

La preparacién que contiene enzimas, especialmente xilanasas que se originan a partir de actinomicetes, se puede
obtener cultivando huéspedes transformados con los vectores de expresion de la presente invencién. Estas preparacio-
nes son ltiles, por ejemplo, para blanqueado asistido con enzimas, porque las enzimas son estables a las temperaturas
de procesamiento, cuando las temperaturas de procesamiento estdn en los intervalos de 50-90°C, preferiblemente 60-
85°C, mds preferiblemente 70-80°C.

Especialmente, dichas preparaciones son Utiles para tratar pulpa para la fabricacion de papel y para el tratamiento
enzimdtico de biomasa vegetal.

Por lo tanto, el objetivo principal de esta invencién es producir de forma mds eficaz xilanasas de origen bacteriano
en hongos filamentosos tales como Trichoderma. Preferiblemente, el huésped es Trichoderma reesei y las xilanasas se
originan a partir de actinomicetes.

La Figura 1 muestra el efecto del pH sobre la actividad de la xilanasa de Actinomadura flexuosa DSM43186
(sobrenadante de cultivo) a 50°C.

Las Figuras 2A, 2B y 2C muestran el efecto de la temperatura sobre la actividad xilanasa de A. flexuosa DSM43186
(sobrenadante de cultivo) a valores de pH de 6,9, 7,8 y 9,0 y en los momentos puntuales de 0, 30, 60 y 120 minutos. La
mayor actividad xilanasa del experimento completo se describe como el 100% y todos los demds valores de actividad
son proporcionales al mismo.

La Figura 2A muestra las actividades en una temperatura de 60°C.
La Figura 2B muestra las actividades en una temperatura de 70°C.
La Figura 2C muestra las actividades en una temperatura de 80°C.

La Figura 3 muestra el perfil de elucion de cromatografia en DEAE Sepharose CL-6B de xilanasas de A. flexuosa
DSM43186.

La Figura 4A muestra el perfil de elucién de cromatografia en Fenil Sepharose CL-4B de la combinacién I de
DEAE de la Figura 3. Se indican las fracciones que se combinaron para proporcionar la muestra DEPS 1/1.

La Figura 4B muestra el perfil de elucién de cromatografia en Fenil Sepharose CL-4B de la combinacién II de
DEAE de la Figura 3. Se indican las fracciones que se combinaron para proporcionar la muestra DEPS 1I/1 y DEPS
11/2.

La Figura 4C muestra el perfil de elucién de cromatografia en Fenil Sepharose CL-4B de la combinacién III de
DEAE de la Figura 3. Se indican las fracciones que se combinaron para proporcionar la muestra DEPS III/1 y DEPS
11/2.

La Figura 5A muestra el patrén de tincion proteica con Azul Brillante de Coomassie de las diversas combinaciones
cromatogréficas. Carril 1: marcadores de peso molecular; carril 2: medio; carril 3: DEPS (Combinacién I/1); carriles 4
y 5: DEPS (Combinacién II/1 y 11/2, respectivamente); carril 6: vacio; carriles 7 y 8: DEPS (Combinacién I1I/1 y 11172,
respectivamente). DEPS: Fracciones después de la cromatografia en DEAE mostrada en la Figura 3 y la cromatografia
en Fenil Sepharose mostrada en las Figuras 4A-4C.

La Figura 5B muestra el andlisis de transferencia de Western de las diversas combinaciones cromatograficas tefiidas
en la Figura 5A. Se us6 antisuero policlonal producido contra la xilanasa XynA de Thermomonospora fusca para la
deteccioén. Carril 1: marcadores de peso molecular; carril 2: medio; carril 3: DEPS (Combinacién I/1); carriles 4 y 5:
DEPS (Combinacién II/1 y II/2, respectivamente); carril 6: vacio; carriles 7 y 8: DEPS (Combinacién III/1 y III/2,
respectivamente). DEPS: Fracciones después de la cromatografia en DEAE mostrada en la Figura 3 y la cromatografia
en Fenil Sepharose mostrada en las Figuras 4A-4C.
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La Figura 6A muestra el perfil de elucién de cromatografia en Fenil Sepharose FF del permeado del flujo de DEAE.
Se indican los tubos que se combinaron para proporcionar la muestra PF1 y PF2.

La Figura 6B muestra el perfil de elucién de cromatografia en Fenil Sepharose FF del concentrado del flujo de
DEAE. Se indican los tubos que se combinaron para proporcionar la muestra KF1, KF2 y KF3.

La Figura 7A muestra el patrén de tincion proteica con Azul Brillante de Coomassie de las diversas combinaciones
cromatograficas. Las abreviaturas son como en las Figuras 6A y 6B. Carriles 1 y 10: marcadores de peso molecular;
carril 2: medio; carril 3: PF1; carril 4: PF2; carril 5: KF1; carril 6: KF2; carril 7: KF3; carril 8: concentrado del flujo
de DEAE; carril 9: vacio.

La Figura 7B muestra el andlisis de transferencia de Western de las diversas combinaciones cromatograficas tefiidas
para proteinas en la Figura 7A. Se us6 antisuero policlonal producido contra la xilanasa XynA de T. fusca para la
deteccion. Las abreviaturas son como en las Figuras 6A y 6B. Carriles 1 y 10: marcadores de peso molecular; carril 2:
medio; carril 3: PF1; carril 4: PF2; carril 5: KF1; carril 6: KF2; carril 7: KF3; carril 8: concentrado del flujo de DEAE;
carril 9: vacio.

La Figura 8 muestra la termoestabilidad de la xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa (AM35) purificada a 70°C, pH
6 con y sin albiimina de suero bovino (BSA) afiadida. La muestra enzimética se incub6 en tampén de Mcllvain +/-
BSA (100 pg/ml). Las muestras se recogieron después de 0, 2, 6, y 24 horas de incubacién y el ensayo de actividad
enzimdtica se hizo a pH 6,5, 60°C.

La Figura 9 muestra la termoestabilidad de la xilanasa de 50 kDa de A. flexuosa (AMS50) purificada a 70°C, pH 6
con y sin BSA afiadida. La muestra enzimatica se incub6 en tamp6n de Mcllvain +/- BSA (100 ug/ml). Las muestras
se recogieron después de 0, 2, 6 y 24 horas de incubacién y el ensayo de actividad enzimadtica se hizo a pH 6,5, 60°C.

La Figura 10A muestra el efecto del pH sobre la actividad de la xilanasa de 35 kDa a 80°C.

La Figura 10B muestra el efecto del pH sobre la actividad de la xilanasa de 50 kDa a 60°C (cuadrados cerrados),
70°C (cuadrados abiertos) y 80°C (circulos cerrados).

La Figura 10C muestra el efecto del pH sobre la actividad de las xilanasas de 35 kDa (cuadrados cerrados) y de 50
kDa (cuadrados abiertos) a 60°C con incubaciones de 60 minutos.

La Figura 11 muestra el efecto de la temperatura sobre la actividad de las xilanasas de 35 kDa (cuadrados cerrados)
y de 50 kDa (cuadrados abiertos) a pH 7 con incubaciones de 60 minutos.

La Figura 12 es un mapa del plasmido pALK185 (4,5 kb), que contiene el gen de la xilanasa de 7. fusca (xynA).

La Figura 13 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoécidos de 1375 pb de la xilanasa de 35 kDa de
A. flexuosa DSM43186.

La Figura 14 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminodcidos de 1864 pb de la xilanasa de 50 kDa de
A. flexuosa DSM43186.

La Figura 15A muestra una comparaciéon de homologia a nivel de aminoécidos entre el péptido AMS50 derivado
del inserto de 1864 pb y el gen de la xilanasa II de Actinomadura sp. FC7 (N° de acceso U08894). La figura muestra
que habfa una identidad del 70,7% en un solapamiento de 434 aminodcidos.

La Figura 15B muestra una comparacién de homologia a nivel de aminoacidos entre el péptido AM50 derivado
del inserto de 1864 pb y el gen de la xilanasa A de Streptomyces lividans (xInA) (N° de acceso M64551). La figura
muestra que habia una identidad del 70,3% en un solapamiento de 489 aminoacidos.

La Figura 16 muestra el casete de expresion pALK193 (12 kb) que contiene el casete de expresion para la produc-
cion de la xilanasa XynA de T fusca en T. reesei.

La Figura 17 es un mapa del plasmido pALK1022 (13 kb) que contiene el casete de expresion para la produccién
de la xilanasa de35 kDa de A. flexuosa en T. reesei.

La Figura 18 es un mapa del plasmido pALK1055 (4,5 kb) que contiene el gen para la xilanasa de 35 kDa de A.
flexuosa.

La Figura 19 muestra la secuencia de ADN de la SEC ID N° 11, SEC ID N° 13, SEC ID N° 15 y SEC ID N° 17 asi
como las secuencias de aminodcidos correspondientes SEC ID N° 12, SEC ID N° 14, SECID N° 16 y SEC ID N° 18,
que comprenden las fusiones entre el nicleo/bisagra de manl y el gen am35 para pALK945, pALK948, pALK1021 y
pALK1022.
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La Figura 20 muestra la estabilidad térmica de la actividad xilanasa a partir de los sobrenadantes de cultivo de
A. flexuosa DSM43186 y transformantes de 7. reesei elegidos que producen xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa. Las
muestras de los sobrenadantes de cultivo se incubaron a 70°C, pH 7 en tamp6n de Mcllvain (se afiadié BSA a 100
pg/ml) durante 0, 15, 30, 60 y 120 minutos después de que se determinaran las actividades xilanasa a partir de la
muestra a 70°C, pH 7 (5 minutos de incubacién).

La Figura 21 muestra un andlisis de transferencia de Western de los sobrenadantes de cultivo a partir de los
transformantes que producen la xilanasa AM35 de A. flexuosa. Se usé antisuero policlonal producido contra la §-
mananasa purificada (pl 5,4) de T. reesei RutC30 para la deteccién. Carril 1: marcador de peso molecular pretefiido
(Bio-Rad, U.S.A.); carriles 2-3: muestra proteica de S-mananasa purificada de 53 kDa; carril 4: medio de cultivo de
la cepa que produce el nicleo de MANI, ALKO 3620/pALK1010/24; carril 5: medio de cultivo de la cepa hués-
ped de transformacién ALKO3620; carriles 6-10: medios de cultivo de los transformantes ALKO3620/pALK945/8,
ALKO3620/pALK945/6, ALKO3620/pALK948/7, ALKO3620/pALK1022/29 y ALKO3620/pALK1021/4, respecti-
vamente.

La Figura 22 muestra un andlisis de transferencia de Western de sobrenadantes de cultivo de transformantes que
producen xilanasa de A. flexuosa. Se usé antisuero policlonal producido contra la xilanasa de 35 kDa purificada de
A. flexuosa para la deteccion. Carril 1: marcador de peso molecular pretefiido (Bio-Rad, U.S.A.); carril 2: xilanasa de
35 kDa purificada de A. flexuosa DSM43186; carril 3: muestra proteica de S-mananasa de 53 kDa; carril 4: medio de
cultivo de la cepa que produce el nicleo de MANI, ALKO36207pALK1010/24; carril 5: medio de cultivo del hués-
ped de transformacién ALKO3620; carriles 6-10: medios de cultivo de los transformantes ALKO3620/pALK945/8,
ALKO3620/pALK945/6, ALKO3620/pALK948/27, ALKO3620/pALK1022/29 y ALKO3620/pALK1021/4, respec-
tivamente.

Figura 23A: transferencia de Western de muestras de medio de cultivo de una fermentacién discontinua de AL-
KO3620/pALK945/8. Anticuerpo policlonal producido contra la xilanasa de 35 kDa purificada de de A. flexuosa.
Carril 1 y 9: patrones de masa molecular pretefiidos (LMW, Bio-Rad); carriles 3 a 8: muestras de medio de cultivo
después de 7, 6, 5, 4, 3 y 2 dias de tiempos de fermentacidn, respectivamente; carril 2: muestra final después de 7,3
dias de fermentacion.

Figura 23B: transferencia de Western de muestras de medio de cultivo de una fermentacién de laboratorio de
ALKO3620/pALK945/6. Anticuerpo policlonal producido contra la xilanasa de 35 kDa purificada de A. flexuosa.
Carril 1: patrones de masa molecular pretefiidos (LMW, Bio-Rad); carriles 2 a 6: muestras de medio de cultivo después
de 1,2, 3, 4y 5 dias de tiempos de fermentacién, respectivamente.

Figura 24: SDS-PAGE de xilanasas purificadas recombinantes de 35 kDa de A. flexuosa y xilanasa de 35 kDa
de tipo silvestre de A. flexuosa. Carriles 1 y 8: patrones de masa molecular pretefiidos (Bio-Rad); carril 3: xilanasa
purificada de tipo silvestre de 35 kDa; carril 4: xilanasa purificada de 33,4 kDa; carril 5: xilanasa purificada de 23,8
kDa; carril 6: xilanasa purificada de 22 kDa; carriles 2 y 7: vacios.

Figura 25: Dependencia de la temperatura y el pH de xilanasas recombinantes de 35 kDa de A. flexuosa purificadas
y de tipo silvestre. Las incubaciones se realizaron a las temperaturas y valores de pH indicados durante 60 min. con
xilano de abedul al 1% (p/v) (Roth 7500) como sustrato.

Depdsitos

Los plasmidos pALK923, pALK938, pALK939, pALK940, pALK941 y pALK1056 se depositaron en el Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania
con los nimeros de acceso asignados DSM9322, DSM9899, DSM9900, DSM9901, DSM9902 y DSM9903, respecti-
vamente. pALK923 se deposit6 el 27 de julio de 1994, y pALK938-941 y pALK1056 se depositaron el 3 de abril de
1995.

Los plasmidos pALK927 y pALK928 se depositaron en el DSM el 27 de septiembre de 1994, y con los nimeros
de acceso asignados DSM9447 y DSM9448, respectivamente.

Descripcion Detallada de las Realizaciones Preferidas
I. Definiciones

En la siguiente descripcion, se utilizan extensivamente varios términos usados en la tecnologia de ADN recom-
binante. Para proporcionar un entendimiento mds claro y coherente de la memoria descriptiva y las reivindicaciones,
incluyendo el alcance a dar a dichos términos, se proporcionan las siguientes definiciones.

Vehiculo de clonacion. Un ADN plasmidico o figico u otra secuencia de ADN (tal como un ADN lineal) que
proporciona un entorno de dcido nucleico apropiado para la transferencia de un gen de interés en un célula huésped.
Los vehiculos de clonacién de la invencién pueden disefiarse para que se repliquen de forma auténoma en huéspedes
procariotas y eucariotas. En huéspedes flingicos tales como Trichoderma, los vehiculos de clonacién generalmente
no se replican de forma auténoma y en su lugar, simplemente proporcionan un vehiculo para el transporte del gen de
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interés en el huésped Trichoderma para la insercidn posterior en el genoma de Trichoderma. El vehiculo de clonacién
puede caracterizarse adicionalmente por uno o una pequefia cantidad de sitios de reconocimiento de endonucleasas
en los que dichas secuencias de ADN pueden cortarse de un modo determinable sin pérdida de una funcién bioldgica
esencial del vehiculo, y en los que el ADN puede sufrir corte y empalme para provocar la replicacién y clonacién de
dicho ADN. El vehiculo de clonacién puede contener adicionalmente un marcador adecuado para su uso en la iden-
tificacion de células transformadas con el vehiculo de clonacién. Los genes marcadores adecuados son, por ejemplo,
genes marcadores que proporcionan resistencia a antibiéticos, pero también existen otros marcadores Utiles, por ejem-
plo, genes que proporcionan resistencia a biocidas asi como a metales pesados, tales como genes que proporcionan
resistencia al cobre. Como alternativa, dichos marcadores puede proporcionarse en un vehiculo de clonacién que es
diferente del que suministra el gen de interés usando el llamado sistema de cotransformacién. La palabra “vector” a
veces se usa para “vehiculo de clonacién”.

Vehiculo de expresion. Un vehiculo o vector de expresion es similar a un vehiculo de clonacién pero es capaz de
expresar un gen de interés, después de la introduccién por transformacién en un huésped deseado. Cuando se usa un
huésped fiingico, el gen de interés se proporciona preferiblemente a un huésped flingico como parte de un vehiculo de
clonacién o expresién que se integra en el cromosoma flingico. Las secuencias que derivan del vehiculo de clonacién
o el vehiculo de expresion también pueden integrarse con el gen de interés durante el proceso de integracién. Por
ejemplo, en T. reesei, el gen de interés puede dirigirse al locus cbhl.

El gen de interés puede colocarse preferiblemente bajo el control de (es decir, unido de forma funcional a) ciertas
secuencias de control tales como secuencias promotoras proporcionadas por el vector (que se integran con el gen
de interés), si se desea, dichas secuencias de control pueden proporcionarse por el cromosoma del huésped como
resultado del locus de insercion.

Las secuencias de control de la expresién en un vector de expresion variardn dependiendo de si el vector esta
disenado para expresar un cierto gen en un huésped procariota o eucariota (por ejemplo, un vector lanzadera, pue-
de proporcionar un gen para la seleccion en diferentes huéspedes microbianos) y pueden contener adicionalmente
elementos transcripcionales tales como elementos potenciadores, secuencias de terminacién, y/o sitios de inicio y
terminacion de la traduccion.

Homologo. Por una enzima “homdloga” a un huésped de la invencién se entiende que una cepa no transformada
de la misma especie que la especie huésped produce de forma natural alguna cantidad de la proteina nativa; por un gen
“homo6logo” a un huésped de la invencién se entiende un gen encontrado en el genoma de una cepa transformada de la
misma especie que la especie huésped. Por una enzima “heteréloga” a un huésped de la invencion se entiende que una
cepa no transformada de la misma especie que la especie huésped no produce de forma natural alguna cantidad de la
proteina nativa; por un gen “heter6logo” a un huésped de la invencién se entiende un gen no encontrado en el genoma
de una cepa no transformada de la misma especie que la especie huésped.

Xilanasa. Como se usa en este documento, una xilanasa es una hemicelulasa que corta los enlaces 5-1,4 en la
cadena xil6sica del xilano (el xilano es un polimero de restos D-xilosa que estdn unidos a través de enlaces 5-1,4).
La actividad xilanasa es sinénima de la actividad xilanolitica. Mds especificamente, la actividad xilanolitica significa
una actividad similar o idéntica a la actividad xilanolitica de A. flexuosa de 35 kDa (AM35) y A. flexuosa de 50
kDa (AMS0), las caracteristicas, por ejemplo la termoestabilidad se describen mds especificamente y se definen en la
descripcion detallada y los ejemplos.

Por una secuencia de aminodcidos que es un “equivalente” de una secuencia de aminodcidos especifica se entiende
una secuencia de aminodcidos que no es idéntica a la secuencia de aminodcidos especifica, pero en su lugar contiene
al menos algunos cambios de aminodcidos (delecion, sustituciones, inversiones, inserciones, etc.) que no afectan de
forma esencial a la actividad bioldgica de la proteina en comparacion con una actividad similar de la secuencia de
aminodcidos especifica, cuando se usa para un propdsito deseado. Preferiblemente, una secuencia de aminoécidos
“equivalente” contiene una identidad de al menos el 85%-99% a nivel de aminoacidos con la secuencia de aminoédcidos
especifica, mds preferiblemente al menos el 90% y en una realizacién muy preferible especialmente, una identidad de
al menos el 95%, a nivel de aminoécidos. En el caso de deleciones mayores, por ejemplo, la retirada de la regién de
cola, la comparacion se realiza con la secuencia de aminodcidos del drea correspondiente en la secuencia original.

Dominios Funcionales. La expresion en relacidon a una proteina flingica secretable incluye, por ejemplo, la se-
cuencia de sefial de secrecién o una secuencia sefial y prosecuencia de la proteina secretable o parte de la proteina,
que contiene secuencias que permiten que las proteinas o construcciones de fusion se secreten. En otras palabras, la
expresion “dominio funcional” significa una regién de una secuencia de ADN que codifica una regién especifica de
una proteina. En esta invencidn la expresion “dominio funcional” significa las regiones de la secuencia de ADN que
codifica la secuencia de aminodcidos responsable de la funcién catalitica o enzimatica (el dominio central) o la funcién
de unién (el dominio de cola). La funcién de unién es responsable de la unién de la proteina o enzima respectiva, por
ejemplo a xilano o celulosa. El dominio especifico también puede ser un dominio de plegamiento, que es responsable
de la estructura terciaria de la proteina, por ejemplo, codifica una estructura de a-hélice o ldmina § de una proteina o
una combinacién de las mismas. El dominio funcional también puede ser responsable de la actividad inmunolégica de
la proteina. Por tanto, el “dominio funcional” puede comprender una sefial de secrecién o la secuencia central o una
secuencia responsable del plegamiento de la proteina expuesta anteriormente. Dichos dominios funcionales pueden
estar totalmente separados entre si y ser responsables de la actividad “bioldgica” de la proteina. Por actividad “biol6-
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gica” de una secuencia de aminodacidos de la invencién se entiende la actividad enzimadtica, funcional, de plegamiento
0 unién o una combinacién de dichas actividades de la proteina fingica secretable. En esta invencién la expresion
“dominio funcional” se refiere especificamente a un dominio de cola de una celulasa o un dominio central y de bisagra
de una mananasa, derivando dichos dominios de Trichoderma.

Preparacion o preparacion enzimdtica. Por “preparacion o preparacion enzimadtica” se entiende una composicion
que contiene proteinas o enzimas que estdn presentes en el medio de cultivo y de la que se han retirado las células
huésped después de que se haya completado el cultivo o la fermentacién. La preparacién o preparacion enzimatica
puede procesarse adicionalmente por procedimientos de procesamiento descendente, que son apropiados para la apli-
cacién de la proteina o enzima. Las proteinas o enzimas pueden estar parcial o completamente aisladas y purificadas.
Para uso a granel, la preparacion o preparacién enzimdtica habitualmente se somete a filtracién y/o centrifugacién para
retirar las células huésped del medio de cultivo usado. Por tanto, la expresién “preparacién o preparaciéon enzimatica”
en la presente invencidn significa preparaciones enzimadticas sin refinar para su uso a granel, pero también xilanasas
de actinomicetes, que pueden estar altamente purificadas por razones especiales.

Por un huésped que es “sustancialmente incapaz” de sintetizar una o mds enzimas se entiende un huésped en el que
la actividad de una o mds de las enzimas enumeradas estd deprimida, reprimida, deficiente, o ausente en comparacién
con el tipo silvestre.

Blanqueado asistido con enzimas. Por “blanqueado asistido con enzimas” se entiende la extraccién de lignina
residual de la pulpa de fabricacion de papel después de la accion de las enzimas de degradacion de hemicelulosa con
o sin enzimas de degradacién de lignina. La retirada o extraccion de lignina puede estar restringirse por hemicelulosas
fisicamente (a través de reprecipitacién sobre la superficie de la fibra durante el cocido) o quimicamente (a través
de complejos lignina-carbohidrato). La actividad hemicelulasa degrada parcialmente la hemicelulosa, que potencia la
capacidad de extraccion de ligninas por compuestos quimicos de blanqueado convencionales (como cloro, diéxido de
cloro, peréxido, etc.) (Viikari y col., “Bleaching with Enzymes” en Biotechnology in the Pulp and Paper industry, Proc.
3rd Int. Conf., Stockholm, pag. 67-69 (1986); Viikari y col., “Applications of Enzymes in Bleaching” en Proc. 4th Int.
Symp. Wood and Pulping Chemistry, Paris, Vol. 1, pdg. 151-154 (1987); Kantelinen y col., “Hemicellulases and their
Potential Role in Bleaching” en International Pulp Bleaching Conference, Tappi Proceedings, pag. 1-9 (1988)). La
ventaja de esta capacidad de blanqueado mejorada es un menor consumo de compuestos quimicos de blanqueado y
menores cargas medioambientales o mayores valores de brillo final. En el pasado, esto a menudo se ha conocido como
bioblanqueado.

II. Modificacion Genética de los Huéspedes de la Invencion

El problema de producir proteinas bacterianas, preferiblemente xilanasas de actinomicetes de un modo rentable a
gran escala se resuelve produciendo las proteinas en hongos filamentosos, Trichoderma. El procedimiento para pro-
ducir de forma eficaz proteinas bacterianas en hongos filamentosos se facilita a través de la clonacién de secuencias
genéticas que codifican la actividad proteica deseada y a través de la expresion de dichas secuencias genéticas en
hongos filamentosos. Como se usa en este documento, la expresion “secuencias genéticas” pretende hacer referencia a
una molécula de 4cido nucleico (preferiblemente ADN). Las secuencias genéticas que codifican las proteinas deseadas
incluyen ADN de actinomicetes, ADNc, ADN sintético y combinaciones de los mismos, preferiblemente ADN de ac-
tinomicetes, ADNc, ADN sintético y combinaciones de los mismos que codifican xilanasa, més preferiblemente ADN
genémico de Actinomadura, ADNc, ADN sintético y combinaciones de los mismos. Pueden usarse sistemas de vector
para producir huéspedes para la produccién de las preparaciones enzimdticas de la invencién. Dicha construccién de
vector (a) puede proporcionar adicionalmente una construccién de vector diferente (b) que codifique al menos un gen
deseado a integrar en el genoma del huésped y (c) un marcador de seleccién acoplado a (a) o (b). Como alternativa,
puede usarse un vector diferente para el marcador.

Una molécula de dcido nucleico, tal como ADN, se dice que es “capaz de expresar” un polipéptido si contiene
secuencias de control de la expresion que contienen informacién reguladora de la transcripcién y dichas secuencias
estan “unidas de forma funcional” a la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido.

Un enlace funcional es un enlace en el que una secuencia estd conectada a una secuencia (o secuencias) reguladora
de tal modo que se coloque la expresién de la secuencia bajo la influencia o control de la secuencia reguladora. Se
dice que dos secuencias de ADN (tal como una secuencia que codifica una proteina y una secuencia de la regién
promotora unida al extremo 5’ de la secuencia codificante) estdn unidas de forma funcional si la induccién de la
funcién promotora provoca la transcripciéon del ARNm de la secuencia que codifica la proteina y si la naturaleza del
enlace entre las dos secuencias de ADN (1) no provoca la introduccién de una mutacién de cambio de fase, (2) no
interfiere con la capacidad de las secuencias reguladoras de la expresion para dirigir la expresion del ARNm, ARN
antisentido, o proteina, o (3) no interfiere con la capacidad del molde de transcribirse por la secuencia de la regién
promotora. Por tanto, una regién promotora estaria unida de forma funcional a una secuencia de ADN si el promotor
fuera capaz de realizar la transcripcion de esa secuencia de ADN.

La naturaleza precisa de las regiones reguladoras necesarias para la expresion génica puede variar entre especies
o tipos celulares, pero en general incluirdn, segin sea necesario, secuencias 5’ no transcritas y 5° no traducidas (no
codificantes) implicadas en el inicio de la transcripcion y la traduccidn respectivamente.
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La expresion de la proteina en los huéspedes transformados requiere el uso de regiones reguladoras funcionales
en dichos huéspedes. Puede emplearse una amplia diversidad de secuencias reguladoras de la transcripcion y la tra-
duccién. En eucariotas, donde la transcripcién no estd unida a la traduccidn, dichas regiones de control pueden o no
proporcionar un codén de metionina iniciador (AUG), dependiendo de si la secuencia clonada contiene dicha metioni-
na. Dichas regiones, en general, incluirdn una regiéon promotora suficiente para dirigir el inicio de la sintesis de ARN
en la célula huésped.

Como se sabe ampliamente, la traduccién de ARNm eucariota se inicia en el codén que codifica la primera me-
tionina. Por esta razén, es preferible asegurar que el enlace entre un promotor eucariota y una secuencia de ADN
que codifica la proteina, o un derivado funcional del mismo, no contiene ningtin codén intermedio que sea capaz de
codificar una metionina. La presencia de dichos codones provoca la formacién de una proteina de fusién (si el codén
AUG estd en la misma fase de lectura que la secuencia de ADN que codifica la proteina) o una mutacién de cambio
de fase (si el codén AUG no estd en la misma fase de lectura que la secuencia que codifica la proteina).

En una realizacion preferida, se secreta una proteina deseada en el medio adyacente debido a la presencia de una se-
cuencia sefial de secrecidn. Si una proteina deseada no tiene su propia secuencia sefial, o si dicha secuencia no funciona
bien en el huésped, entonces la secuencia que codifica la proteina puede unirse de forma funcional a una secuencia
seflal homdloga o heterdloga al huésped. La secuencia codificante deseada puede unirse a cualquier secuencia sefial
que permita la secrecion de la proteina desde el huésped. Dichas secuencias sefial pueden disefiarse con o sin sitios de
proteasa especificos de modo que la secuencia peptidica sefial sea susceptible a posterior retirada. Como alternativa,
puede usarse un huésped que filtre la proteina en el medio, por ejemplo un huésped con una mutacién en su membrana.

Si se desea, las regiones no transcritas y/o no traducidas 3’ a la secuencia que codifica una proteina pueden obte-
nerse por los procedimientos de clonacién descritos anteriormente. La regién 3’ no transcrita puede retenerse por sus
elementos de la secuencia reguladora de la terminacion de la transcripcidn; la regién 3’ no traducida puede retenerse
por sus elementos de la secuencia reguladora de la terminacién de la traduccidn, o por los elementos que dirigen la
poliadenilaciéon en células eucariotas.

Los vectores de la invenciéon pueden comprender adicionalmente otros elementos reguladores unidos de forma
funcional tales como secuencias potenciadoras.

En una realizacion preferida, se construyen transformantes genéticamente estables por lo cual se integra un ADN
proteico deseado en el cromosoma del huésped. Dicha integracidn puede suceder de novo en la célula o, en una reali-
zacion mds preferida, puede estar ayudada por introduccién por transformacién de un vector que se inserta funcional-
mente por sf mismo en el cromosoma del huésped, por ejemplo, elementos de ADN que promueven la integracién de
las secuencias de ADN en cromosomas.

Las células que han integrado de forma estable el ADN introducido en sus cromosomas se seleccionan también
introduciendo uno o mds marcadores que permiten la seleccion de las células huésped que contienen el vector de
expresion en el cromosoma, por ejemplo, el marcador puede proporcionar resistencia a biocidas, por ejemplo, resis-
tencia a antibidticos, o metales pesados, tales como cobre, o similares. El gen marcador de seleccién puede unirse
directamente a las secuencias génicas de ADN a expresar, o introducirse en la misma célula por co-transfeccién.

Los factores de importancia en la seleccion de un plasmido particular o vector viral incluyen: la facilidad con que
las células receptoras que contienen el vector pueden reconocerse y seleccionarse de aquellas células receptoras que
no contienen el vector; la cantidad de copias del vector que se desea en un huésped particular; y si es deseable que sea
capaz de “lanzar” el vector entre células huésped de diferentes especies.

Una vez que el vector o la secuencia de ADN que contiene la(s) construccion(es) se ha preparado para la expresion,
la(s) construccién(es) de ADN se introduce(n) en una célula huésped apropiada por cualquiera de una diversidad de
medios adecuados, incluyendo la transformacién como se ha descrito anteriormente. Después de la introduccién del
vector, las células receptoras se cultivan en un medio selectivo, que selecciona el crecimiento de células transformadas.
La expresion de la(s) secuencia(s) clonada(s) provoca la produccién de la proteina deseada, o la produccién de un
fragmento de esta proteina. Esta expresion puede tener lugar de un modo continuo en las células transformadas, o de
un modo controlado.

Por consiguiente, las secuencias que codifican proteinas bacterianas pueden unirse de forma funcional a cualquier
vector deseado e introducirse por transformacion en un huésped fingico filamentoso seleccionado, preferiblemente un
huésped Trichoderma, para proporcionar la expresion de dichas proteinas en ese huésped.

Para facilitar la secrecién de la proteina bacteriana, las secuencias que codifican las proteinas bacterianas pueden
fusionarse en fase a otras secuencias para construir ADN que codifique una proteina de fusion. Por ejemplo, se fusiona
un vector recombinante que codifica un gen de xilanasa de origen actinomicete con la secuencia de uno o mas dominios
funcionales de celulasa o mananasa de Trichoderma como se describe en los documentos US 5.298.405, WO 93/24622
y en Stalbrand y col., Appl. Environ. Microbiol. 61:1090-1097 (1995). Los dominios funcionales se seleccionan entre
el grupo constituido por celobiohidrolasas (CBHI y CBHII), endoglucanasas (EGI y EGII) y mananasa (MANI).
MANI tiene la misma estructura de dominio que la de las celulasas: un dominio central, que contiene el sitio activo,
un dominio de bisagra que contiene una region rica en serina-treonina, y una cola, que contiene el dominio de unién.
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Pueden construirse péptidos de fusién que contengan un dominio central y de bisagra de mananasa N-terminal
fusionado con la secuencia de xilanasa de Actinomadura. El resultado es una proteina que contiene las regiones central
y de bisagra de mananasa N-terminales, y una xilanasa de Actinomadura C-terminal. La proteina de fusién contiene
tanto actividad mananasa como xilanasa de los diversos dominios proporcionados en la construccién de fusién. Una
alternativa adicional es usar un gen que codifique un dominio central y de bisagra de mananasa modificado o inactivo
fusionado a secuencias de xilanasa de Actinomadura. La proteina de fusion resultante entonces contiene el dominio
enzimdtico modificado o inactivo fusionado a una secuencia bacteriana deseada.

También pueden construirse proteinas de fusiéon de modo que se incluya la cola de celobiohidrolasa o endogluca-
nasa, colocada antes de la secuencia de xilanasa de Actinomadura, especialmente para permitir el uso de un sitio de
proteasa no especifico en la cola como un sitio de proteasa para la recuperacién de la secuencia de xilanasa a partir de
la proteina de fusién expresada. Como alternativa, pueden construirse proteinas de fusién que proporcionen un sitio
de proteasa en un engarce que se coloca antes de la secuencia de xilanasa de Actinomadura.

Por consiguiente, esta invencién provoca la produccion y secrecién de xilanasas de actinomicetes, en huéspedes
Trichoderma. La xilanasa de actinomicetes estd codificada como una fusién a una secuencia de ADN que codifica un
dominio de cola de una celulasa de Trichoderma, o un dominio central y de bisagra de una mananasa de Trichoderma,
provocando de este modo un elevado nivel de expresién y secrecién. La mejora en la secrecién de xilanasas de acti-
nomicetes es mds de diez veces en comparacién con la produccion y secrecion de xilanasas de actinomicetes sin una
fusién del gen que codifica la xilanasa de actinomicetes a una secuencia de ADN fiingico que codifica un dominio de
una proteina secretable. Cuando se produce una proteina de mamifero tipo quimiosina como una proteina de fusién en
Aspergillus, el nivel de produccién ha sido solamente el 10-20% de los niveles de produccién de esta invencién (do-
cumento WO 90/15860). Asimismo, el nivel de produccién de inmunoglobulinas en Trichoderma ha sido solamente
el 10-20% de los niveles de produccién de esta invenciéon (documento WO 92/01797).

Hay muy pocos informes relacionados con la produccion de proteinas o enzimas de origen bacteriano en hongos fi-
lamentosos: se ha informado de la produccién de endoglucanasa de Cellulomonas fimi (Gwynne y col., Bio/Technology
5:713-719 (1987)); y B-glucuronidasa de E. coli (Punty col., J. Biotechnol. 17: 19-34(1991)) en A. nidulans. De estas
enzimas, la endoglucanasa se secretd en el medio de cultivo en el intervalo de 10-15 mg de proteina por litro, la -
glucuronidasa solamente fue detectable de forma intracelular.

Muchos de los estudios sobre expresion de genes heter6logos se han referido a genes de mamiferos (van den
Hondel y col., Heterologous gene expression in filamentous fungi, Ed. Bennett y Lasure. More Gene Manipulations in
Fungi Academic Press, San Diego, U.S.A., pdg. 396-428 (1991)). Hasta ahora, los rendimientos iniciales de enzimas
eucariotas en hongos filamentosos han estado en un intervalo de decenas de mg por litro en cultivos de matraz en
agitacion. En la publicacién de patente internacional WO 90/15860 se describi6 la secrecién de quimiosina por A.
niger var. awamori usando una fusién al gen homdélogo de la glucoamilasa. Nyyssonen y col., Bio/Technology 11:591-
595 (1993) describen la produccién de fragmentos de anticuerpo en Trichoderma reesei. El mejor rendimiento de
fragmentos de anticuerpo es cuando se producen como una fusién al gen de la celobiohidrolasa I de T. reesei en el
intervalo de40 mg por litro en un cultivo de matraz en agitacion.

III. Las preparaciones enzimdticas de la invencion

De acuerdo con la invencién, se proporciona un vector de expresién recombinante para producir xilanasas de
actinomicetes. Estas enzimas se sintetizan como proteinas de fusién. La proteina vehiculo en la fusién es un dominio
de cola de una celulasa homéloga, o un dominio central y de bisagra de una mananasa homdloga que se secreta
facilmente desde el huésped Trichoderma.

Las composiciones enzimdticas de la invencidn satisfacen, por ejemplo, los requisitos de las necesidades especifi-
cas en diversas aplicaciones en la industria de la pulpa y el papel. Estas aplicaciones incluyen, por ejemplo, blanqueado
potenciado por enzimas de pulpa de fabricacién del papel, tratamiento enzimatico de las fibras durante la agitacion,
aumento enzimadtico de las velocidades de drenaje y retirada de tinta de fibras secundarias asi como retirada de depd-
sitos enzimaticos.

La invencidn se aplica para producir una preparacion enzimatica parcial o totalmente deficiente en actividad ce-
lulolitica (es decir, en la capacidad de degradar la celulosa) y enriquecida en xilanasas deseable para el blanqueado
potenciado por enzimas de pulpa quimica. Por deficiente en actividad celulolitica se entiende una capacidad reduci-
da, disminuida, deprimida, o reprimida de degradar la celulosa. Dichas preparaciones deficientes celuloliticas, y la
fabricacién de las mismas por procedimientos de ADN recombinante, se describen en el documento US 5.298.405,
incorporado en este documento por referencia. Como se describe en este documento, las xilanasas pueden proporcio-
narse directamente por los huéspedes de la invencién (los propios huéspedes se colocan en el medio de procesamiento
de la madera). Como alternativa, puede usarse medio usado del cultivo de los huéspedes, o enzimas purificadas del
mismo. Ademds, si desea que estén presentes actividades en mas de un huésped recombinante, dichas preparaciones
pueden aislarse de los huéspedes apropiados y combinarse para su uso en el procedimiento de la invencion.

Para obtener las preparaciones enzimadticas de la invencion, los huéspedes recombinantes Trichoderma descritos
anteriormente que tienen las propiedades deseadas (es decir, por ejemplo, huéspedes capaces de expresar grandes
cantidades de las enzimas xilanasa de actinomicetes y opcionalmente, aquellos que son sustancialmente incapaces de
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secretar una o mas enzimas celulasa) se cultivan en condiciones adecuadas, las xilanasas de actinomicetes deseadas
se secretan desde los huéspedes Trichoderma en el medio de cultivo, y la preparacién enzimadtica se recupera de dicho
medio de cultivo por procedimientos conocidos en la técnica.

La preparacién enzimatica es el medio de cultivo con o sin las células huésped nativas o transformadas, o se recupe-
ra del mismo por la aplicacion de procedimientos conocidos en la técnica. Sin embargo, como las enzimas xilanasa se
secretan en los medios de cultivo y presentan actividad en las condiciones ambiente del licor hemicelulolitico, es una
ventaja de la invencidén que las preparaciones enzimaticas de la invencion puedan utilizarse directamente del medio de
cultivo sin purificacién adicional. Si se desea, dichas preparaciones pueden liofilizarse o la actividad enzimdtica puede
concentrarse de otro modo y/o estabilizarse para su almacenamiento. Las preparaciones enzimadticas de la invencién
son muy econdémicas de proporcionar y usar porque

(1) las enzimas pueden usarse en una forma sin refinar; es innecesario el aislamiento de una enzima especifica del
fluido de cultivo y

(2) como las enzimas se secretan en el medio de cultivo, solamente necesita recuperarse el medio de cultivo para
obtener la preparacién enzimdtica deseada; no hay necesidad de extraer una enzima de los huéspedes.

Si se desea, puede purificarse adicionalmente una xilanasa expresada de acuerdo con condiciones convencionales,
tales como extraccién, precipitacion, cromatografia, cromatografia de afinidad, electroforesis, o similares.

IV. Identificacion y Aislamiento de Xilanasas de Actinomadura flexuosa

Se han identificado, purificado y clonado dos xilanasas de Actinomadura flexuosa. Estas dos xilanasas tienen un
pH 6ptimo y termoestabilidad que son deseables para el blanqueado asistido con enzimas de la pulpa de madera. Una
de estas xilanasas tiene un peso molecular de aproximadamente 35 kDa (AM35) y la otra tiene un peso molecular de
aproximadamente 50 kDa (AMS50).

El intervalo de temperatura éptima para las xilanasas de A. flexuosa en preparaciones sin refinar es de 70-80°C a
pH 6-7. A pH 8, el intervalo de temperatura 6ptimo de esta preparacion de xilanasa es de 60-70°C. Esto es titil en el
blanqueado de pulpa de papel kraft porque después del cocido de papel kraft, el pH de la pulpa es alcalino.

En preparaciones purificadas, AM35 retiene el 80% de su actividad, y AMS50 retiene el 90% de su actividad después
de 24 horas cuando se incuba en presencia de BSA a pH 6,0 y 70°C. A 80°C, tanto AM35 como AMS50 son mds activas
a pH 6 pero ambas muestran una amplia actividad basal entre pH 5 - pH 7, en el que se retiene aproximadamente el
80% de la actividad.

Para el aislamiento de AM35 y AMS0, el huésped A. flexuosa estd disponible como el nimero de acceso de
depdsito DSM43186 de Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b,
D-38124 Braunschweig, Alemania. Ambas formas pueden purificarse por pases a través de una serie de columnas
cromatograficas. Una primera etapa de purificaciéon por DEAE Sepharose CL-4B retiene aproximadamente la mitad
de la actividad xilanasa cuando la muestra se aplica a pH 8,6-9 en Na,HPO, 12,5 mM; la otra mitad se encuentra en el
flujo.

La elucidén de la actividad xilanasa unida con un gradiente salino provoca una elucién de un pico de actividad
marcado que eluye antes y un amplio pico de actividad que eluye después. El pico marcado que eluye antes retiene su
homogeneidad cuando se somete a cromatografia en Fenil Sepharose CL-4B. Las muestras tomadas del amplio pico
de actividad posterior se separan en al menos dos picos cuando se someten a cromatografia en Fenil Sepharose CL-
4B. Hay solamente una débil reactividad cruzada de éstas ultimas xilanasas que eluyen después con un anticuerpo
policlonal dirigido contra la xilanasa de Thermomonospora fusca.

Por SDS-PAGE, el peso molecular de la xilanasa en estas combinaciones de este retenido de DEAE era aproxi-
madamente 50 kDa, mientras que los pesos moleculares de las xilanasas en el flujo de DEAE eran de 30, 35, 40 y 50
kDa. Por tanto, A. flexuosa contiene de cuatro a cinco bandas de proteina xilanasa.

V. Blanqueado Asistido con Enzimas usando las Xilanasas de Actinomadura flexuosa

La presente invencién comprende un procedimiento para tratar enzimiticamente biomasa vegetal en condiciones
de elevada temperatura de 50-90°C y pH 5-8, y especialmente 60-85°C, pH 6-7 y mds preferiblemente 70-80°C y pH
7,0 durante una a dos horas. En una realizacion preferida, la biomasa vegetal se trata con xilanasas que son capaces de
hidrolizar cadenas de xilano en pulpa de madera a pH neutro o moderadamente alcalino y elevada temperatura. Como
alternativa, el tratamiento enzimdtico puede combinarse con fases quelantes (fases de retirada de metal) en las que
tipicamente se usan elevadas temperaturas pero bajos valores de pH (4-6).

La pulpa de madera es un material compuesto que consta principalmente de una matriz de celulosa, hemicelulosa,
y lignina. Un procedimiento comun para la produccién de pulpa de madera es el pulpeo quimico. Un modo tipico
de pulpeo quimico es cocido en sulfato alcalino, llamado cocido de papel kraft. En las condiciones de procesamiento
(elevadas temperaturas y elevada alcalinidad), los compuestos quimicos de cocido extraen la lignina de la pulpa. Sin

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2301 174 T3

embargo, no toda la lignina se retira durante el cocido, sino que parte de ella (aproximadamente el 5%) permanece en
la pulpa. Esta lignina residual tiene que retirarse para obtener pulpa adecuada para la produccién de papel.

Se han desarrollado muchos procedimientos para la retirada de lignina residual. Tipicamente, la pulpa de madera
se trata con cloro u otros compuestos quimicos toxicos para retirar el componente de lignina y proporcionar una pulpa
blanqueada. Sin embargo, los sub-productos toxicos de este tratamiento quimico tienen un impacto negativo sobre la
salud y estabilidad del entorno en que se liberan. Por consiguiente, existe una gran necesidad de desarrollar técnicas
alternativas, mas protectoras con el medio ambiente para el blanqueado de la pulpa. El tratamiento de la pulpa cocida
con enzimas que degradan parcialmente la hemicelulosa, por ejemplo, xilano, en la pulpa, modifica la pulpa de modo
que la lignina llega a ser mas facil de extraer o retirar. Esto conduce a una capacidad de blanqueado mejorada que a su
vez da las ventajas de menor consumo de compuestos quimicos blanqueantes y menores cargas ambientales y/o mayor
brillo final.

El uso del vector de expresion recombinante de la presente invencidn para la produccién de xilanasas de actinomi-
cetes proporciona una técnica de blanqueado asistido con enzimas por la cual pueden usarse xilanasas termoestables
y neutras en condiciones tales que se disminuye o elimina la necesidad de ajustar el pH y la temperatura después de la
etapa de cocido.

En una realizacion preferida, dicha técnica se realiza in vitro enpulpa de madera. La técnica implica colocar la
preparaciéon enzimética, medio de cultivo, o mezcla concentrada que contiene xilanasa en contacto con la pulpa de
madera. Los cdlculos de rutina posibilitan que los especialistas en la técnica determinen la dosificacién de la enzima
xilanasa usada, pH y temperatura de tratamiento y otros parametros variables.

Dicha técnica de blanqueado asistido con enzimas puede aplicarse sola o como un suplemento a otros tratamientos
que mejoran la retirada de lignina de la pulpa de madera. En una realizacién preferida, la presente invencién se usa
para potenciar la capacidad de blanqueado de pulpas de madera, especialmente pulpas quimicas.

En una realizacion preferida, las xilanasas usadas en dicho blanqueado asistido con enzimas son preferiblemente
aquellas de A. flexuosa, y especialmente las xilanasas de 35 kDa y/o 50 kDa de A. flexuosa. Es especialmente titil el
medio de cultivo que puede proporcionarse por un huésped recombinante que se ha transformado con los vectores de
expresion de la invencion.

V1. Realizaciones Preferidas y Adicionales y Aplicabilidad de la Invencion

La invencion describe un procedimiento mejorado para expresar y secretar xilanasas originadas por bacterias, espe-
cialmente por actinomicetes, en hongos filamentosos usando técnicas de proteinas de fusién. Se han obtenido niveles
de produccion y secrecion mas de 50 veces mayores que los observados en las cepas de actinomicetes originales.
Los niveles de produccion y secrecidn eran mds 10 veces mayores que los previamente observados cuando se produ-
cen enzimas heterélogas (de mamifero o bacterianas) en hongos filamentosos. El propésito principal de la invencién
es proporcionar un procedimiento para producir xilanasas originadas por bacterias, especialmente actinomicetes, en
hongos filamentosos, Trichoderma.

Por tanto, la invencidn se refiere a un vector de expresién recombinante para la produccién de xilanasas de actino-
micetes en un huésped Trichoderma. Dicho vector comprende un promotor unido de forma funcional a una secuencia
de ADN de uno o mas dominios funcionales de una proteina de hongo filamentoso secretable, que se fusiona en fase
con una secuencia de ADN que codifica una xilanasa de actinomicetes.

Generalmente, la secuencia de ADN que codifica la proteina de hongo filamentoso secretable codifica una enzima,
tal como celulasas o hemicelulasas. Las enzimas son homdlogas al hongo filamentoso secretor, por ejemplo Tricho-
derma. En las realizaciones mas preferidas de la invencion, la secuencia de ADN que codifica la proteina de hongo
filamentoso secretable es una enzima, que se sabe que se secreta en cantidades significativas en 7. reesei.

Las proteinas o enzimas utiles para proporcionar los objetivos de la invencidn son celulasas de Trichoderma y
mananasas de Trichoderma pero las proteinas de hongo filamentoso secretables mas preferidas son las siguientes en-
zimas, que son homologas a Trichoderma, es decir celobiohidrolasas (CBHI y CBHII), endoglucanasas (EGI y EGII),
y mananasa (MANI). Es especialmente {itil para la invencién un dominio de cola de una celulasa de Trichoderma, o
un dominio central y de bisagra de una mananasa de Trichoderma.

Las secuencias de aminodcidos y ADN de las enzimas y dominios mencionados anteriormente son bien conoci-
dos a partir de la bibliografia y algunos se describen a continuacién en los ejemplos de la presente invencién. Los
especialistas en la técnica pueden, usando dichas secuencias, construir una multitud de vectores de expresion ttiles
alternativos de acuerdo con los principios expuestos en esta solicitud.

Como el objetivo principal de la invencidn es la produccién de xilanasas originadas por actinomicetes, el vector

de expresion recombinante de la presente invencién comprende una secuencia de ADN que codifica una xilanasa
originada por un actinomicete.
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Los ejemplos de dichas secuencias de ADN ttiles son aquellas que pueden obtenerse de la secuencia de ADN de
A. flexuosa SEC ID N° 1 que codifica la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N° 2 o la secuencia de ADN SEC ID
N° 3 que codifica la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N° 4 o equivalentes de dichas secuencias de aminoacidos,
donde dichos equivalentes tienen una identidad de al menos el 85% a nivel de aminodcidos con la SEC ID N°2 o la
SEC ID N° 4 y una actividad xilanolitica similar a la de la SEC ID N° 2 o la SEC ID N° 4. También se describen a
continuacidn las secuencias de aminodcidos llamadas SEC ID N° 12, SEC ID N° 14, SEC ID N° 16, y SEC ID N° 18
en los ejemplos, representando las secuencias las fusiones entre la regién central y de bisagra de MANI y el gen de
xilanasa de A. flexuosa.

Las secuencias de ADN titiles pueden encontrarse, por ejemplo, en los plasmidos pALK923 (DSM9322), pALK938
(DSM9899), pALK939 (DSM9900, pALK940 (DSM9901), pALK941 (DSM9902) y pALK 1056 (DSM9903) que co-
difican la xilanasa AM35 de Actinomadura flexuosa y el plasmido pALK927 (DSM9447) y el plasmido pALK928
(DSM94438) que codifican la xilanasa AMS0 de Actinomadura flexuosa.

Los promotores preferidos en los vectores de expresion de ADN recombinantes de la presente invencién son los
de una proteina de hongo filamentoso secretable, mas preferiblemente un promotor de cbhl de T. reesei.

Ejemplos de vectores de expresion recombinantes preferidos son los plasmidos pALK945, pALK948, pALK 1021
y pALK1022. El pldsmido pALK1022 se muestra en la Figura 17. Las construcciones de los otros tres pldsmidos son
esencialmente iguales al plasmido pALK1022 con la excepcién de que las secuencias de engarce son como las descritas
con detalle en los ejemplos, por ejemplo, la SEC ID N° 11, SEC ID N° 13, SEC ID N° 15 y SEC ID N° 17. Dichos
vectores de expresion se usan para transformar hongos filamentosos, tales como Trichoderma, mas preferiblemente 7.
reesei.

Los huéspedes transformados con dichos vectores de expresion producen xilanasas que tienen toda la secuencia de
aminodcidos N-terminal SEC ID N° 5, que es idéntica a la secuencia N-terminal (D-T-T-T-I-T-Q) de la xilanasa de A.
flexuosa de tipo silvestre.

Los huéspedes transformados son capaces de expresar y secretar una o mas proteinas o enzimas, preferiblemente
xilanasas originadas por actinomicetes en el medio de cultivo durante el cultivo o fermentacion.

Después del cultivo y retirada de las células huésped por filtracidn, centrifugacion etc., el medio de cultivo como
tal o concentrado proporciona una proteina util o preparacién enzimdtica, que puede someterse a procedimientos de
procesamiento descendente adicionales para estabilidad y capacidad de almacenamiento mejorados. Como alternativa,
la preparaciéon puede someterse a aislamiento y purificacién para obtener la proteina o enzima deseada originada por
bacterias o actinomicetes en forma mads purificada.

Ejemplos de procedimientos descendentes ttiles del medio de cultivo usado son, por ejemplo, filtracién, ultrafil-
tracion, precipitacion, centrifugacion, secado, evaporacién, inmovilizacion, granulacién, etc.

La preparacién que contiene enzimas, especialmente xilanasas originadas por actinomicetes y que se pueden obte-
ner cultivando huéspedes transformados con los vectores de expresion de la presente invencion son ttiles, por ejemplo,
para el blanqueado asistido con enzimas porque las enzimas son estables a las temperaturas de procesamiento, cuando
las temperaturas de procesamiento estdn en los intervalos de 50-90°C, preferiblemente 60-85°C, mas preferiblemente
70-80°C.

Dichas preparaciones también son ttiles para tratar pulpa de papel y para tratar enziméiticamente biomasa vegetal.

Por tanto, la presente invencidn proporciona un vector de expresion recombinante para producir una preparacién
que contiene xilanasa de origen actinomcete en un huésped fiingico filamentoso Trichoderma, uniendo de forma fun-
cional en dichosvectores de expresion recombinante un promotor a una secuencia de ADN que codifica un dominio de
cola de una celulasa de Trichoderma o un dominio central y de bisagra de una mananasa de Trichoderma, que a su vez
contiene, fusionada en fase, una secuencia de ADN que codifica una xilanasa de actinomicetes; después transformando
un huésped Trichoderma con los vectores construidos de este modo y cultivando dichos huéspedes transformados en
un medio de cultivo y en condiciones de cultivo, que son dptimas para la secrecion de la enzima. Después del cultivo,
las células huésped se separan del medio de cultivo, que puede usarse como una preparacion enzimdtica como tal o en
forma concentrada o después de someterse a procedimientos de procesamiento descendente adecuados.

La invencion se describe con mayor detalle en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos muestran solamente unas

pocas aplicaciones concretas de la invencidn. Es evidente para los especialistas en la técnica que se pueden crear varias
aplicaciones similares.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2301 174 T3

Ejemplos
Ejemplo 1

Cultivos de Matraz en Agitacion y Fermentador de Actinomadura flexuosa DSM43186

La cepa A. flexuosa DSM43186 se sembré en estrias en placa de medio mineral de hojuelas de avena (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH [Coleccién alemana de microorganismos y cultivos celula-
res] DSM Catalogue of strains, 3rd ed., Braunschweig, Alemania (1983); 1 litro contiene 20 g de agar, 20 g hojuelas
de avena, 1 ml de solucién de elementos traza que contienen 100 mg de FeSO, x 7H,0,100 mg de MnCl, x 4H,0, 100
mg de ZnSO, x 7H,0/100 ml; pH 9,0) y se incubd a 50°C hasta la esporulacién. Se inoculé una colonia esporulante en
10 ml de medio XPYB (Greiner-Mai, E. y col., System. Appl. Microbiol. 9:97-109 (1987); Holtz, C. y col., Antonie
van Leeuwenhoek 59:1-7 (1991)); 1 litro contiene 5 g de xilano de espelta de avena, 5 g peptona de caseina, 5 g de
extracto de levadura, 5 g extracto de carne, 0,74 g de CaCl, x 2H,0; pH 9,0) y se incubd a 55°C en un agitador rotatorio
(250 rpm) durante dos a tres dias. Después se transfirié un inéculo de 5 ml a 250 ml del mismo medio y se incubd en
las mismas condiciones durante tres dias. La actividad xilanasa obtenida fue de 17 nkat/ml.

El procedimiento para dos fermentaciones de 1 I (Biostat M, B. Braun, Alemania) se preparé como anteriormente.
Se us6 indculo al 10% (v/v) para las fermentaciones. El pH se mantuvo a pH 7,8 + 0,2 por la adicién de amoniaco
(12,5% (v/v)) y écido fosférico (17% (v/v)), la temperatura de fermentacion fue 5S0°C. El fermentador se agité a 400
rpm y el flujo de aire fue 1 I/min. Las actividades xilanasa obtenidas fueron 32 y 58 nkat/ml (medidas a pH 6,0 y 60°C
con 5 minutos de tiempo de incubacién). Los medios de cultivo de los cultivos se usaron en purificacién de proteinas
y experimentos de blanqueado.

Las actividades xilanasa en todos los ejemplos se midieron de acuerdo con Bailey, M.J. y col., J. Biotechnol. 23:
257-270 (1992) usando xilano de abedul al 1% (p/v) (Roth n° 7500) como sustrato. Las condiciones de ensayo fueron,
si no se indica otra cosa, pH 5,3 y 50°C con un tiempo de incubacién de 5 minutos. Una unidad xilanasa (1 nkat)
se define como la cantidad de enzima que produce la reduccién de carbohidratos que tienen una fuerza de reduccién
correspondiente a un nmol de xilosa en un segundo a partir de xilano de abedul en condiciones de ensayo. La Unidad
Internacional (UI) se define como la cantidad de enzima que produce un micromol de producto final medido en un
minuto a partir del sustrato polimérico, entonces 1 Ul = 16,67 nkat.

Ejemplo 2

Determinacion del pH y Dependencias de la Temperatura de la Actividad Xilanasa de Actinomadura flexuosa a partir
del Medio de Cultivo

Para determinar la dependencia del pH para la actividad xilanasa de A. flexuosa, las muestras del medio de cultivo
del cultivo de matraz en agitacién (Ejemplo 1) se diluyeron en tampones de Mcllvain 50 mM (4cido citrico 50 mM -
Na,HPO, 100 mM) del intervalo de pH 3,0-11,0. Los valores de pH finales de las mezclas de tamp6n y enzima fueron
3,5,4,5,54,64,72, 8,0, 8,5,9,7y 11,2. La actividad xilanasa se midi6é en cada pH a 50°C, 5 min. de reaccién. La
actividad xilanasa mostré un 80-100% de su actividad maxima en el intervalo de pH de aproximadamente 5,4-8,0, que
muestra actividad maxima a aproximadamente pH 6,4 (Figura 1).

Para la determinacién de la estabilidad térmica, las muestras del sobrenadante de cultivo se diluyeron en tampoén
de Mcllvain 50 mM. Se afiadi6 albimina de suero bovino (BSA) a una concentracién de 100 ug/ml y se aiadieron 10
pg/ml de pepstatina A asi como 174 ug/ml de fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF) como inhibidores de proteasa.
Los valores de pH final de las mezclas de tamp6n y enzima fueron 6,9, 7,8 y 9,0. Las muestras se incubaron en ausencia
del sustrato a 60°C, 70°C y 80°C. Las muestras se tomaron a intervalos de 0, 30, 60 y 120 minutos y se enfriaron
inmediatamente en hielo antes de la determinacién de la actividad xilanasa residual a 50°C (5 min. de reaccién en
el pH correspondiente). La enzima era muy estable cuando se incubaba a 60°C y 70°C; después de 120 minutos de
incubacién a 70°C a pH 9 se retenia mas del 60% de la actividad xilanasa (Figura 2A, 2B y 2C).

Ejemplo 3

Purificacion de Xilanasas de Actinomadura flexuosa

La purificacion de xilanasas de medio de cultivo de A. flexuosa se realiz6é a +4°C con columnas cromatograficas
acopladas a un aparato de FPLC (Pharmacia). Las mediciones de actividad xilanasa se realizaron a 50°C y apH 6,5. La
protefna se control6 a 280 nm en toda la purificacién. Las muestras se procesaron en geles de bloque de poliacrilamida
que contenfan SDS al 0,1% en un sistema de electroforesis Bio-Rad Mini Protean II y se tifieron con Azul Brillante
de Coomassie. Se usé un anticuerpo policlonal preparado contra la xilanasa A XynAde Thermomonospora fusca,
obtenido del Prof. David Wilson, (Cornell University, Nueva York) para detectar la(s) xilanasa(s) de A. flexuosa en
transferencias de Western. En la deteccidn, se us6 un Sistema ProtoBlot AP de Promega.

Se combiné un medio de cultivo de las dos fermentaciones de 1 1 descritas en el Ejemplo 1 y se centrifugé a 8.000
g durante 30 min. El sobrenadante (1.500 ml) se diluyé 1 + 2 con Na,HPO, 12,5 mM pH 9 y se ajusté a pH 8,6
con NaOH 1 M. Esta muestra se aplicd, en dos series, en un intercambiador de iones de DEAE Sepharose CL-6B
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(Pharmacia) (2,5 x 29 cm) equilibrado con Na,HPO, 12,5 mM, pH 9, a 100 ml/h. El flujo de las dos realizaciones se
combind y se proceso por separado como se describe a continuacion.

La elucién de las proteinas unidas de la columna de DEAE (Figura 3) se consiguié por un gradiente lineal (400 ml
+ 400 ml) de Na,HPO, 25 mM pH 9, a Na,HPO, 25 mM, pH 9 que contenia NaCl 1 M a un caudal de 105 ml/h y se
recogieron fracciones de 10 ml. Pudieron recogerse dos picos que contenian actividad xilanasa (combinacién I y II),
asf como una larga “linea” del segundo pico (combinacién III).

Las tres combinaciones (cada una combinada a partir de dos realizaciones con DEAE) se ajustaron para que
contuvieran cloruro sédico 2 M cada una y se aplicaron por separado en una columna de Fenil Sepharose CL-4B
(Pharmacia) (2,5 x 15 cm) equilibrada con Na,HPO, 25 mM, pH 9 que contenia NaCl 2 M. La elucién se realiz6 a 100
ml/h con un gradiente de dos etapas de tampén A al 100% (Na,HPO, 25 mM, pH 9) a tampén B al 35% (Na,HPO,
25 mM que contenia etilenglicol al 60%) en 60 min. seguido de un gradiente mas brusco de B al 35% a B al 100%
en 60 min. Se recogieron fracciones de 7 ml (combinacién I) o 5 ml (combinaciones II y III). Las fracciones que
contenian actividad xilanasa de la combinacion I obtenidas se combinaron y llamaron DEPS I (Figura 4A). Ambas
combinaciones de DEAE II y III produjeron dos picos que contenian actividad xilanasa llamados DEPS II/1, DEPS
1172 (Figura 4B) y DEPS III/1, DEPS 1II1/2 (Figura 4C), respectivamente.

Las muestras de estas combinaciones se dializaron frente a Na,PO, 25 mM, pH 9, durante una noche y se proce-
saron en SDS-PAGE Yy se tifieron para las proteinas con Azul de Coomassie (Figura 5A) asi como se analizaron por
transferencias de Western con anticuerpo contra 7. fusca (Figura 5B). El anticuerpo reaccioné solamente con dos a
tres bandas de masa molecular mas pequefia (35 kDa o inferior) a partir del medio de cultivo y ligeramente con las
proteinas en estas combinaciones. Las masas moleculares aparentes de las proteinas en estas combinaciones fueron de
50 kDa estimadas de SDS-PAGE con patrones de masa molecular. Las combinaciones DEPS 1I/2, DEPS III/1 y DEPS
I11/2 fueron las mas puras.

El flujo del intercambiador de iones de DEAE (véase anteriormente) se concentrd con una membrana de limite de
30 kDa. Casi la mitad de la actividad xilanasa se encontré en el concentrado y la mitad en el permeado. Ambos se
ajustaron para que contuvieran NaCl 2 M y se aplicaron en una columna de Fenil Sepharose 6 FastFlow (bajo sub;
Pharmacia) (2,5 x 34 cm) equilibrada con Na,HPO, 25 mM, pH 9, que contenia NaCl 2 M. La elucidn se consigui6 a
300 mlh™! con el mismo gradiente que se usé para las combinaciones de DEAE en Fenil Sepharose CL-6B y se reco-
gieron fracciones de 10 ml. Los picos que contenian actividad xilanasa obtenidos se llamaron KF1, KF2 y KF3 (Figura
6B). El permeado de la concentracion se sometié a una realizacién idéntica en Fenil Sepharose 6 FastFlow (bajo sub),
y las fracciones que contenian actividad xilanasa se llamaron PF1 y PF2 (Figura 6A). Estos picos se dializaron durante
una noche frente a Na,HPO, 25 mM, pH 9, y se analizaron en SDS-PAGE asi como en transferencias de Western (Fi-
gura 7A y 7B). El primer pico, KF,, del concentrado mostré una banda de masa molecular aparente de 40 kDa en SDS-
PAGE, pero no mostré reaccién en transferencias de Western. Sin embargo, este pico tenia la mayor actividad xilanasa.
KF2 mostré una banda de 50 kDa en SDS-PAGE que reaccionaba débilmente con el anticuerpo, pero podia verse una
clara banda de 30 kDa en transferencias de Western. El tercer pico, KF3, mostr6 una banda de 35 kDa en transferencias
de Western. El concentrado contenia xilanasas con pesos moleculares aparentes de 50, 40, 35 asi como 30 kDa. El
primer pico, PF1, del permeado reacciond con anticuerpo contra A. fusca que mostré dos bandas de 35 kDa y 30 kDa,
respectivamente. PF2, por otro lado, mostré solamente una banda de 35 kDa en transferencias de Western.

Como resumen, el medio de cultivo de A. flexuosa sp. DSM43186 contiene xilanasas con masa molecular de apro-
ximadamente 50 kDa (representada por las combinaciones DEPSII/2, DEPSIII/1 y DEPSIII/2), 40 kDa (representada
por la combinacién KF1), 35 kDa (representada por las combinaciones PF2 y KF3) y 30 kDa (representada por la
combinacién KF2). De éstas, las proteinas de 35 kDa y 50 kDa aparecen con las bandas de xilanasa principales (en
SDS-PAGE). Es posible que la banda de xilanasa de 40 kDa en SDS-PAGE sea un producto de degradacién de la
banda de 50 kDa en SDS-PAGE y que la banda de 30 kDa en SDS-PAGE sea un producto de degradacién de la banda
de xilanasa de 35 kDa en SDS-PAGE.

Ejemplo 4
Produccion y Secuenciacion de Péptidos de las Xilanasas de 35 kDa y 50 kDa Purificadas

Una muestra (12 ml) de la combinacion I de la realizacion de DEAE Sepharose CL-6B (Fig. 3) se someti6 a
cromatografia de exclusién en gel sobre una columna HighLoad 26/60 Superdex G75 (Pharmacia) equilibrada con
Na,HPO, 25 mM, pH 9 a 120 ml/h. Una muestra (25 ml) de la fraccién del pico que contiene actividad xilanasa
obtenida se diluy6 (1 + 1) con agua y se aplicé en un intercambiador de iones mono Q (Pharmacia) con Na,HPO,
12,5 mM, pH 9. La elucién se realizé a 30 ml/h con un gradiente lineal de Na,HPO, 12,5 mM, pH 9 a Na,HPO, 12,5
mM, pH 9 que contenia NaCl 0,5 M en 50 min. El pico que contenia actividad xilanasa (1 ml) se concentr6 en un
micro concentrador Centricon (limite 30 kDa) y se eluy6 con bicarbonato de amonio al 1%. Esta muestra concentrada
que contenia una tnica banda de proteina de 50 kDa en SDS-PAGE se evaporé y se alquilé con vinilpiridina. La
muestra alquilada se digiri6 con tripsina (tripsina modificada, sequenal grade, Promega V5111). La digestion se aplicé
en una columna de fase inversa acoplada a una HPLC, y se recogieron manualmente los picos que absorbian a 214
nm. Cada fraccion recogida se sometié a degradacién de Edman en un secuenciador de fase liquida con pulsos de gas
(Kalkkinen & Tilgmann, J. Protein Chem. 7:242-243 (1988)) y los aminodcidos PTH liberados se analizaron en linea
usando HPLC de orificio estrecho de fase inversa.
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Una muestra de xilanasa de 35 kDa purificada (esencialmente purificada como se ha descrito en el Ejemplo 3) se
sometié a Degradacion de Edman como anteriormente.

Los péptidos obtenidos de la xilanasa de 50 kDa purificada y la secuencia N-terminal de la xilanasa de 35 kDa
purificada se enumeran en la Tabla 1.

TABLA 1

Péptidos de xilanasa de 50 kDa purificada y la secuencia N-terminal de la xilanasa de 35 kDa purificada

Péptido Secuencia

N° 1696 Ala-Ala-Ser-Thr-Leu-Ala-Glu-Gly-Ala-Ala-Gln-His-Asn-Arg

N° 1697 Tyr-Phe-Gly-Val-Ala-lle-Ala-Ala-Asn-Arg

N° 1698 Leu-Asn-Asp-Ser-Val-Tyr-Thr-Asn-lle-Ala-Asn-Arg

N° 1699 Asn/Gly/X-Thr-Gly-lle-Thr-Val-X-Gly-Val

N° 1703 His/Glu/Thr-Glu/Phe-Leu/Asn-Val/Ser-Tyr/\Val-Asn/Thr-Met/Ala-
Val/Glu-Asn/X-Glu/X-Met/X

N° 1704 Glu-Phe-Asn-Ser-Val-Thr-Ala-Glu-Asn-Glu-Met-(Lys)

N-term 35 kDa Asp-Thr-Thr-lle-Thr-Gin

La combinacién de las secuencias peptidicas de xilanasa de 50 kDa N° 1696 (SEC ID N° 6), N° 1697 (SEC ID N°
7), N° 1698 (SEC ID N° 8) y N° 1704 (SEC ID N° 10) corresponde con una similitud del 75% a los aminoécidos 42-89
de laxilanasa A de Streptomyces lividans (ntimero de acceso M64551). El péptido N° 1703 no tiene asignada ninguna
SEC ID N°, a causa de la multitud de alternativas presentes en la secuencia y porque no estd reivindicada. Ademds, el
péptido N° 1699 (SEC ID N° 9) muestra una similitud del 78% con los aminodcidos 301-309 de XInA de S. lividans:

Aclinomadura n°1696 n°1697 n°1698 n°1704

S. lividans 42 AESTLGAAAAQSGR YFGTAIASGR LSDSTYTSIAGR EFNMVTAINEMK §9

XinA
. °1699
Actinomadura G n
50 kDa NTGITVXGY
RRRERN
S. lividans SRCLGITVWGVRD
Xina___ 300 310

50kDa 1 AASTLAZGAAQENR YFGVAIAANR LNDSVYTNIANR EFNSVTAINEMK 48
N R I I P N S S E N O R AR R AT

Las secuencias de S. lividans estin presentes solamente para comparacion.

Ejemplo 5

Las Propiedades de pH y Estabilidad a la Temperatura de las Xilanasas de 35 kDa y 50 kDa Purificadas

La estabilidad a la temperatura de las enzimas de 35 y 50 kDa purificadas con o sin 100 ug/ml de BSA se determiné
incubando las muestras enzimadticas a 70°C, pH 6,0 durante un periodo de 0, 2, 6 y 24 horas después de que se hubiera
determinado la actividad xilanasa de las muestras (a pH 6,5, 60°C, 20 min. de reaccién). En las muestras en las que
se habia afiadido BSA, podia medirse mds del 80% de la actividad original incluso después de 24 h de incubacién
(Figuras 8 y 9 para las xilanasas de 35 kDa y 50 kDa, respectivamente). Cuando no se afiadia BSA, atin podia medirse
aproximadamente el 60% (35 kDa) o el 70% (50 kDa) de la actividad original después de 24 h de incubacién (Figuras

8y9).
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La dependencia del pH se determiné incubando las muestras enzimaticas a diferentes valores de pH (pH 4-8) y
a temperaturas de 80°C (35 kDa) y 60, 70 y 80°C (50 kDa) durante 20 minutos (35 kDa) o 10 minutos (50 kDa). A
80°C, la xilanasa de 35 kDa mostr6 un pH 6ptimo de aproximadamente pH 6 que tiene casi un 90% de su actividad
de aproximadamente pH 5 a 7 (Figura 10A). A 60°C y 70°C, la xilanasa de 50 kDa mostré un pH 6ptimo de pH 5-
7 y a 80°C, un pH 6ptimo de pH 6-7. La enzima fue muy estable de pH 5-7 en estas condiciones (Figura 10B). La
incubacién de ambas xilanasas de 35 kDa y 50 kDa a 60°C durante 60 minutos a valores de pH de 4,2 a 8,7 mostr6
una estabilidad similar a la encontrada en el experimento anterior, excepto en que la xilanasa de 50 kDa parece ser
menos estable a pH 4,2 en estas condiciones (Figura 10C). Los experimentos de dependencia de la temperatura a pH
7 con incubaciones de 60 minutos de las xilanasas de 35 kDa y 50 kDa con sustrato a temperaturas de 50, 60, 70 y
80°C mostraron actividad maxima a 70°C para ambas enzimas (Figura 11). La xilanasa de 50 kDa parecié ser, a partir
de estos resultados, ligeramente mds estable a 80°C y pH 7 que la xilanasa de 35 kDa. Por otro lado, la xilanasa de 35
kDa mostré mas actividad y estabilidad en el intervalo de pH de 4-5 (Figuras 10A-10C).

Ejemplo 6

Experimentos de Blanqueado Usando Medio de Cultivo de Actinomadura flexuosa

Los experimentos de blanqueado se hicieron para determinar la utilidad de la actividad xilanasa de A. flexuosa en
blanqueado tanto ECF (libre de cloro elemental) como TCF (totalmente libre de cloro) de pulpa de papel kraft.

Blanqueado ECF

El medio de cultivo que contenia actividad xilanasa de A. flexuosa (Ejemplo 1) se afiadié a pulpa de papel kraft de
madera blanda deslignificada con oxigeno acabada (nimero kappa 15) en la cantidad de 50 6 100 nkat/g de materia
seca de pulpa. La actividad xilanasa se midié a pH 6 y 60°C con 5 minutos de tiempo de incubacién. La actividad
celulasa del medio de cultivo fue muy baja. Los tratamientos enzimaticos se hicieron a pH 7 y 70°C durante una hora.
La pulpa de referencia se mantuvo en las mismas condiciones sin adicién de enzimas.

Después de los tratamientos enzimaticos, las pulpas se blanquearon en dos fases: fase de di6xido de cloro y extrac-
cién alcalina. La absorbancia del filtrado a 280 nm se determind para estimar la cantidad de lignina disuelta.

Como puede observarse en la Tabla 2, después del pretratamiento con la preparacién de xilanasa se retiré mas
lignina residual de las pulpas que la evidenciada por el aumento de A,g, de los filtrados y la reduccién de nimeros
kappa en las pulpas finales. Las pulpas finales tenian también 3-4 unidades de mayor brillo en comparacién con la
referencia. La resistencia de las pulpas no se vio afectada, porque los valores de viscosidad permanecieron dentro de
la variacién normal del procedimiento.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2

Referencia 50 nkat/g 100 nkat/g

Tratamiento enzimatico

Consistencia, % 3 3 3
Tiempo de retencién, horas 1 1 1
Dosificacion enzimatica, nkat/g 0 50 100
Temperatura,°C 70 70 70
pH, inicioffinal 7,07 1 7072 7274
Absorbancia, 280 nm 0,22 0,49 0,65
Fase de CIO;

Consistencia,% 3 3 3
Tiempo de retencién, horas 1 1 1
Dosificacion de Cl02,% 2,3 2,3 2,3
Temperatura,°C 60 60 60
pH al final 2,4 2,5 2,5
Fase de extraccion

Consistencia, % 10 10 10
Tiempo de retencién, horas 1 1 1
Dosificacién de NaOH,% 1.5 1.5 1,5
Temperatura,°C 70 70 70
pH al final 10,9 10,9 10,9
Pulpa Final

Brillo,% ISO 56,7 59,9 60,6
Nimero Kappa 6,6 5,6 54
Viscosidad, ml/g 920 910 900

Blangueado TCF

La pulpa de papel kraft de madera blanda deslignificada con oxigeno acabada (nimero kappa 15) se traté con
preparacién de xilanasa de A. flexuosa usando dosificaciones enzimaticas de 50 y 100 nkat/g de materia seca de pulpa.
La actividad xilanasa se midi6 a pH 6 y 60°C con 5 minutos de tiempo de incubacién. La actividad celulasa de la
preparaciéon fue muy baja. Los tratamientos enzimaticos se hicieron a pH 7 y 70°C durante una hora. La pulpa de
referencia se mantuvo en las mismas condiciones sin adicién de enzima.

Después de los tratamientos enzimadticos las pulpas se blanquearon usando la secuencia QP. Primero se retiraron
los metales quelando con EDTA al 0,2% (fase quelante, Q) y después se blanquearon las pulpas con peréxido de
hidrégeno (fase de peréxido, P). Los compuestos quimicos blanqueantes fueron los siguientes: H,O, al 3%, NaOH al
3%, DPTA al 0,2% (4cido dietilen triamina pentaacético) y MgSO, al 0,5%. La absorbancia del filtrado a 280 nm se
determind para estimar la cantidad de lignina disuelta. Los resultados se muestran en la Tabla 3.
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TABLA 3

Referencia 50 nkat/g 100 nkat/g

Tratamiento enzimatico

Consistencia,% 3,5 3,5 3,5
Tiempo de retencién, horas 1 1 1
Dosificacion enzimatica, nkat/g 0 50 100
Temperatura,°C 70 70 70
pH. inicioffinal 7,074 7,0/7,3 7073
Absorbancia, 280 nm 0,27 0,43 0,57
Fase quelante, Q

Consistencia, % 3,0 3,0 3,0
Tiempo de retencidn, horas 1 1 1
EDTA % de materia seca 0,2 0,2 0,2
Temperatura,°C 70 70 70
pH al final 55 5,6 5,8
Absorbancia, 280 nm 0,24 0,44 0,64
Fase de perdxido, P

Consistencia,% 10 10 10
Tiempo de retencién, horas 3 3 3
Temperatura, °C 80 80 80
pH al final 10,6 10,6 10,6
Dosificacién de perdxido,% 3,0 3,0 3,0
Perdxido consumido,% 2.1 2,2 2.1
Pulpa Final

Brillo,% 71,9 72,9 73,0
Numero kappa 9,0 8,3 79
Viscosidad, ml/g 870 890 890

La Tabla 3 muestra que, de acuerdo con los valores de A, medidos y los nimeros kappa, se retird significa-
tivamente mds lignina después de los tratamientos con Xxilanasa en comparacioén con la referencia. Los valores de
viscosidad de las pulpas permanecieron dentro de la variaciéon normal del procedimiento, que significa que la resis-
tencia de las pulpas no se vio afectada. También los valores de brillo fueron mayores que la referencia, pero como se
esperaba, el aumento fue mas ligero que en blanqueado con diéxido de cloro.

Ejemplo 7
Experimentos de Blanqueado Usando las Xilanasas de 35 kDa y 50 kDa Purificadas

La xilanasa mayor de 50 kDa (AMS50) y la més pequefia de 35 kDa (AM35) purificadas (incluyendo también la
xilanasa de 30 kDa) se ensayaron en un blanqueado con peréxido de tres fases. Las preparaciones enzimadticas purifi-

cadas fueron iguales que las usadas en la determinacidn del pH y las propiedades térmicas de las enzimas purificadas
(Ejemplo 5).
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Las preparaciones enziméticas purificadas se afiadieron a la pulpa de papel kraft de madera blanda deslignificada
con oxigeno acabada (ntimero kappa 13,5 y brillo del 37%) en la cantidad de 100 nkat/g de materia seca de pulpa. La
actividad xilanasa se midié a pH 6,5 y 60°C con 5 minutos de tiempo de incubacién. Los tratamientos enzimaticos se
hicieron a pH 6,5 y 60°C durante una hora. La pulpa de referencia se trat6 en las mismas condiciones pero sin adicién
de enzimas. El blanqueado se realizé con la secuencia QP,P,P;. La fase quelante (Q) se realizé afiadiendo EDTA al
0,2% de materia seca de pulpa. Las tres fases de peréxido de hidrégeno (P,P,P;) se realizaron todas del mismo modo.
Los resultados se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4

Referencia AM50 AM35

Tratamiento enzimatico

Consistencia,% 3,5 3,5 3,5
Tiempo de retencién, horas 1 1 1
Dosificacidon enzimatica, nkat/g 0 100 100
Temperatura, °C, inicio/ffinal 60/59 58/58 60/59
pH, inicio/final 6,6/6,6 6,8/6,8 6,7/6,7
Fase quelante, Q

Consistencia,% 3,0 3,0 3,0
Tiempo de retencién, horas 1 1 1
EDTA,% de materia seca 0,2 0,2 0,2
Temperatura al final, °C 50 49 51

pH al final 46 54 48
Fase P

Consistencia,% 10 10 10
Tiempo de retencion, horas 3 3 3
Temperatura,°C 80 80 80

pH inicioffinal 12,0/11,7 12,1/12,0 11,9/11,7
Dosificacion de peroxido,% 3,0 .30 3,0
Peroxido consumido, % 27 27 2,6
Brillo,% 59,6 62,3 63,7
Numero kappa (5-9) 6,3 53
Fase P;

Consistencia, % 10 10 10
Tiempo de retencién, horas 3 3 3
Temperatura,®°C 80 80 80

pH, inicioffinal 12,2117 12,2/11,7 12,1/11,6
Dosificacion de peréxido,% 3,0 3,0 3,0
Perdxido consumido,% 2,2 2,4 2,2
Brillo,% 67,2 69,7 70,7
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Numero kappa 6,8 48 49
Fase P;

Consistencia,% 10 10 10
Tiempo de retencion, horas 3 3 3
Temperatura, °C 80 80 80
pH, inicioffinal 11,9/12,0 12,0/11,6 12,0/11,8
Dosificacion de peroxido, % 3,0 3,0 3,0
Per6xido consumido, % 21 2,2 2,0
Brillo, % 71,3 74,0 74,4
Numero kappa 5,2 41 2,2
Consumo de peroxido total, % 7,0 7.3 6,8

El uso de AMS50 y AM35 aument6 claramente el brillo sin aumentar significativamente la cantidad de perdxido
que se consumié. También se redujo el contenido de lignina de las pulpas que se evidencia por la reduccién de los
nimeros kappa de las pulpas tratadas con estas enzimas.

Ejemplo 8
Aislamiento del ADN Cromosomico y Construccion de la biblioteca Genomica

Se cultivé Actinomadura flexuosa DSM43186 en 50 ml de medio que constaba de sacarosa al 10% (p/v), xilano
de hojuelas de avena al 0,5% (p/v), peptona de caseina al 0,5% (p/v), extracto de levadura al 0,5% (p/v), extracto de
carne al 0,5% (p/v), CaCl, x 2H,0 al 0,074% (p/v), pH 7,4-7,5, en matraz en agitacion aislado durante 2,5 dias a 52°C
con agitacion a 200 rpm. Se transfirieron 2,5 ml de este cultivo a 50 ml de medio fresco suplementado con glicina al
0,8%, y se cultivé durante 2 dias a 50°C, 200 rpm. Las células se sedimentaron por centrifugacién y se lavaron con
sacarosa al 10%-Tris-HCI 25 mM (pH 8,0)-EDTA 25 mM.

El ADN cromosémico se aislé de acuerdo con Hopwood y col., Genetic manipulation of Streptomyces: A labora-
tory manual, The John Innes Foundation, Norwich, UK (1985). En resumen, el micelio se lisé con lisozima y mezcla
Kirby 2 x (2 g de triisopropilnaftaleno sulfonato sédico, 12 g de 4-amino-salicilato sédico, 5 ml de Tris-HC1 2 M (pH
8,0), 6 ml de fenol saturado con Tris-HCI, compuesta hasta 100 ml con agua). E1 ADN se precipité con isopropanol y
se disolvié en TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). El ARN se digiri6 con RNasa.

El ADN cromosémico se digiri6 parcialmente con Sau3A (Boehringer, Alemania) y se fracciond por tamafio en
gradiente de sacarosa (sacarosa al 10-40% (p/v) en NaCl 1 M, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, EDTA 5 mM) procesado a
55.000 rpm durante 6 h a 22°C en la ultracentrifuga Beckman TL-100 en el rotor TLS-55. El gradiente se dividié en
fracciones, y aquellas que contenian ADN de principalmente 7-10 kb de tamafo se usaron para construir una biblioteca
genémica de Actinomadura.

Se us6 el Kit de Clonacion de Vector BamHI/CIAP ZAP Express™ predigerido (Stratagene; U.S.A.) para construir
la biblioteca y se siguieron las instrucciones del fabricante en todas las etapas posteriores. En resumen, se ligaron apro-
ximadamente 200 ng de ADN fraccionado por tamafio en 1 ugde brazos preparados ZAP Express™, y se compactaron
usando extracto de compactacién Gigapack II (Stratagene, U.S.A.). El titulo de la biblioteca se determiné infectando
células de E. coli XL1-Blue MRF con diluciones seriadas del fago de compactacién y sembrando en placas NZY. El
titulo total de la mezcla de ligamiento fue aproximadamente 3 x 107 pfu/ml, con una frecuencia de insercion de més
del 96%. La biblioteca se us6 para explorar sin amplificacion.

Ejemplo 9A

Aislamiento del Gen que Codifica la Xilanasa de 35 kDa en Base a la Actividad de Hidrdlisis en Placas de RBB-
Xilano

La biblioteca genémica de ADN de Actinomadura flexuosa DSM43186 en el vector ZAP Express™ se explor6 para
la actividad xilanolitica, del siguiente modo. El huésped, células Stratagene de E. coli XL-Blue MRF’ se cultivaron
en LB + maltosa al 0,2% (p/v) + MgSO, 10 mM y se ajust6é a DOgy=0,5. Las células se infectaron con la biblioteca
recombinante durante 15 min. a 37°C y se sembraron con agar NZY sobre las placas NZY. Las placas se incubaron
durante 4 horas a 42°C, revestidas con filtros de nitrocelulosa saturados con IPTG 10 mM para inducir la expresién de
la proteina lacZ, y se incubaron durante una noche a temperatura ambiente.
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Los filtros se lavaron con tampdn fosfato K 50 mM (pH 6,8), y se transfirieron en placas de RBB-xilano + kana-
micina (Km). La placa tiene dos capas; la capa inferior de 15 ml de LB regular + Km (40 ug/ml) y la capa superior de
5 ml de RBB xilano (RBB xilano al 0,5% (p/v), xilano de hojuelas de avena al 1% (p/v) en LB + Km, tamponado con
fosfato K 50 mM, pH 6,8). Las placas se transfirieron a 50°C durante una segunda noche para determinar la actividad
xilanolitica. Los filtros se retiraron, y el halo transparente en las placas de RBB-xilano + Km revel6 los clones que
tenfan actividad xilanasa. Se cogieron 22 placas positivas de las placas NZY originales en tampén SM/cloroformo.

El vector ZAP Express™ se ha disefiado para permitir la escision y recircularizacion in vivo simple y eficaz de
cualquier inserto clonado contenido en el vector lambda para formar un fagémido que contenga el inserto clonado.
En resumen, los clones positivos se incubaron con células XL.1 Blue MRF con el fago auxiliar ExAssist. Después de
desnaturalizacién por calor (70°C, 15 min.), y centrifugacién, el fagémido escindido pBK-CMYV se compacté como
particulas de fago filamentoso en el sobrenadante. El fagémido rescatado se mezclé con células XLOLR, y se sembrd
en LB/kanamicina (50 ug/ml) de acuerdo con el fabricante.

Se volvieron a ensayar las células de E. coli XLOLR transformadas con los ADN del fagémido rescatado en RBB-
xilano + Km. De los 22 clones originalmente positivos, 12 retuvieron la actividad xilanasa. Los ADN del fagémido se
digirieron con EcoRI-Pstl, se sometieron a electroforesis, se transfirieron a una membrana de nylon, y se hibridaron
con un fragmento de xilanasa de 7. fusca de 1,15 kb marcado con digoxigenina de pALK185 (Fig. 12). El pldsmi-
do pALK185 contiene el gen xynA de T. fusca de pTX101 (Ghangas, G.S. y col., J. Bact. 171:2963-2969 (1994)).
Cuatro fagémidos hibridaron con la sonda de ADN de T. fusca, lo que indica que llevaban genes(s) que comparte(n)
alguna homologia con el fragmento de 7. fusca. Estos fagémidos se denominaron pALK938, pALK939, pALK9%40 y
pALK941. Del ADN cromosémico de A. flexuosa DSM43186, la sonda de xynA de T. fusca hibridé con un fragmento
EcoRI-Pstl de aproximadamente 4 kb.

Ejemplo 9B

Aislamiento del Gen que Codifica la Xilanasa de 35 kDa en Base a la Hibridacion con el gen xynA de Thermomonos-

pora fusca

La biblioteca genémica de ADN de Actinomadura flexuosa DSM43186 en el vector ZAP Express se exploré con
un fragmento de xilanasa de T. fusca de 1,15 kb marcado con digoxigenina de pALK185 (Fig. 12), de acuerdo con
las instrucciones del proveedor. Se cogieron 17 clones positivos. Los fagémidos se escindieron in vivo, como se ha
descrito anteriormente en el ejemplo 9A. Los clones de E. coli que albergaban los fagémidos positivos se ensayaron
para la actividad xilanolitica en RBB-xilano, como se ha descrito anteriormente en el ejemplo 9A. Mostraron actividad
xilanolitica 11 clones. Se eligi6 uno de los clones, y el plasmido se llamé pALK1056.

Ejemplo 10

Aislamiento del Gen que Codifica la Xilanasa de 35 kDa en Base a la Produccion de Polipéptido reconocido por el
Anticuerpo contra XynA de Thermomonospora fusca

Se usé el anticuerpo policlonal contra la xilanasa de 7. fusca de32 kDa, XynA (Véase el Ejemplo 3), para explorar la
biblioteca gendmica de Actinomadura flexuosa DSM 43186. Se cultivaron células Stratagene XL1-Blue MRF’ en LB +
maltosa al 0,2% + MgSO, 10 mM y se diluyeron a DOgy,=0,5. Las células se infectaron con la biblioteca recombinante
durante 15 min. a 37°C y se sembraron con agar superior NZY en las placas NZY. Las placas se incubaron durante 3,5
horas a 42°C, se revistieron con filtros de nitrocelulosa saturados con IPTG 10 mM, y se incubaron durante una noche
a temperatura ambiente. La deteccién se realizé con el anticuerpo contra XynA de 7. fusca diluido 1:1500 usando el
Sistema ProtoBlot AP de Promega. Doce clones positivos, de los que el clon 1.1 dio claramente la sefial mas fuerte, se
cogieron en tampén SM/cloroformo, y se purificaron con una segunda ronda de exploracion.

Los fagémidos se escindieron in vivo, como se ha descrito anteriormente en el ejemplo 9A. Los fagémidos des-
pués se digirieron con EcoRI y Pstl, se sometieron a electroforesis, se transfirieron en una membrana de nylon y se
hibridaron con un fragmento de xilanasa de T. fusca de 1,15 kb marcado con digoxigenina de pALK185 (Fig. 12).
Del ADN cromosémico de A. flexuosa DSM43186, 1a sonda de xynA de T. fusca hibridé con un fragmento EcoRI-Pstl
de aproximadamente 4 kb. Los clones también se ensayaron para la actividad xilanolitica en RBB-xilano, como se
ha descrito anteriormente en el ejemplo 9A. Un clon (clon 1.1) fue positivo en ambas exploraciones. El fagémido
transportado por este clon se llamé pALK923.

Ejemplo 11
Andlisis de Enzimas de Restriccion y Secuenciacion del Gen de Xilanasa que Codifica la Proteina de 35 kDa

Los plasmidos pALK938 (DSM9399), pALK939 (DSM9900), pALK940 (DSM9901), pALK941 (DSM9902),
pALK1056 (DSM9903) y pALK923 (DSM9322) se analizaron por anélisis de enzimas de restriccion, y se usaron para
la secuenciacion del gen de la xilanasa. El ADN se secuenci6 usando kits ABI (Applied Biosystems, U.S.A.) basados
en los cebadores T3 y T7 marcados con fluorescencia, o cebadores especificos de secuencia con didesoxinucle6tidos
marcados con fluorescencia, por el protocolo de secuenciacion de ciclo de cebador con colorante Taq de acuerdo con
las instrucciones del proveedor. A causa del elevado contenido de GC en el ADN de A. flexuosa, las reacciones de
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secuenciacion se realizaron con DMSO al 10% (v/v) a la temperatura de hibridacién de 58-60°C. Las reacciones de
secuenciacion se analizaron en el secuenciador ABI 373A, y las secuencias obtenidas se caracterizaron usando el
Paquete de Software de Andlisis de Secuencia de Genetics Computer Group, versién 7.2. La secuencia de ADN que
codifica la xilanasa de 35 kDa se presenta en la Figura 13. La secuencia muestra una ORF (fase de lectura abierta) de
1035 pb, que predice un polipéptido de 344 aminodcidos, y que corresponde a una proteina con un peso molecular de
aproximadamente 37,5 kDa. Se encuentra un supuesto sitio de procesamiento de sefiales después de la alanina 43, y la
proteina madura predicha tiene un peso molecular calculado de aproximadamente 32,9 kDa. Los datos de secuencia,
por tanto, estan de acuerdo con los resultados de purificacién y secuenciacion de la xilanasa de 35 kDa descritos en los
Ejemplos 3 y 4. La secuencia del gen de 35 kDa parecia idéntica en todos los clones ensayados, excepto en el ADN
de pALK923. pALK923 contenia 93 pb de secuencia desconocida en el extremo N-terminal del inserto, después de la
cual comenzaba la secuencia del gen de la xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa en la localizacién correspondiente al par
de bases 411 en la Figura 13.

La secuencia muestra elevada homologia con xilanasas de diferentes organismos. A nivel aminoacidico, el gen
muestra una identidad del 76% con la XynA de T. fusca. Ademads, la xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa muestra una
identidad del 81% con el dominio de unién a xilano de la XynA de T. fusca (Irwing y col., Appl. Env. Microbiol.60:763-
770 (1995)). Por tanto, la xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa contiene un dominio de unién a xilano diferente separado
del dominio catalitico por una regién de engarce que muestra una identidad de s6lo aproximadamente el 40% con la
regién de engarce de XynA de T. fusca.

Ejemplo 12

Aislamiento del Gen de Xilanasa de 50 kDa de Actinomadura flexuosa

La biblioteca genémica de ADN de A. flexuosa DSM43186 en el vector ZAP Express™ se exploré usando una
sonda de ADN.

Se disefiaron cebadores oligonucleotidicos en base a las secuencias peptidicas derivadas de la proteina de 50 kDa
purificada. Las secuencias cebadoras se presentan en la Tabla 5. Como la combinacién de las secuencias peptidicas
N° 1696 (SEC ID N° 6), N° 1697 (SEC ID N° 7), N° 1698 (SEC ID N° 8) y N° 1704 (SEC ID N° 10) corresponde
con una similitud del 75% a los aminodcidos 42-89 de la xilanasa A de Streptomyces lividans, se sintetizé un oligo
antisentido de 39 pb, de las bases 331 a 369 en la secuencia de xInA de S. lividans. La sonda de x/nA de331-369as
de S. lividans y los cebadores N° 1704 (SEC ID N° 10), N° 1703as y N° 1696s se marcaron con digoxigenina y la
transferasa terminal, y se usaron como sondas en hibridacién a 50°C de acuerdo con Boehringer, DIG DNA Labeling
and Detection Nonradioactive, Applications Manual.

La sonda N° 1704as y la sonda de x/nA de331-339as de S. lividans reconocieron el mismo fragmento EcoRI-Pst]
de 1,0 kb en el ADN de A. flexuosa. El fragmento es diferente del fragmento de 4 kb reconocido por la sonda de xynA
de T fusca (Véase el Ejemplo 9A). En base a estos resultados, se usé la sonda de xinA de 331-369as de S. lividans
para explorar la biblioteca de A. flexuosa para el gen que codifica la xilanasa de 50 kDa.

Se cogieron tres placas positivas después de una deteccidn de una noche. Estos clones se llamaron Act.xyl.50/13,
Act.xyl.50/14 y Act.xyl.50/15.

Los fagémidos que contienen el inserto de A. flexuosa clonado se escindieron como se ha descrito en el Ejemplo
OA. Para determinar la actividad xilanasa, se sembraron en estrias los clones de E. coli en placas de RBB-xilano + Km
como se ha descrito en el Ejemplo 9A, usando la cepa que produce la xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa (del pldsmido
PALK923) como control positivo. Los clones Act.xyl.50/13 y Act.xyl.50/14 mostraron actividad xilanasa, lo que da
un halo transparente alrededor de la colonia.

TABLA 5
Cebadores oligonucleotidicos usados en la deteccion del gen que codifica la xilanasa de 50 kDa de A. flexuosa

Cebador Secuencia de ADN

Actinomadura sp. DSM43186

N° 1696s GCA/C/IGITGCA/CIGITCAA/GICACI/TAACITAICG

N° 1703as ACCATA/GTTA/IGTAA/C/G/ITACA/C/GITA

N° 1704as TTCATCTTCA/GTTC/TTCA/CIGITGC

S. lividans xInA 331-369as CGTGAGTTCAACATGGTGACGGCCGAGAACGA
GATGAAG
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S. lividans xInA 257-284s AGAGCGGCCGCTACTTCGGCACCGCCAT
S. lividans xInA 530-561as CACGCCGTTGATGTGGTCGATCATCGCCTGGC
s = con sentido; as = antisentido

Ejemplo 13

Secuenciacion del Gen para la Proteina Xilanasa de 50 kDa de Actinomadura flexuosa

Los ADN de fagémido del Act.xyl.50/13 y Act.xyl.50/14 se llamaron pALK927 y pALK928, respectivamente. El
oligémero de 331-369as de xInA de S. lividans se usé para secuenciar el inserto de A. flexuosa. Ademads, se sintetizaron
dos oligémeros correspondientes a los nucledtidos 257-284 y 530-561 en la secuencia de xInA de S. lividans, asi como
cebadores especificos de secuencia, para obtener la secuencia del inserto clonado. Las reacciones de secuenciacion se
realizaron con DMSO al 10% (v/v), a la temperatura de hibridacién de 58°C. La secuenciacién se realizé como se ha
descrito en el Ejemplo 11. La secuencia de las 1864 pb del gen de la xilanasa de 50 kDa de A. flexuosa DSM43186
se presenta en la Figura 14. Las secuencias peptidicas de la proteina de 50 kDa purificada se indican por subrayado
de la secuencia de aminoécidos derivada. La secuencia peptidica derivada muestra una identidad del 70-71% con las
proteinas xilanasa II de Actinomadura sp. FC7 (Figura 15A) y la xilanasa A de S. lividans (Figura 15B). La secuencia
muestra una ORF de 1479 pb, que predice un polipéptido de 492 aminodcidos, que corresponde a una proteina con un
peso molecular de aproximadamente 53,5 kDa.

Ejemplo 14

Produccion de Enzimas Bacterianas (Actinomicetes) en Trichoderma reesei: Produccion de Xilanasa de Thermomo-

nospora fusca sin una Fusion

Se construyé el casete de expresion pALK193 (Fig. 16) para la expresion del gen de xilanasa de T. fusca, xynA
(Ghangas y col., J. Bacteriol. 171:2963-2969 (1989); Irwin y col., Appl. & Environ. Microbiol. 60:763-770 (1994))
en T reesei. En el casete de expresion, se fusiond el gen de xilanasa de 7. fusca con la secuencia sefial de la celobio-
hidrolasa 1 (cbhl)de T. reesei que estd precedida por el promotor de chhl. El casete de expresion de 9,4 kb pALK193
se cortd de la estructura del vector por la enzima de restriccion EcoRI. Después se aislé, se purificéd y se introdujo por
transformacion en la cepa T. reesei ALKO2221.

El fragmento de expresiéon pALK193 contiene:

*El promotor de chhl y la secuencia sefial de T. reesei: La secuencia promotora de aproximadamente 2,2 kb se
obtuvo del plasmido pAMH110 (documento EP 244 234 - Fig. 15) y se aisl6 originalmente de T. reesei cepa VI T-
D-80133 (Teeri y col., Bio/Technol. 1: 696-699 (1983)). La secuencia de la secuencia sefial y el drea promotora que
precede el ATG se publicé por Shoemaker y col., Bio/Technology 1: 691-696 (1983). En T. reesei cepa VIT-D-80133
la secuencia que precede el ATG es CCGCGGACTGCGCATC (estd subrayado un sitio Sacll, estd en negrita una
citosina adicional en la secuencia de ADN, en comparacién con la secuencia de Shoemaker y col. Bio/Technology
1:691-696 (1983)).

Para hacer una fusién exacta del gen xynA de T. fusca con la secuencia sefial chh 1, se sintetizaron los 12 nucleétidos
después del sitio Sfilen la secuencia sefial cbhl y el extremo 5’ del gen de xilanasa de T. fusca (al sitio Mlul interno,
véanse las Fig. 12 y 16) usando reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

*El gen de xilanasa de T. fusca (xynA): La clonacién del gen xynA estd publicada en Ghangas y col., J. Bacteriol.
171: 2963-2969 (1989), y la secuencia del gen estd publicada en Irwin y col., Appl. & Environ. Microbiol. 60:763-
770 (1994). La secuencia que codifica la enzima madura se fusiond (fusién exacta) con la secuencia sefial cbhl. Una
region de terminacién de xynA de aproximadamente 0,7 kb, para el sitio Smal después de codén STOP de la regién
codificante de xynA, precede el fragmento de terminacién de cbhl en la construccién.

* El terminador cbhl de T. reesei: El fragmento de terminacién Avall de 0,7 kb que comienza 113 pb antes del
codén STOP del gen cbhl se afiadié después del gen xynA de T. fusca, para asegurar la terminacion de la transcripcion.
El fragmento terminador derivaba del plasmido pAMH110 (originalmente aislado de T. reesei cepa VIT-D-80133;
Teeri y col., Bio/Technol. 1: 696-699 (1983)) y contiene tres codones TAA en todas las fases de lectura precediendo
el fragmento terminador (desde el sitio Ndel, véase el documento EP 244 234).

El gen amdS de A. nidulans: El gen se ha aislado de Aspergillus nidulans VH1-TRSX6. Codifica la acetamidasa
(Hynes y col., Mol. Cell. Biol. 3:1430-1439 (1983)). La acetamidasa posibilita que la cepa crezca usando acetamida
como la Unica fuente de nitrégeno y esta caracteristica se usé para seleccionar los transformantes. El fragmento de 3,1
kb (Spel- Xbal)del plasmido p3SR2 (Kelly y Hynes, EMBO J. 4: 475-479 (1985)) se usa en los plasmidos. El frag-
mento contiene 1007 pb del 4rea promotora, 1897 pb de la region codificante (intrones incluidos) y el drea terminadora
de 183 pb del gen amdsS.
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El fragmento 3’ de cbhl de T. reesei: El fragmento se aislé de 7. reesei ALKO2466 usando rescate de plasmido (1,7
kb, BamHI- EcoRI, que comienza 1,4 kb después del codén STOP del gen, Suominen y col., “High frequency one-
step gene replacement in Trichoderma reesei 11. Effects of deletions of individual cellulase genes”, Mol. Gen Genet.
241: 523-530 (1993)).

La cepa ALKO2466 deriva de la cepa ALKO233 (Harkki y col., Enzyme Microb. Technol. 13: 227-233 (1991)). El
fragmento 3’ se usa junto con el drea promotora (descrita anteriormente) para dirigir el gen xynA de T. fusca al locus
cbhl por recombinacién homoéloga.

Se usaron procedimientos de ADN convencionales para la construccion de los vectores (Sambrook y col., “Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989). Las enzimas de restriccién, ADN ligasa T4, fragmento Klenow de la ADN polimerasa I, ADN polimerasa T4,
polinucledtido quinasa y la polimerasa 7ag eran de Boehringer (Alemania) y New England Biolabs (U.S.A.). Cada
enzima se us6 de acuerdo con las instrucciones del proveedor. E1 ADN plasmidico se aislé usando columnas Qiagen
(Qiagen GmbH, Alemania) o Promega Magic Minipreps (Promega, U.S.A.) de acuerdo con los protocolos del fabri-
cante. Los oligonucledtidos usados en las reacciones de PCR y en reacciones de secuenciacién se sintetizaron por
un Sintetizador de ADN 381A de ABI (Applied Biosystems, U.S.A.). La secuenciacién de ADN se hizo usando kits
ABI basados en cebadores marcados con fluorescencia, o cuando se usaron cebadores especificos de secuencia, sobre
didesoxinucleétidos marcados con fluorescencia, por el procedimiento de secuenciacion de ciclo 7ag de acuerdo con
las instrucciones del proveedor. Las reacciones de secuenciacion se analizaron en un secuenciador ABI 373A.

Los fragmentos de ADN para clonar o transformaciones se aislaron de geles de agarosa de bajo punto de fusion
(FMC Bio-products, U.S.A.) por el procedimiento de congelacién-descongelacion de fenol (Benson, Biotechniques
2:66-58 1984) o usando el Qiaex IT Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Alemania), los GeneClean® o Mermaid Kits™
(Bio 101 Inc., U.S.A.) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

T. reesei ALKO2221 se transformé con el casete de expresion EcoRI de 9,4 kb aislado de pALK193 (Fig. 16)
como se describe por Penttild y col., Gene 61:155-164 (1987) con las modificaciones descritas en Karhunen y col.,
Mol. Gen. Genet 241; 515-522 (1993). Los transformantes de 7. reesei se transfirieron en un medio selectivo y se
purificaron a través de los conidios. Los transformantes se estabilizaron cultivindolos en medios selectivos durante
dos generaciones antes de la esporulacion en agar de dextrosa de patata.

Los sobrenadantes de cultivo de los transformantes se analizaron midiendo la actividad xilanasa producida, proce-
sando las muestras en SDS-PAGE vy realizando transferencias de Western. El anticuerpo policlonal contra la xilanasa
de T fusca y la xilanasa de T. fusca purificada usado en las transferencias de Western se obtuvieron del Prof. David
Wilson (Cornell University, Nueva York).

La actividad xilanasa de los sobrenadantes de cultivo se midi6 a 6,5, 60°C y con 5 minutos de tiempo de incubacién.
Antes del ensayo, los sobrenadantes se incubaron a 60°C durante 20 horas en tamp6n de Mcllvain 50 mM con 200
pg/ml de BSA para destruir la propia actividad xilanasade 7. reesei. La actividad xilanasa del sobrenadante de T.
fusca estuvo inalterable en la incubacién de 20 horas usada antes de la reaccién pero la incubacién usada destruyé
la actividad xilanasa del huésped. La actividad xilanasa producida por los mejores transformantes pALK193 fue de
aproximadamente 900 nkat/ml.

La xilanasa de 7. fusca producida por los transformantes de 7. reesei no fue detectable en SDS-PAGE pero se
detecto en las transferencias de Western. La cantidad de xilanasa de T fusca producida por los transformantes, en base
a la estimacion de las transferencias de Western cuando se purificé la xilanasa de 7. fusca usada como control, fue de
aproximadamente 50-100 mg/1.

Ejemplo 15

Produccion de Enzimas Bacterianas (Actinomicetes) en Trichoderma reesei: Produccion de Fusiones de 3-mananasa
de Trichoderma reesei y Xilanasa de Actinomadura flexuosa

Las cepas de Trichoderma reesei se construyeron para la produccién de xilanasa de Actinomadura flexuosa (xilana-
sade 35 kDa, AM35). Las cepas producen en exceso xilanasa de A. flexuosa y son incapaces de producir endoglucanasa
IT y celobiohidrolasa I de T. reesei. Dichas preparaciones deficientes en actividad celulolitica, y la preparacién de las
mismas por procedimientos de ADN recombinante, se describen en el documento US 5.298.405 o Suominen y col.,
Mol. Gen. Genet. 241:523-530 (1993). Para la sobreproduccién de xilanasa de A. flexuosa, se fusiond el gen am35 ala
region central/bisagra del gen de la mananasa 1 de T reesei y la fusién génica se expresé a partir del promotor fuerte
de cbhli. Se afiadieron diferentes sitios de escisién de proteasas entre las secuencias codificantes de la mananasa y la
xilanasa.

Los plasmidos pALK945, pALK948, pALK1021 y pALK1022 (Fig. 17) contienen las secuencias SEC ID N° 11,
SEC ID N° 13, SEC ID N° 15 y SEC ID N° 17, respectivamente. Los plasmidos se usaron en la construccion de las
cepas superproductoras de xilanasa de A. flexuosa y son por lo demds idénticos entre si, excepto en que difiere la
fusion entre las secuencias central/bisagra de manl y am35 (véase la Fig. 19, y a continuacién).
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Los plasmidos pALK945, pALK948, pALK1021 y pALK1022 contienen los siguientes elementos:

* el promotor de cbhl (celobiohidrolasa 1): El promotor es de Trichoderma reesei VIT-D-80133 (Teeri y col.,
Bio/Technology 1: 696-699 (1983)). Se usa el fragmento EcoRI- Sacll de 2,2 kb (Karhunen y col., Mol. Gen. Ge-
net. 241: 515-522 (1993)) en las construcciones. La secuencia que precede el ATG se publicé por Shoemaker y
col., Bio/Technology 1: 691-696 (1983)). En la cepa de T. reesei VIT-D-80133 la secuencia que precede el ATG es
CCGCGGACTGCGCATC (el sitio Sacll esta subrayado, una citosina adicional en la secuencia de ADN, en compa-
racién con la secuencia de Shoemaker y col. Bio/Technology 1: 691-696 (1983), estd en negrita).

Para hacer una fusién exacta, se sintetizaron los 10 nucleétidos del promotor, desde el sitio Sacll hasta el ATG, y
el extremo 5’ del gen manl (hasta el sitio Clal interno, véase la Fig. 17) usando reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

* laregion central/bisagra del gen manl: El gen manl codifica la S-mananasa que degrada mananos/glucomananos
(Stalbrand y col., Appl. Environ. Microbiol. 61:1090-1097 (1995)). El gen se ha aislado de T. reesei QM6a y se conoce
su secuencia (Stalbrand y col., 1995). El fragmento de ADN de 1,35 kb de los nucledtidos 1 a 1346 que codifica la
region central/bisagra de manl (aminodcidos 1 a 379) se usé en los pldsmidos pALK945 y pALK948. El fragmento de
ADN de los nucleétidos 1 a 1359 (aminoécidos 1 a 383) se usé en los plasmidos pALK1021 y pALK1022. La regién
central/bisagra de man! se unié, a partir de su extremo C-terminal, al gen am35 usando el procedimiento de PCR para
obtener cuatro fusiones diferentes.

* el gen am35: La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminodcidos deducida del gen am35 que codifica
una xilanasa de 35 kDa se presenta en la Fig. 13. El gen se cloné a partir de una biblioteca genémica de Actinomadura
flexuosa DSM43186 usando un ensayo de actividad de placa (Ejemplo 9A). Se us6 un fragmento de 1,3 kb del nucle6-
tido 542 (la Asp44 N-terminal) al sitio MIul aproximadamente 250 pb después del extremo del gen (pALK1055, Fig.
18) en todos los plasmidos. El gen se unid, a partir de su extremo N-terminal, a la secuencia central/bisagra de manl
usando cuatro fusiones diferentes.

* las fusiones central/bisagra de manl - am35: se fusiond la regién central/bisagra de manl a la AM35 con o sin
una secuencia engarzadora KEX, marcada como ... KR..., que representa ...Lys-Arg... en la siguiente lista. La fusién se
hizo por PCR y se formaron las siguientes secuencias de aminodacidos (véase la Fig. 19 para las secuencias de ADN):

central/bisagra manl + secuencia sintética + secuencia am35

pALKS945 . PLYGRDTT... = R adicional

pALKS948 ...PLYGRDKRDTT... = engarce KEX2 afadido
pALK1021 ..PLYGQCGGDTT... = sin nuevos aminoacidos
pALK1022 . .PLYGQCGGRDKROTT... = engarce KEX2 anadido

Se introdujo un sitio de restricciéon Nrul(TCGCGA) en los engarces pALK945 y pALK948 para ayudar a la cons-
truccién del enlace entre las dos secuencias. Esto se hizo cambiando el codén nativo que codifica la glicina 379 en la
regién central/bisagra de manl (GGC) con un codén sintético (GGT) y seleccionando el codén CGC para arginina.
La Asp44 N-terminal del am35 esté codificada por GAC.

Las secuencias de fusion se secuenciaron para asegurar que no hubieran tenido lugar alteraciones no deseadas.

La secuencia engarce usada en el plasmido pALK945 se ha usado en la produccién del anticuerpo IgG1 murino
anti-2-feniloxazolona a partir de 7. reesei como una fusién con la regién central/bisagra de la celobiohidrolasa I
(documento WO 92/01797; Nyyssonen y col., Bio/Technology 11: 591-595 (1993)). Las fusiones se escindieron a una
baja frecuencia por una proteasa extracelular de 7. reesei, hasta ahora no caracterizada. La escisioén se hizo después
del resto de tirosina en la regién engarce CBHI, dos amino4cidos antes del auténtico extremo N-terminal de la cadena
Fd de cadena pesada.

Las secuencias engarzadoras en los plasmidos pALK948 y pALK1022 llevaban un péptido espaciador sintético,
que contenia una sefial de procesamiento de proteinas tipo KEX2, que precede la xilanasa de Actinomadura madura.

* el terminador de cbhl: El fragmento Avall de 739 pb (Karhunen y col., Mol. Gen. Genet. 241:515-522 (1993))
que comienza 113 pb antes del STOP del gen cbhl se afiadi6 después del gen am35 para asegurar la terminacion de la
transcripcion.

* el gen amdS: El fragmento que contiene el gen amdS era igual al usado en la construccién del plasmido de
expresion de xynA de T. fusca, véase el Ejemplo 14.
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* el fragmento 3’ de cbhl: El fragmento era igual que el usado en la construccion del plasmido de expresion de
xynA de T. fusca, véase el Ejemplo 14. El fragmento 3’ se usa junto con el drea promotora (descrita anteriormente)
para dirigir la fusién génica manl-am35 al locus cbhl por recombinacién homdloga.

Se describen procedimientos de ADN convencionales usados en la construccién de los vectores pALK945,
pALK948, pALK1021 y pALK1022 en el Ejemplo 16. El casete de expresion de 10,3 kb se cortd de la estructura
del vector por restriccién con EcoRI. Los casetes de expresion después se aislaron, se purificaron y se transformaron
en ALKO3620 como se describe en el Ejemplo 16, pero pueden usarse otras cepas de Trichoderma como huéspedes
también.

En la cepa huésped ALKO3620 se ha remplazado el gen de la endoglucanasa 2 (egl2)por el fragmento BglII - Xbal
de 3,3 kb del plasmido pANS-1 (Mattern y col., Fungal Genet. Newlett. 35: 25 (1988)). Este fragmento contiene un
gen marcador de transformacion, ble de Streptoalloteichus hindustanus (Drocourt y col., Nucl. Acids Res. 18:4009
(1990)). El gen ble confiere resistencia a varios antibiéticos, por ejemplo bleomicina y, en la construccidn, se expresa
a partir del promotor de gpdA (gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa) de Aspergillus nidulans, se usa el terminador
de trpC de A. nidulans para terminar la transcripcion. El reemplazo se hizo usando los procedimientos de ADN
recombinante descritos en el documento US 5.298.405.

Ejemplo 16

Caracteristicas de los Transformantes Productores de Xilanasa de Actinomadura flexuosa

Se cultivaron varios transformantes amdS purificados en matraces de agitacién en un medio que contenia suero al
4%, fuente de nitrégeno compleja al 1,5% derivada de cereal, KH,PO, al 1,5% y (NH,),SO, al 0,5%. Los cultivos se
mantuvieron a 30°C y 250 rpm durante 7 dfas. Se cultivd A. flexuosa en un fermentador de 1 1 como se ha descrito en
el Ejemplo 1.

Los sobrenadantes de cultivo se sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE). Se detect6
CHBI por transferencia de Western e inmunotincién usando un anticuerpo monoclonal especifico para CBHI (CI-258
(Aho y col., Eur. J. Biochem. 200: 643-649 (1991)) y el sistema AP de transferencia de Western ProtoBlot (Promega,
U.S.A.) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Algunos de los transformantes CBHI negativos se eligieron para caracterizacién adicional: por ejemplo las ce-
pas de T. reesei recombinantes ALKO3620/pALK945/8, ALKO3620/pALK945/6, ALKO3620/pALK948/27, AL-
KO3620/pALK1021/4 y ALKO3620/pALK1022/29 no contienen el gen cbhi. El gen cbhl se remplaza por el gen
marcador amdS y la construccién de fusién manl-am35 en los casetes de expresion pALK945, pALK948, pALK 1021,
pALK1022. El reemplazo del gen cbhl se verificé en hibridaciones de Southern. La cepa huésped ALKO3620 usa-
da en las transformaciones es deficiente del gen egl2 (véase el Ejemplo 15) Por tanto, las cepas no producen los
componentes EGII y CBHI de la celulasa de Trichoderma.

Las actividades xilanasa se midieron a pH 5,3 y 50°C, con un tiempo de incubacién de 5 minutos en tampdn
Na,HPO, 50 mM y pH 7 y 70°C, con un tiempo de incubacién de 5 minutos en tampén de Mcllvain 50 mM, que
contiene 100 pg/ml de BSA. La actividad xilanasa de un transformante por cada transformacién se presenta en la
Tabla 6. Los niveles de produccién correspondientes de los transformantes estimados a partir de la actividad especifica
de la xilanasa AM35 de A. flexuosa purificada(18.000 BXU/mg a pH 7,0 y 70°C) se muestran en la Tabla 6. Se
realiz6 otro cultivo en matraz de agitacion que contenia dos transformantes cbhl negativos obtenidos a partir de la
transformacién pALK945. Las actividades xilanasa se midieron a pH 7, 70°C con un tiempo de incubacién de 60
minutos. Los resultados se presentan en la Tabla 6.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 6
La actividad xilanasa y nivel de produccion estimado de transformantes de T. reesei que producen la xilanasa de 35
kDa de A. flexuosa
xilanasa BXU/ml (pH  BXU/mi (pH7, BXU/mil (pH AM35 g/i
5,3, 50°C, 5 70°C, 60 min.) 7,70°C, 5 (estimado)
min.) min.)
Medio de cuitivo 190 ND 440 0,02~
de A. flexuosa
ALKO3620 3560 10 360 0
ALKO3620/ ND 6230 ND ND
pALK945/6
ALKO3620/ 10970 8350 14970 0,83
pALK945/8
ALKO3620/ 6690 7010 11920 0,66
pALK948/27
ALKO3620/ 8400 6630 9800 0,54
pALK1021/4
ALKO3620/ 7940 7410 14870 0,83
pALK1022/29

* Actividad xilanasa total en medio de cultivo de A. flexuosa.

La actividad xilanasa de la cepa huésped de T. reesei ALKO3620 es aproximadamente diez veces inferior en
condiciones 6ptimas para la proteina AM35 (pH 7 y 70°C) que en las condiciones 6ptimas para la xilanasa de 7. reesei
(pH 5.3, 50°C). La actividad y nivel de produccién mds bajos se obtuvieron con un transformante que contenia una
construccién de fusién sin ningtn sitio de procesamiento para proteasas (ALO3620/pALK1021/4).

Para la determinacién de la estabilidad térmica, las muestras de los sobrenadantes de cultivo se diluyeron en
tamp6n de Mcllvain 50 mM. Se afiadié BSA como proteina vehiculo a la concentracién de 100 pug/ml. La actividad
xilanasa se midié incubando las muestras enzimadticas a 70°C, pH 7,0 durante un periodo de 0, 15, 30 y 120 minutos
después de que se determinara la actividad xilanasa de las muestras a pH 7, 70°C, usando un tiempo de reaccién
de 5 minutos. Los resultados se muestran en la Figura 20. La estabilidad térmica de la proteina AM35 producida
por las cepas recombinantes de 7. reesei transformadas con los plasmidos pALK945 y pALK1022 fue idéntica a la
xilanasa de A. flexuosa. La proteina AM35 producida por los transformantes pALK948 y pALK1021 fue menos estable
(Figura 20).

Las muestras de los sobrenadantes de cultivo se procesaron en geles de bloque de poliacrilamida que contenian
SDS al 0,1% en el sistema de electroforesis Bio-Rad Mini Protean II. Se usé un anticuerpo policlonal preparado con-
tra la S-mananasa purificada (pl 5,4) de T. reesei RutC30 (Stalbrand y col., Appl. Environ. Microbiol. 61:1090-1097
(1995)) para detectar la mananasa en transferencias de Western. En la deteccidn, se us6 el Sistema ProtoBlot AP de
Promega. El resultado de Western se muestra en la Fig. 21. El peso molecular de la proteina S-mananasa en el medio de
cultivo de la cepa huésped ALKO3620 (carril 5) y de todos los transformantes (carriles 6-10) es algo mayor que el de
la muestra proteica de S-mananasa de 53 kDa purificada (Stalbrand y col., J. Biotechnol. 29: 229-242 (1993)), (carri-
les 2 y 3). Ademads de la S-mananasa nativa, los transformantes ALKO3620/pALK945/8, ALKO3620/pALK945/6,
ALKO3620/pALK948/27 y ALKO3620/pALK1022/29 (carriles 6-9) producen una proteina mas pequefia (de aproxi-
madamente 50 kDa) que reacciona con el anticuerpo policlonal contra mananasa. Esta banda representa la proteina
mananasa acortada obtenida de las construcciones de fusion, y muestra que las proteasas extracelulares han procesado
la fusién. En la cepa ALKO3620/pALK1021/4 (carril 10) se obtienen dos bandas con pesos moleculares de aproxi-
madamente 70 y 80 kDa. Estas bandas se originan de la proteina de fusién no procesada (central/bisagra de MANI +
proteina madura AM35).
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Los sobrenadantes de cultivo se analizaron también con un anticuerpo policlonal producido contra la xilanasa de
35 kDa purificada de A. flexuosa (Ejemplo 18). El resultado se presenta en la Figura 22. Los transformantes AL-
KO3620/pALK945/6, ALKO3620/pALK948/27 y ALKO3620/pALK10 22/29 mostraron de una a dos bandas princi-
pales en las transferencias de Western. Se estimé que estas bandas eran de 37-39 kDa y migraban paralelas a la xilanasa
de 35 kDa purificada de A. flexuosa. En otro transformante obtenido de la transformacién con el casete de expresion
pALKY945, la banda principal tenfa un peso molecular de 31 kDa. El transformante ALKO3620/pALK1021/4 mostr6
dos bandas de proteina de aproximadamente 70-80 kDa que se correlacionaban con el peso molecular de la proteina
de fusién no procesada. El transformante también producia la forma procesada de la proteina de fusion.

Cuando se expresa la xilanasa de actinomicetes sencilla en T. reesei como una fusién de un gen homélogo, pueden
conseguirse elevados niveles de produccion de la proteina heter6loga. Cuando se expresaba el gen am35 de Actinoma-
dura bajo el promotor de chhl como una fusién con mananasa, el nivel de xilanasa producida era aproximadamente de
500-800 mg/l. Cuando se expresaba xynA de T. fusca en T. reesei uniéndola al mismo promotor (cbhl),sin fusién a un
gen homélogo, se producian solamente 50-100 mg/1 de xilanasa. La identidad entre las dos xilanasas de actinomicetes,
xilanasa AM35 de Actinomadura y xilanasa A de T. fusca es del 76% a nivel de aminodcidos.

Ejemplo 17

Experimentos de Blanqueado Usando la Xilanasa de Actinomadura flexuosa Sintetizada en Trichoderma reesei como
una Proteina de Fusion con Mananasa

Los experimentos de blanqueado se hicieron para determinar la utilidad de la actividad xilanasa AM35 de A.
flexuosa sintetizada en Trichoderma reesei como una proteina de fusién con mananasa en blanqueado TCF (totalmente
libre de cloro) de pulpa de papel kraft.

Los medios de cultivo de los transformantes ALKO3620/pALK945/8, ALKO3620/pALK948/27 y ALKO3620/
pALK1022/29 (Ejemplo 16) se afiadieron a pulpa de papel kraft de madera blanda deslignificada con oxigeno acabada
(nimero kappa 16) en la cantidad de 100 nkat/g de materia seca de pulpa. La actividad xilanasa se midié a pH 7 y
70°C con 60 minutos de tiempo de incubacién. Los tratamientos enzimdticos se hicieron a pH 7 y 80°C durante una
hora. La pulpa de referencia se traté del mismo modo pero sin adicién de enzimas. El blanqueado se realizé usando
la secuencia QP. Primero se retiraron los metales por quelacién con EDTA (fase quelante, Q) y las pulpas después se
blanquearon con peréxido de hidrégeno (fase de peréxido, P). Los resultados se muestran en la Tabla 7.

TABLA 7
Tratamiento Referencia ALKO3620 ALKO3620 ALKO3620
enzimatico pALK945/8 PALK948/27 pALK1022/29
Consistencia,% 3,5 3,5 3,5 3,5
Tiempo de 1 1 1 1
retencion, horas
Dosificacion 0 100 100 100
enzimatica, nkat/g
Temperatura, °C, 81/79 82/80 80/77 8379
inicio/final .
pH, inicio/final 7,116,9 6,9/6,9 7,0/7,0 7,0/7,3
Fase quelante, Q
Consistencia,% 3,0 3,0 3,0 3,0
Tiempo de 1 1 1 1
retencién, horas
EDTA, % de 0,2 0,2 0,2 0,2
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materia seca

Temperatura al 75 76 74 76
final, °C

pH al final 52 5,1 5,0 49
Fase de peroxido,

P

Consistencia,% 10 10 10 10
Tiempo de 3 3 3 3
retencion, horas

Temperatura, °C 80 80 80 80
pH, inicioffinal 11,3/10,8 11,4/10,8 11,4/10,8 11,4/10,9
Dosificacion de 3,0 3,0 3,0 3,0
peroxido, %

Per6xido 2,3 2,3 2,3 2,3
consumido, %

Brillo, % 64,2 66,2 65,5 65,9
Viscosidad, ml/lg 840 850 850 870

El uso de los medios de cultivo que contienen actividad xilanasa de A. flexuosa de los transformantes ALKO3620/
pALK945/8, ALKO3620/pALK948/27 y ALKO3620/pALK1022/29 como pretratamiento de pulpa en blanqueado
con perdxido a 80°C aumento el brillo (2 unidades como mucho) de las pulpas obtenidas sin aumentar la cantidad de
perdxido que se consumid. La viscosidad de las pulpas no se redujo a causa de la baja actividad celulasa contaminante
en los medios de cultivo.

El experimento de blanqueado también se realiz6é a pH 7 y 70°C durante una hora usando los mismos medios de
cultivo que antes. Los valores de brillo de las pulpas finales fueron similares (1,2 unidades como mucho) que cuando
los pretratamientos enzimadticos se realizaron a pH 7 y 80°C.

Ejemplo de Referencia 18

Purificacion y Caracterizacion de la Xilanasa de 35 kDa Recombinante de Actinomadura flexuosa

Se envi6 una muestra de 0,5 mg de xilanasa purificada de 35 kDa de A. flexuosa DSM43186 a Diabor Ltd (Kivihar-
juntie 11 A 4, FIN-90220 Oulu, Finlandia) para producir anticuerpos policlonales en conejos. El titulo del anticuerpo
producido fue bueno, y fue adecuada una dilucién de 1:10.000 para transferencias de Western.

Los productos proteicos del gen de xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa DSM43186 en T. reesei tanto en ALKO3620/
pALK945/8 como en ALKO3620/pALK945/6 se identificaron procesando muestras del medio de cultivo obtenido
de cultivos en fermentador en SDS-PAGE seguido de transferencia de Western con el anticuerpo contra la xilanasa
de 35 kDa de tipo silvestre. La transferencia de Western se realizé con el sistema ProtoBlot Western blot AP (Pro-
mega, U.S.A) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se usaron proteinas patrén Bio-Rad (patrones LMW)
pretefiidas como patrones de masa molecular.

Las diferentes bandas identificadas a partir de ALKO3620/pALK945/8 dependen de las condiciones de cultivo y
el tiempo de crecimiento. Como conjunto, cinco bandas diferentes reaccionaron con el anticuerpo contra la xilanasa
de 35 kDa (Figura 23A). Se estim6 que la banda superior era una proteina de 80 kDa. Se estimé que las otras cuatro
bandas eran de 27, 30, 31 y 34 kDa. Se estim6 que la xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa (tipo silvestre) que estaba en el
gel era de 39 kDa. Por tanto, el gen de ALKO3620/pALK945/8 no producia una banda de xilanasa del mismo tamafio
que la xilanasa de tipo silvestre. La masa de la banda superior, 80 kDa, se correlaciona bien con la proteina de fusién
intacta. ALKO3620/pALK945/6 mostré de dos a tres bandas en las transferencias de western, también dependiendo
de las condiciones de cultivo (Figura 23B). La banda superior se estimé a aproximadamente 80 kDa y por tanto
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probablemente la proteina de fusién intacta. La banda principal en las transferencias de ALKO3620/pALK945/6 se
estim6 a 39 kDa y migraba paralela a la xilanasa de 35 kDa de tipo silvestre. Las muestras de medio de cultivo
después de cultivo prolongado de la cepa ALKO3620/pALK945/6 mostraron también una débil banda de 31 kDa en
transferencias de Western. La existencia de xilanasas de tamafio mas pequefio después de cultivo prolongado del hongo
sugiere que estin presentes modificaciones post-traduccionales, por ejemplo proteolisis.

Las muestras de ALKO3620/pALK945/8 y ALKO3620/pALK945/6 anteriores se volvieron a procesar en SDS-
PAGE y se transfirieron en membrana de PVDFE. Las bandas obtenidas se cortaron de la transferencia en PVDF y
se sometieron a degradacién de Edman como se ha descrito en el Ejemplo 4. Todas las bandas mostraron la misma
secuencia amino terminal, es decir, la SEC ID N° 5, que la xilanasa de 35 kDa de tipo silvestre (D-T-T-I-T-Q-). Por
tanto, las modificaciones C-terminales deben suponer las diferencias observadas en las masas moleculares.

Para caracterizar adicionalmente los productos génicos de la xilanasa de 35 kDa recombinante de A. flexuosa, se pu-
rificaron las xilanasas de diferente masa molecular a partir de medios de cultivo adecuados de ALKO3620/pALK945/8
y ALKO3620/pALK945/6. La purificacion se realizé esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 3. Muestras de
40 a 150 ml de medio de cultivo, dependiendo del contenido de xilanasa estimado, se ajustaron a pH 9,1 con NaOH 1
M. Las muestras se centrifugaron a 11.000 g (+4°C durante 20 min.). Los sobrenadantes se ajustaron a 3,7 mS/cm y se
aplicaron por separado en una columna de 5 x 18 cm de DEAE-Sepharose FF (Pharmacia) equilibrada con Na,HPO,
20 mM, pH 8,6, a un caudal de 30 ml/min. La mayoria de las proteinas de 7. reesei se unieron al DEAE, pero la
actividad xilanasa se encontré en el flujo.

El flujo de las fracciones que contenian actividad xilanasa se combind y se aiadié NaCl a 2 M. La combinacién se
aplic6 en una columna de a 5 x 13 cm de Fenil-Sepharose FF (Pharmacia) equilibrada a un caudal de 20 ml/min con
Na,HPO, 40 mM, pH 8,6, que contenia NaCl 2 M. La elucién se realiz6 a un caudal de 20 ml/min con un gradiente de
tamp6n de equilibrado al 100% a Na,HPO, 40 mM al 100%, pH 8,6, en 20 min. La columna se lav6 adicionalmente
con este tampon durante 10 min. La elucién se continué durante 30 min. con un gradiente de Na,HPO, 40 mM al
100%, pH 8,6, a Na,HPO, 40 mM al 100%, pH 8,6, que contenia etilenglicol al 60%. Se recogieron fracciones de 10
ml y se ensayaron para la actividad xilanasa, en SDS-PAGE asi como en transferencias de Western. Las fracciones
que contenian xilanasas purificadas se combinaron y almacenaron a -20°C. La xilanasa de 35 kDa de tipo silvestre se
purificé como anteriormente a partir de una muestra de medio de cultivo de 840 ml de A. flexuosa (DSM43186).

Las xilanasas recombinantes de A. flexuosa purificadas y la xilanasa de 35 kDa de tipo silvestre se procesaron en
SDS-PAGE (Figura. 24). A partir de ALKO3620/pALK945/6 se obtuvo una xilanasa de 39 kDa purificada y a partir de
ALKO3620/pALK945/8 una xilanasa de 30 kDa y una 27 kDa. Estas, asi como la xilanasa de 35 kDa de tipo silvestre,
se sometieron a andlisis espectrométrico de masas en un espectrémetro de masas Brucker Biflex Reflector MALDI-
TODF (Brucker-Franzeen GmbH. Alemania). La xilanasa de 35 kDa de tipo silvestre mostré una masa de 32.857, que
estd de acuerdo con la masa calculada a partir del gen de 35 kDa de A. flexuosa (32.876), Ejemplo 11. Por tanto, la
xilanasa de 35 kDa de tipo silvestre parece estar no glicosilada. La xilanasa de 39 kDa de ALKO3620/pALK945/6
dio una masa de 33.429 por espectrometria de masas. Como el extremo N-terminal de esta muestra era idéntico a la
xilanasa de tipo silvestre, probablemente una extension o glicosilaciéon C-terminal justifique la diferencia de 572 Da
en la masa. No hay codones de stop en la secuencia génica, después del codén de stop de tipo silvestre, que podria
explicar la mayor masa de la xilanasa recombinante. Por tanto, probablemente se ha glicosilado uno o més de los
cinco sitios potenciales de N-glicosilacién (Asn-X-Ser/Thr, X=/Pro) en T. reesei. Las dos xilanasas de 30 y 27 kDa
purificadas a partir de ALKO3620/pALK945/8 tenian la misma secuencia N-terminal que la xilanasa de 35 kDa de
tipo silvestre. En el espectrometro de masas sus masas se determinaron a 23.974 y 21.974 respectivamente. Las masas
moleculares estimadas a partir de SDS-PAGE por tanto eran mayores que las masas determinadas por espectrometria
de masas. La xilanasa de 39 kDa de SDS-PAGE se volvié a designar a 33,4 kDa y la xilanasa de 30 kDa a 23,8 kDa
y la xilanasa de 27 kDa a 22 kDa. La designacién de la xilanasa de A. flexuosa de tipo silvestre se mantuvo como
xilanasa de 35 kDa.

La concentracién proteica de las xilanasas purificadas se determiné a A,ys por el procedimiento de Scopes (Scopes,
Anal, biochem. 59: 277-287,1974). Los valores K,, y los valores k., (basados en la concentracion proteica y la masa
molecular) de las xilanasas purificadas se determinaron a pH 7 y 70°C en el intervalo de sustrato de 2 a 25 mg/ml
(xilano de abedul, Roth 7 500). Los valores k., obtenidos fueron ligeramente mds pequefios tanto para la xilanasa
de 35 como la de 33,4 kDa en comparacién con las xilanasas de 22 y 23,8 kDa (Tabla 8). Sin embargo, los valores
K., para las xilanasas de 22 y 23,8 kDa (aproximadamente 10 mg/ml) fueron 2,5 veces mayores que los valores Km
correspondientes de las xilanasas de 33,4 y 35 kDa (aproximadamente 4 mg/ml). Como se considera a partir de la
secuencia proteica del gen de 35 kDa, los productos de xilanasa de 22 y 23,8 kDa pierden el dominio de unién a xilano
C-terminal (véase el Ejemplo 11) que provoca una unién menos eficaz a xilano. La forma de 22 kDa aproximadamente
estimada contiene solamente un dominio central sin la regién engarzadora. La forma de 23,8 kDa contiene, ademas,
parte de la regién engarzadora.

La determinacion del pl de las xilanasas purificadas se realizé procesando las muestras en una columna de croma-
toenfoque de 0,5 x 20 cm de mono P (Pharmacia) equilibrada con Tris-HCI 0,075 mM pH 9,3. La elucién se realiz6
con politamp6n (10 ml de politampdén en 100 ml de agua y ajustado a pH 6 con dcido acético 1 M) a un caudal de
0,5 ml/min y se recogieron fracciones de 0,5 ml. Se determinaron el pH y la actividad xilanasa de las fracciones, y la
actividad xilanasa se encontrd en la fraccién correspondiente a su pl (Tabla 8).
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TABLA 8

Cepa de xilanasa (kDa) masa (kDa) Km (mg/mil) kcat (1/s) pl

33,4 ALKO3620/pALK945/6 33,429 3,8 1397 8,6
23,8 ALKO3620/pALK945/8 23,769 9,8 1525 7,6
22  ALKO3620/pALK945/8 21,974 10,0 1682 8,2
35 DSM43186 32,857 4,5 1135 8,5

La dependencia de la temperatura y el pH de las xilanasas purificadas se determinaron incubando las muestras
durante 60 min. con sustrato en el intervalo de pH de 5,1 a 7,9 y a temperaturas de 60, 70 y 80°C, esencialmente como
se ha descrito en el Ejemplo 5. A partir de estos resultados, parece que las xilanasas de longitud completa, de 35 y
33,4 kDa, son ligeramente mas activas a temperaturas y pH mayores que las xilanasas mds cortas, de 22 y 23,8 kDa
(Figura 25).

Las xilanasas purificadas se ensayaron para la estabilidad térmica incubando las muestras a 80°C y tanto a pH
5 como a pH 7 (en tampén de Mcllvain 50 mM). Las muestras se extrajeron a intervalos de tiempo adecuados, y
la actividad residual se midi6 a pH 7 y 70°C (5 min. de tiempo de incubacién). Las semi-vidas de las xilanasas se
muestran en la Tabla 9. Las dos xilanasas, de 22 y 23,8 kDa, mostraron una semi-vida mds larga que las xilanasas
de longitud completa de 33,4 y de 35 kDa en las condiciones ensayadas. Esta diferencia de estabilidad podria ser un
resultado de la presencia del dominio de unidn separado en las xilanasas de longitud completa, que desestabiliza la
estructura a elevadas temperaturas en ausencia de sustrato. En los experimentos de dependencia de la temperatura (de
dan resultados ligeramente diferentes), la presencia de sustrato que se une al dominio de unién a xilano puede, por el
contrario, estabilizar las xilanasas de longitud completa.

TABLA 9

Xilanasa (kDa) ti;; (min) (80°C, pH 5) t4,2 (min) (8°C, pH 7)

33,4 13 17
23,8 157 95
22 123 63
35 32 31

Aparentemente los truncamientos de la xilanasa de 35 kDa desde el extremo C-terminal tienen algunos, aunque no
graves, efectos en las caracteristicas cinéticas de esta xilanasa. Un fragmento de 22 kDa de la xilanasa de 35 kDa atin
es activo y muestra cinética similar que sus equivalentes mads largos.

Ejemplo de Referencia 19

Experimentos de Blanqueado Usando las Formas Purificadas de 22,0 kDa, 23,8 kDa y 33,4 kDa de la Xilanasa AM35
de Actinomadura flexuosa

El efecto de refuerzo blanqueante de las formas purificadas de 22,0 kDa, 23,8 kDa y 33,4 kDa de la xilanasa AM35
(Ejemplo 18) se ensay6 en blanqueado con peréxido de una fase.

Las formas purificadas se afiadieron a pulpa de papel kraft de madera blanda deslignificada con oxigeno acabada
en la cantidad de 100 nkat/materia seca de pulpa como tal sin un agente protector (resultados en la Tabla 10) y con
medio de cultivo de T. reesei adecuado para el fondo protector (resultados en la Tabla 11). La actividad xilanasa de
las formas purificadas asi como el medio de cultivo de T. reesei se midieron a pH 7, 70°C con 5 minutos de tiempo
de incubacién. Los tratamientos enzimaticos se hicieron a pH 8, 80°C durante una hora. Las pulpas de referencia se
trataron del mismo modo sin adicién de enzimas. Los blanqueados se realizaron usando la secuencia QP. Primero se
retiraron los iones metélicos afiadiendo EDTA al 0,2% de materia seca de pulpa (fase quelante, Q). Las pulpas después
se blanquearon con peréxido de hidrégeno (P) usando los siguientes compuestos quimicos: H,O, al 3%, NaOH al 3%,
DTPA al 0,2% y MgSO, al 0,5%. Las condiciones de las fases Q y P se muestran en las Tablas 10y 11.

32



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2301 174 T3

TABLA 10

Tratamiento enzimatico Referencia 22,0 kDa 23,8 kDa 33,4 kDa

Consistencia,% 3,5 3,5 3,5 3,5
Tiempo de retencion, horas 1 1 1 1
Dosificacion enzimatica, nkat/g 0 100 100 100
Temperatura, °C, inicio/final  80/79 80/79 79179 81/80
pH, inicioffinal 8,3/8,2 8,1/8,0 8,2/8,1 8,2/81
Fase quelante, Q

Consistencia,% 3,0 3,0 3,0 3,0
Tiempo de retencion, horas 1 1 1 1
EDTA, % de materia seca 0,2 0,2 0,2 0,2
Temperatura al final, °C 73 73 72 74

pH al final 58 5,6 57 5,8
Fase de peroxido, P

Consistencia, % 10 10 10 10
Tiempo de retencién, horas 3 3 3 3
Temperatura, °C 80 80 80 80

pH, inicioffinal 11,3/10,9 11,31/10,8 11,3/10,7 11,3/10,7
Dosificacion de peréxido,% 3,0 3,0 3,0 3,0
Perdxido consumido,% 2,3 2,3 2,3 2,3
Brillo, % 64,7 65,0 65,6 65,5

Las formas de 33,4 kDa y 23,8 kDa de la xilanasa AM35 parecieron reforzar el efecto blanqueante en blanqueado
con perdxido cuando el pH era 8, la temperatura 80°C, el tiempo una hora y la dosificacién enzimética 100 nkat/g
de pulpa seca. La forma de 22,0 kDa no potencié la capacidad de blanqueado probablemente a causa de la pérdida
del dominio de unién a sustrato y la regioén engarzadora incompleta. Generalmente el aumento de brillo fue bastante
pequefio, 0,9 unidades como mucho. Esto puede deberse al hecho de que las enzimas purificadas se afiadieron como
tales a 80°C sin que la pulpa tuviera ningtin agente protector o proteina vehiculo, tal como medio de cultivo de T. reesei
o BSA.

El segundo experimento de blanqueado se realizé del mismo modo que el primero. Solamente las formas enzi-
maticas purificadas se mezclaron primero con un medio de cultivo de T. reesei y después se afiadieron a las pulpas.
Este medio de cultivo fue similar al medio de cultivo del que se purificaron las formas enzimaticas. Los resultados se
muestran en la Tabla 11.

El resultado del segundo experimento de blanqueado fue similar al primero. Los tratamientos con las formas de
33,4 kDay 23,8 kDa aumentaron el brillo aproximadamente 1,5 unidades en comparacién con el tratamiento en el que
solamente se usé medio de cultivo de T. reesei. También la forma de 22 kDa dio un aumento de aproximadamente 1
unidad de brillo. Los resultados muestran que el medio de cultivo de T. reesei funcionaba como un fondo protector
y las formas proteicas de 33,4 kDa y 23,8 kDa, cuyas regiones engarzadores entre los dominios catalitico y de unién
estan intactos, aumentaron los valores de brillo mas que la forma de 22 kDa.
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TABLA 11

Referen 22,0 23,8 33,4 Medio de cultivode T.
cia kDa kDa kDa reesei usado como
fondo de proteccion

Tratamiento

enzimatico

Consistencia,% 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Tiempo de retencion, 1 1 1 1 1
horas

Dosificacion 0 100 100 100 100"
enzimatica, nkat/g (+100*) (+100*) (+100%)

Temperatura, °C. 81/80 80/80 80/80 82/82 81/80
inicio/final

pH inicio/final 7978 76/77 76/77 7676 76/76

Fase quelante, Q

Consistencia, % 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

Tiempo de retencion,

horas 1 1 1 1 1

EDTA, % de materia 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

seca

Temperatura al final, 76 75 75 76 77

°C

pH al final 52 52 52 52 51

Fase de peréxido, P _

Consistencia,% 10 10 10 10 10

Tiempo de retencion, 3 3 3 3 3

horas

Temperatura,°C 80 80 80 80 80

pH, inicioffinal 11,4/ 11,4/ 11,5 115/ 11,6/
10,7 10,7 10,8 10,8 10,8

Dosificacion de 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

peroxido, %

Peroéxido 2,2 2,3 2,3 2,3 2,3

consumido,%

Brillo,% 62,1 64,1 646 645 63,0

*) La actividad xilanasa se origina en el medio de cultivo de T. reesei que consta
de las propias xilanasas de T. reesei.
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Ejemplo de Referencia 20

Produccion de la forma de 23,8 kDa de la xilanasa de 35 kDa de Actinomadura flexuosa en Trichoderma reesei

Se construyen cepas de T. reesei para la produccion de fragmentos xilanoliticamente activos pero acortados, atin
cataliticamente activos de las enzimas de actinomicetes de longitud completa. Especialmente, se construyen cepas de
T. reesei para la produccion de la forma de 23,8 kDa (véase el ejemplo 18) de la xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa. La
expresion de la forma acortada puede conducir a actividad xilanasa potenciada en el medio de cultivo.

Se prepara un vector recombinante que codifica una xilanasa o un dominio deseado de la misma fusionando la
secuencia que codifica la xilanasa o un dominio deseado de la misma con la secuencia de una proteina fingica se-
cretable o uno o mas dominios funcionales de dicha proteina. Especialmente, la secuencia que codifica la forma de
23,8 kDa de la xilanasa de 35 kDa de A. flexuosa se fusiona a la celulasa o hemicelulasa de 7. reesei como se describe
en el documento US 5.298.405, el documento WO 93/24621 y Stalbrand y col., Appl. Environ. Microbiol. 61: 1090-
1097 (1995). Especialmente, la enzima se selecciona entre el grupo constituido por CBHI, CBHII, EGI, EGII, XYLI,
XYLIT y MANI, o un dominio funcional de las mismas.

Pueden construirse proteinas de fusidén que contengan un dominio central N-terminal de mananasa, xilanasa, celo-
biohidrolasa o endoglucanasa o los dominios central y de bisagra de las mismas, fusionado a la secuencia de xilanasa
de A. flexuosa que codifica la forma de 23,8 kDa. El resultado es una proteina que contiene regiones centrales o cen-
trales y de bisagra N-terminales de mananasa, xilanasa, celobiohidrolasa o endoglucanasa y una forma C-terminal
de 23,8 kDa de A. flexuosa. La proteina de fusién contiene las actividades mananasa, xilanasa, celobiohidrolasa o
endoglucanasa y xilanasa de diversos dominios proporcionados en la construccién de fusion.

También pueden construirse proteinas de fusion de tal modo que se incluya la cola de mananasa o celobiohidrolasa
o endoglucanasa o un fragmento deseado de las mismas, colocado antes de la secuencia de xilanasa de A. flexuosa,
especialmente para permitir el uso de un sitio de proteasa no especifico en la cola como un sitio de proteasa para
la recuperacién de la secuencia de celulasa a partir de la proteina de fusion expresada. Como alternativa, pueden
construirse proteinas de fusién que proporcionen un sitio de proteasa en un engarce que estd colocado antes de la
celulasa xilanasa de A. flexuosa, con o sin secuencias de cola.

Ejemplo de Referencia 21

Produccion de Celulasas de Thermomonospora fusca en Trichoderma reesei

T. fusca produce al menos seis enzimas degradantes celulasa, cuatro endoglucanasas E1, E2, E4 y ES y dos exo-
celulasas E3 y E6 (Irwin y col., Biotechnol. and Bioeng. 42:1002-1013 (1993)). Se construyen cepas de T. reesei
para la produccién eficaz de celulasasde T. fusca. Especialmente, se construyen cepas de T. reesei que expresan la
endocelulasa de T. fusca, ES. La clonacién del gen de E5 se describe en Lao y col., J. Bacteriol. 173: 3397-3407
(1991).

Se prepara un vector recombinante que codifica una celulasa fusionando la secuencia que codifica un polipéptido
con actividad celulolitica con la secuencia de una proteina fingica secretable o al menos un dominio funcional de
dicha proteina. Especialmente la secuencia que codifica la celulasa de T fusca se fusiona a la celulasa o hemicelulasa
de T. reesei o uno o mas dominios funcionales de dicha celulasa o hemicelulasa, como se describe en el documento
US 5.298.405, el documento WO 93/24621 y Stalbrand y col., Appl. Environ. Microbiol. 61:1090-1097 (1995). Espe-
cialmente, la enzima se selecciona entre el grupo constituido por CBHI, CBHII, EGI, EGII, XYLI, XYLII y MANI, o
un dominio de las mismas, tal como la sefal de secrecion o la secuencia central.

Pueden construirse proteinas de fusién que contengan un dominio central N-terminal de mananasa, xilanasa, celo-
biohidrolasa o endoglucanasa o dominios central y de bisagra de las mismas, fusionados a la secuencia de celulasa de
T. fusca. El resultado es una proteina que contiene regiones centrales o centrales y de bisagra N-terminales de mana-
nasa, xilanasa, celobiohidrolasa o endoglucanasa y una celulasa C-terminal de 7. fusca. La proteina de fusién contiene
actividades mananasa, xilanasa, celobiohidrolasa o endoglucanasa y celulasa de diversos dominios proporcionados en
la construccién de fusion.

También pueden construirse proteinas de fusién de modo que se incluya la cola mananasa o celobiohidrolasa o
endoglucanasa o un fragmento deseado de las mismas, colocada antes de la secuencia de celulasa de 7. fusca, especial-
mente para permitir el uso de un sitio de proteasa no especifico en la cola como sitio de proteasa para la recuperacién
de la secuencia de celulasa a partir de la proteina de fusién expresada. Como alternativa, pueden construirse proteinas
de fusién que proporcionen un sitio de proteasa en un engarce que se coloca antes de la celulasa de T fusca, con o sin
secuencias de cola.
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Ejemplo de Referencia 22
Proteina Bacteriana Expresada en Aspergillus

Se prepara un vector recombinante que codifica una enzima bacteriana fusionando la secuencia que codifica la
enzima a una proteina secretable de Aspergillus. La proteina es preferiblemente glucoamilasa o @-amilasa de A. niger
0 A. niger var. awamori; o uno o mds dominios funcionales de las mismas. (Stoffer y col., Biochem. J. 292:197-202
(1993); Svensson y col., Structure-Function relationship in amilases, Ed. R.B. Friedman. Biotechnology of Amylo-
dextrin Oligosaccharides. ACS Symposium Serium 458:28-43 (1991); Boel y col., EMBO J. 3:1581-1585(1984), Boel
y col.,, EMBO J. 3:1097-1102 (1984), Korman y col., Curr. Genet 17: 203-212, (1990).)

Pueden construirse proteinas de fusién que contengan una glucoamilasa o @-amilasa N-terminal o uno o mas
dominios funcionales de las mismas, fusionada a una secuencia que codifique una proteina bacteriana tal como xilanasa
de Actinomadura. El resultado es una proteina que contiene glucoamilasa o @-amilasa N-terminal o parte de las
mismas, y una xilanasa C-terminal de Actinomadura. La proteina de fusién contiene las actividades mananasa o
glucoamilasa o a-amilasa y xilanasa de los diversos dominios proporcionados en la construccién de fusién.

También pueden construirse proteinas de fusién de modo que, por ejemplo, se incluya una cola glucoamilasa o
un fragmento deseado de la misma, colocada antes de la secuencia de xilanasa de Actinomadura, especialmente para
permitir el uso de un sitio de proteasa no especifico en la cola como sitio de proteasa para la recuperacion de la
secuencia de xilanasa a partir de la proteina de fusién expresada. Como alternativa, pueden construirse proteinas de
fusién que proporcionen un sitio de proteasa en un engarce que se coloca antes de la xilanasa de Actinomadura, con o
sin secuencias de cola.

El vector de expresion usa, por ejemplo, el promotor de glucoamilasa de A. niger. (Boel y col., EMBO J. 3:1581-
1585 (1984)). El huésped de transformacién puede ser alguna cepa de Aspergillus niger (Kelly y Hynes, EMBO 1J.
4:475-479 (1985)) o, por ejemplo, alguna cepa de Aspergillus niger var. awamori (por ejemplo, ATCC 38854). La
cepa de Aspergillus elegida se transforma de forma similar a la descrita por Kelly y Hynes, EMBO J. 4:475-479
(1985)).

Los transformantes que producen la xilanasa de Actinomadura después se caracterizan de forma similar al Ejemplo
16 con modificaciones obvias para los especialistas en la técnica. El medio de cultivo usado puede ser medio completo
de Aspergillus. (Rowlands y col., Mol. Gen. Genet. 126: 201-216 (1973).)
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresién recombinante para la produccién de proteinas bacterianas secretadas en el medio de
cultivo de un huésped fiingico filamentoso que comprende un promotor unido de forma funcional a una secuencia
de ADN, que codifica una secuencia sefial y un dominio funcional de una proteina secretable de hongo filamentoso,
siendo dicho dominio funcional un dominio de cola o un dominio central y de bisagra, en el que el dominio central
contiene un sitio activo, el dominio de bisagra una regidn rica en serina-treonina y la cola un sitio de unién a sustrato,
y que estd fusionado en fase con una secuencia de ADN que codifica dicha proteina bacteriana, caracterizado porque
el dominio funcional es un dominio de cola de una celulasa, o un dominio central y de bisagra de una mananasa, en
el que la celulasa o mananasa son homdlogas al huésped Trichoderma, y la proteina bacteriana es una xilanasa de
actinomicetes.

2. El vector de expresién recombinante de la reivindicacion 1, caracterizado porque el huésped es Trichoderma
reesei.

3. El vector de expresion recombinante de la reivindicacién 1, caracterizado porque la celulasa es una celobiohi-
drolasa o una endoglucanasa.

4. El vector de expresion recombinante de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, caracterizado porque la
celulasa es CBHI.

5. El vector de expresion recombinante de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, caracterizado porque la
celulasa es CBHIL

6. El vector de expresién recombinante de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, caracterizado porque la
celulasa es EGL.

7. El vector de expresiéon recombinante de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, caracterizado porque la
celulasa es EGIL.

8. El vector de expresion recombinante de la reivindicacién 1, caracterizado porque la mananasa es MANI.

9. El vector de expresién recombinante de la reivindicacion 1, caracterizado porque el promotor es un promotor
de hongo filamentoso.

10. El vector de expresion recombinante de la reivindicacién 1, caracterizado porque el promotor es un promotor
de cbhl de Trichoderma reesei.

11. El vector de expresion recombinante de la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho vector de expresion
comprende las construcciones plasmidicas de la Figura 17, en el que el plasmido pALK1022 lleva la SEC ID N° 17,
el plasmido pALK945 lleva la SEC ID N° 11, el pldsmido pALK948 lleva la SEC ID N° 13, y el plasmido pALK1021
lleva la SEC ID N° 15, o un equivalente de los mismos, que codifican las secuencias de aminodcidos SEC ID N° 12,
SEC ID N° 14, SEC ID N° 16, y SEC ID N° 18, respectivamente.

12. El vector de expresién recombinante de la reivindicacion 1, caracterizado porque la secuencia de ADN que
codifica una xilanasa de actinomicetes comprende la secuencia de ADN SEC ID N° 1 que codifica la secuencia de
aminodcidos de la SEC ID N° 2 o una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminodcidos que tiene una
identidad de al menos el 85% a nivel de aminodcidos con la SEC ID N° 2 y actividad xilanolitica, o la secuencia de
ADN SEC ID N° 3 que codifica la secuencia de aminodacidos de la SEC ID N° 4 o una secuencia de ADN que codifica
una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 85% a nivel de aminoécidos con la SEC ID N°
4 y actividad xilanolitica.

13. El vector de expresiéon recombinante de la reivindicacién 1, caracterizado porque la secuencia de ADN
que codifica una xilanasa de actinomicetes estd comprendida en un pldsmido seleccionado entre el grupo consti-
tuido por pALK923 (DSM9322), pALK938 (DSM9899), pALK939 (DSM9900), pALK940 (DSM9901), pALK941
(DSM9902) y pALK1056 (DSM9903) que codifica la xilanasa AM35 de Actinomadura flexuosa, o en un plasmido
seleccionado entre un grupo constituido por el plasmido pALK927 (DSM9447) o el plasmido pALK928 (DSM9448)
que codifica la xilanasa AM50 de Actinomadura flexuosa.

14. Un huésped fingico filamentoso, caracterizado porque estd transformado con al menos uno de los vectores de
expresion de las reivindicaciones 1-13.

15. El uso del vector de expresion recombinante de las reivindicaciones 1-13 para la produccién de una preparacion

que comprende una xilanasa de actinomicetes, que se secreta en un medio de cultivo durante el cultivo del huésped
fingico filamentoso.
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16. El uso de acuerdo con la reivindicacién 15, caracterizado porque la preparacién es un medio de cultivo usado
esencialmente libre de células huésped.

17. El uso de las preparacién producida en las reivindicaciones 15 6 16 para el blanqueado asistido con enzimas
5 en una temperatura de procesamiento de 50-90°C, o 70-80°C.

18. El uso de la preparacion producida en las reivindicaciones 15 6 16 para el tratamiento enzimdtico de biomasa
vegetal, o pulpa en la fabricacién del papel.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

38



Actividad relativa (%)

100 +

80 +

60 -

40 +

20 +

ES 2301 174 T3

pH-opt: DSM43186

FIGURA 1

39



100

Actividad relativa (%)

o
o
}

ES 2301 174 T3

60°C

—s—pH 6,9
oo pH 7’8
20 +
*--pH 9,0
0 .
0 30 60 90 120

FIGURA 2A

Tiempo (minutos)

40



ES 2301 174 T3

70°C

100

T

(0]
o

— e -’ | ._._..n-_____

o))
o
-

PIE SR,

Actividad relativa (%)

40 —
—a—pH 6,9
20 — —r—pH 7,8
--#«--pH 9,0
0 — +
0 30 60 90 120

Tiempo (minutos)

FIGURA 2B

41



Actividad relativa (%)

(e ¢]

o
1L
!

()]
(o)
1\

t

40 +

n
(@]
4

ES 2301 174 T3

80°C

Tiempo (minutos)

FIGURA 2C

4



Actividad relativa (%)

ES 2301 174 T3

100
90 ¢
80 +
70 |
60 |
50 |
40 |
30 t

20 ¢ combinacion I combinacion 11
0 | ] combinacion I

i — L d 1 1 . s

0
100 200 300 400 500 600 700 800 S00 1000 1100 1200

Volumen de elucién {ml)

FIGURA 3

43



Actividad relativa (%)

ES 2301 174 T3

DEPS I/1 DEPS I](l
100 . 100 r DEPS 1172
L EE L —
80 w 80
60 s 60 F
i o I
40 T 40
- E 3
20 2 20
A 5 A
0 T — J < 0 1 P U S ST
50 100 150 200 80 100 150 200
Volumen de elucion (ml) Volumen de elucién (ml)
FIGURA 4A FIGURA 4B
DEPS II/1
100 r DEPS 1112
9 I -
- 80
= -
W 60 |
2 :
T 40t
) L
g 20
< L
0 FURED SR SIS WS W S | PR T W |

50 100 180 200

FIGURA 4C Volumen de elucién (mi)

44



ES 2301 174 T3

CARRIL

Pmkba) 1 2 3 4 5 6 7 8
87 - SR

FIGURA 5A

CARRIL

FIGURA 58

45



ES 2301 174 T3

100
£ 80t
©
>
E 60 +
o -
T 4O
o i
Z 20}
O
<

0 e 1 U | " 1 1 1 " 1
0 100 200 300 400 600 600 700
Volumen de elucién (ml)

FIGURA 6A

100
S go b
«
i [
® 60
@ i
S 40 |
o 5
>
s 20 ¢
<

0

0 100 200 300 400 500 600 700
Volumen de elucién (ml)

FIGURA 6B

46



ES 2301 174 T3

CARRIL

Pm(kba) 1 2 3 4
140 - T

87 -

478 -

33,3 -
28,6 -

20,7 -

VNeir Teaes A o

FIGURA 7A

CARRIL

Pmkba) 1 2 3 4 5 6 7 8 8 1D

13_? . otk

47,8

33,3
28,6

20,7

FIGURA 7B

47



actividad relativa (%)

1

relative activity (%)

00
y

ES 2301 174 T3

Xilanasa de 35 kDa

80 - - — i B
60 - - ——.
40 - e e e

N
o
1

et 4 o e e——— St S o——t > St et St r—e e & St Sy oot ¥

__. —e—sin BSA
——BSA

1 [l l S -

o
o

i i 1] 1

5 10 15 20 25
tiempo (h)

FIGURA 8

e 8
o
o

50 kDa xylanase

0]
o

02}
o

H
o
L

N
o
L

~+—no BSA

o domm > — et o o

-8~ BSA

e et —— . s e - ————— -

ps N

L] L 1
) L L L3

0 5 10 15 20 25

FIGURE 9

48



ES 2301 174 T3

(%) eAzejes pepianoy

FIGURA 10A

- 60°C
-~ 70°C
——- 80°C

L 1 Il I i

100 r

(@) (@) o ' o

(%) eAnejes pepianoy

FIGURA 10B

49



Actividad relativa (%)

ES 2301 174 T3

100
- AM35

-o- AM50

(0]
o
Y

(0]
o
Y

H
o
T

[ |

N
o
|

FIGURA 10C

50



Actividad relativa (%)

ES 2301 174 T3

100

80 r

60
-=- AM35

-o—- AMS0
40 r

20

0 " i J
50 60 70 80

Temperatura (°C)

FIGURA 11

51



ES 2301 174 T3

-

874
O
U
w

DALK183

v JEN
Sac1
Sma1

FIGURA 12

52



241

321

401

641

721

801

881

961

1041

1121

1201

1281

1361

ES 2301 174 T3

CCCGGGTATTCATGTGAATGATTAGCAACAGTTATG TTACGGAGATATT TC TGAGAGTG TTGACAGG TCG TGAAGTCGGT
CCGATACTTTCGAGCTAGCTCCGATAGTTTTEGATACGCCGGCACATCGAGCACETCGGACGAGTCACGCGCCACGTCGE
T TTCCGCCGCACECCEOGCAGAGEGECOEGAGAACCOCOGCE TG TCCGEGCATCEETGCCEE TCCGTCGTTERCCGEE

M N E P L T

ATCACGCAGECCAGICECCECAGACEECTCRGCCTCOGGCGCATCE TCACCAGTRCCTTCGCCCTGECACTCGCCATCGE
I T QA RRUBRRRLGULRRTIWUVVT S AF ALADLATILINRBA

CGOTCCECTECTECCCGGCACGACCCACGOCGACACCACCATCACCCAGAACCAGACCGGGTACGACAACGGCTACTTCT
G ALLZPGTAEHADTTTITONROTG G YDUNTGEG YTF]?Y

ACTCGTTCTGGACCGACGCGCCCGGGACCGTCTCCATGACCCTCCACTCGGGCGGCAGCTﬂCAGCACCTéGTGGCGGAAé
S FWTDA AZPGTU VS HTLHBSGG S Y ST s WRN

ACCGGGARCTTOG TORCCGACAAGGEC TETCCACCOGGEGACGGOGGACCETGACCTACRACGCCTCCTTCARCCEGTE
T GNFVAGEKTGMHWSTGGRERTVTZYNASTEHNTPES

GGGTAACGGéTACCTCACGéTCTACGGCTéGACCAGGAACCCGCTCGTCGAGTACTACATCGTCGAGAG&TGGGGCACC+
G NG YLTLYGWTTRNEPTULVETYZYTIVESHU WGOGTY

ACCGGCCCACCGECACCTACAAGGGCACCE TCACCACCGACGGGGGAACGTACGACATC TACGAGACCTGGCGGTACAAC
R PTGTYKGTVTTDGSGTYDTIZYETT WRYN

CCGCCGTCCATCCAGGACACCCGEACCTTCCAGCAGTTC TGGAGCGTCCRGCAGCAGARGCCGACCAGCGGCACCATCAC
AP SIEGTRTVFOQOQTFWSVROQOQEKRTSGTTIT
CATCOCCAM CACTTCGACECCTOAGECCECaCCOGCATGAACCTGEECAGCCACCACTACCAGATCATCGCGACCGAGE
71 68N B FDAWARAGMUNTLTGSHDTYOQIMATTESG

cmmmaécmcmcéamcmwc%cammdmsmécamc&muccccmé
YoQ$ss5GSSTVSISEGGNPGNP?GNEGNEP

CGCAACCCCEGTAACCCEEETAACCCCGGAGETCOCTCCETCGCGACCCTCTCCGCCGGCCAGCAGTGGAGCGACCGCTA
e N P CNPGNTPGGGCVATLSAGR QQWSTDRY

CAACCTCAA&GTCTCGGTCAGCGGCTCGAACAACTGGRC&GTCCGGATGGACGTGCCCTACCCGGCCCGCATCATCGCCA
N L NVG SV S GSUNDNUWTUVRMDUVPYPARTITIARBRAMT

CCTGGAACATCCACGCCCAGTGGCCCGAGTCCCAGGTGCTCATCGCCAGACCCAACGGCAACGGCAACAACTGGGGCGTG
WNTIUHBAQMMWEPZESSGQVLTIAREPNGNWNGHN N W G V

ACGATCCAGCACAACGGCAACTEGACCTOECCGACCETCACCTGTACCGCGARCTGAG T ICCCGCCCCCARAGGTGGCGE
T I Q H NG N W T WUPT v T C T AN »

GGCGGCTCOCGEECE 1375

FIGURA 13

53

320

400

480

560

800

880

960

1040

1120

1200

1280

1360



81

161

241

321

401

481

561

641

721

8Q1

881

961

1041

1121

ES 2301 174 T3

mwwcmmmmmmémﬁcm&mmé

cmmcsmmmmmmmcxcﬁcmmmm
M GV NAFPRPGARIRTPEPTG

CGOGCTG TACCGOGCCCTOACCACRGECACGATGAGCGTGETCGGCETETCACGICCC TGACGG TGACCCAGECCEECA
GLYRALAAATV SVYGVVYVTALTUVTQEPAS

GCGCCGCGGCGAG&\CGC!CGCCG&GGGIGCCG&CAGCACAACCGGTAC‘!'ICGGCG’!G&CCATCGCCG&GMCAGGCT&
A A A S TULAEGA AAMOQHNRYTF GV ATIA AANTRTL
€emeac——e———=péptido N° 1696 >< PEPtido N° 1697mmmmmmadComn

ACCGAC‘I’CGG‘I’CTACACCAACATCGCGMCCGCGAGHCAAC‘NGWACGGCCGAGAACGAG&NMG;TCGACGCCA&
T DS VvV Y TNTIANURETFNSUVTAENTEMEMKTIDA AT
m=ewe=péptido N° 1698 >< péptidc N° 1704 eccavccccaca- >

CGAGCCGCAGCAGGGGCGG'J'.'I‘CGACTTCA&CCAGGCCGACCGGRTCTAC;\ACTG&JCGCGCCAGMCGG&AAGCAGGTC&
E P QQGRT FDTFTOGQADZ ERTIZYNWARUGNSGT KUQV K

GCCECCACACCOTERCCTGECACTCGCAGCAGCCGECAG TCGA TGCAGAACC TCAGCGGCCAGGCGCTCCCCCAGGCEATG
G HTLAM®EHS QOPG QWMOQNTLSGOQALERG QAH

ATCAACCACATCCAGGGEGTCATG TCCTACTACCGGGGCAAGATCCCGATCTGGGACG TGS TGAACGAGGCGTTCGAGGA
INHLIQO G VMNSTYTYRGXKTITPTIWODVYVYVNEHATFTEHTD

m&wmcm@m@m&mmcmmxsmmmmcé
G NS GRRCDSNILAQRTGNZDWTIEVATFHRTAR

GCQGGGGGA@CCWGGC&M&KNC&A@ACMMAMMC&WCQGGCW
Q G D P S AKULGCYNDZYNTIEN®NNDMNAARARIKTO QAW
[

TAWQTG&MWG&W&&WW@GCGGTM
Y N M VRDFEKSURGVPIDTCVGFQSHFNSSGN

-péptido N° 1703 wwmad

ccmmmmmcwcmcc@mmmcmcmcmcmmm&mcA
P YNPWNTFRTTULQQFAALGVDVEVTETLTDI

TCGAGAACGCCCCGGCCCAGACCTACGCC;&GWI‘GAWC@GACTGCC'!’GGCCGNGACCGCTGCACCGGCATCACCGTC

ENAUPAQTVYA ASUVIRDCLAVDRTCTGTITUV
<~-- péptido N° 1699

mmmscmcmccicmmca&rcsmcmcmccccmmmmmmmmmacmc
W GV RDSDS W RS YQNPLULTFDNWNGNTIKIKTZ QA

B e d

FIGURA 14

54

160

24¢

320

560

800

880

960

1040

1120

1200



1201

1281

1361

1441

1521

1601

1681

1761

1841

ES 2301 174 T3

CT%CT!CGCGGTGC?CGACCCCCTGAACGAGGGCTCCGA&GACGGTGGCGGCCCGTCCA;CCCECCGGT&TCGCCGCCG&
Y YAV LDALW®NTEGSUDUDG GGG GZPSNPUZPUVS PP P

CGGGTERCETTICCIGECAGATCCEREGCETGECC TCCAACC S TECATCGACG TGCCGAACGECAACACCACCGACGRE
G 6 G 5 G QI RGV A SNIRTCTIDUWVPWNGNTA ATDSG

ACCCAGGTCCAGCTGTACGACTGCCACAGCEGTTCCARCCAGCAGTGGACCTACACCTCGTCOGGTGAGTICCECATETT
TQVQQLYOCGCHSGSHNGQQWWTZYTSS5GETFRTIPF
CGGCAACAAGTGCCTGRACGCGAGCGECTCCAGCAACGRTGCGETGGTCCAGATCTACAGCTACTERGGCGECGCCAACE
G N KCLDAGGSSNGAVYQIYSCHWEGANQ
AGAAGTGGGAGCTCCGEGCCGACGICACCA TCRTGGGCGTCCAGTCCGGECTETGECTCRACECGGTGAGTCRCGGCACE

K W ELRADGTTI VGGV QS GCLCLDAVGEG G T

GGCAACGGCACGCGECTGCAGCTC TAC TCC TG TGEGGECGGCAACAACCAGAAGTGGTCCTACAACGC CTGATCCCCGGC
G NG TRULDLYSCWGGNDNUOQI KUWSYNA-™-

TGATCGACC&TAGTTGAGG&CGTCTCCGGTACGGCACCGTCGGACCGGAGGCCGTCCCTTGTTCGTCCAGGACGGAAGGA
CCGGTCTGA&CAGGCGCGG&GATCGGACACCATGGTGGGAGGCACGAAAGCGGGAGGGGGTCGTATTCCGAGACTCCGGG

AAGTGGAGGTGTTCCTCCACCTGA 1964

FIGURA 14 (CONTINUACIéN)

55

1280

1360

1440

1520

1600

1680

1760

1840



AM50

U08894

AMS0

008894

AMSO

Uo8gs4

AMS0

uos894

AM50

voses4

AMS0

uoss94

AM50

uoBses4

AMS50

uos894

ES 2301 174 T3

10 20 30 40 50 60
MGVNAFPRPGARRFTGGLYRALAAATVSVVGVVTALTVTQPASAAASTLAEGAAQHNRYF
EE PUE Fesdzezeszs]fazs ] [lsfllzz2] 1] £ }]]
MPINVMPRPGARK-=m=n RALLAGAVGLLTAAAALVAPSPAVAAESTLGAAAAQSGRYF

10 20 30 40 50

70 80 90 100 110 120

GVAIAANRLTDSVYTNIANREFNSVTAENEMKIDATEPQQGRFDFTQADRI YNWARQNGK

sl Elesf e b= b= 000D PULUETET R D e = bl e be JOVEELEE THL

GTAIASGRLNDSTYTTIANREFNMVTAENEMKIDATEPNRGQFNEFSSADRIYNWAVONGK
60 70 80 90 100 110

130 140 150 160 170 180
QVRGHTLAWHSQQPQWMONLSGQALRQAMINHIQGVMSYYRGKIPIWDVVNEAFEDGNSG
NN nem
QVRGHTLAWHSOQPGWMQOSLSGSSLROQAMIDHINGVMAHYKGRIVQWDVVNEAFADGNSG

120 130 140 150 160 170

190 200 210 220 230 240
RRCDSNLQRTGNDWIEVAFRTARQGDPSAKLCYNDYNIENWNAAKTQAVYNMVRDFKSRG
LT E == L DT L LD T ]
GRRDSNLQRTGNDWIEVAFRTARNADPNAKLCYNDYNIENWNWAKTQGVYNMVRDFKQRG
180 190 200 210 220 230

250 260 270 280 290 300
VPIDCVGEQSHFNSGNPYNPNFRTTLQQFAALGVDVEVTELDIENAPAQTYASVIRDCLA
NN m
VPIDCVGFQRSHFNSGSPYNSNFRTTLONFAALGVDVAITELDIQGASPTTYANVVNDCLA

240 250 260 270 280 290

31¢ 320 330 340 350 360
VDRCTGITVWGVRDSDSWRSYQNPLLF DNNGNKKQAYYAVLDALNEGS DDGGGPSNPPVS

IR IR s A R e Y JUEE

VSRCLGITVWGVRDTDSWRSDQTPLLFDGNGNKKAAYSAVLNAL ==~~~ NGGGTSE===~
300 310 320 330 340

370 380 390 400 410 420
PPPGGGSGQIRGVASNRCIDVPNGNTADGTQVQLYDCESGSNQQWTYTSSGEFRIFGNXC
Wzezel Jedlebal el ae e e el e e b= LILETET <0 Telesl 1]
PPPASDAGTIKGVGSGRCLDVPNASTSDGVQLQLWDCHGGTNQQWTYTDSQELRVYGNKC

350 360 370 380 390 400

430 440 450 460 470 480
LDAGGSSNGAVVQIYSCWGGANQKWELRADGTIVGVQSGLCLDAVGGGTGNGTRLQLYSC

[leleeble 1]
LDAAGTGNGTKVQI
410

FIGURA 15A

56



AMS50

M64551

AM50

M64551

AMSO

ME4551

AM50

M64551

AM50

M64551

AMSO

M64551

AMS0

M64551

AMS50

M64551

AMS0

M64551

ES 2301 174 T3

10 20 30 40 50 60
MGVNAFpapsunr-rscr.rmmmrvswcw'rmrvronsms-rmc».oaunyr
LU Teidelatd = 1 M slelefselblzsae |l lses 1] 2]

MGSYALPRSGVRRSIRVL--—LAALVVGVLGTATALIAPPGAHAAESTLGAAAAQSGRYF
10 20 30 40 s5C

70 80 90 100 110 120
GVAJAANRLTDSVYTNIANREFNSVTAENEMKIDATEPQQGREFDFTQADRIYNWARQNGK
Vel sl be b= e VED LEOELEHEETE D s be s e TEHE=ELTT FIL
GTAIASGRLSDSTYTSIAGREFNMVTAENEMKIDATEPQRGQFNFSSADRVYNWAVONGK
60 70 80 90 100 110

130 140 150 160 170 180
QVRGHTLAWHSQQPQWMONLSGQALRQAMINHIQGVMSY YRGKIP IWDVVNEAFEDGNSG

I I S R N R R S L AR A R

QVRGHTLAWHSQQPGWMQSLSGRPLRQAMIDHINGVMAHYKGKIVQWDVVNEAFADGSSG
120 130 140 150 160 170

190 200 210 220 230 240
RRCDSNLQRTGNDWIEVAFRTARQGDPSAKLCYNDYNIENWNAAKTQAVYNMVRDEFKSRG

PO EE s b e LEEV RN L e ke TEDH bbb 1

ARRDSNLQRSGNDWIEVAFRTARAADPSAKLCYNDYNVENWTWAKTQAMYNMVRDFKQRG
180 190 200 210 220 230

250 260 270 280 290 300
VPIDCVGFQSHFNSGNPYNPNFRTTLQQFAALGVDVEVTELDIENAPAQTYASVIRDCLA

R A R e R A R RN s A N A R R RN

VPIDCVGFQSHFNSGSPYNSNFRTTLQNFAALGVDVAITELDIQGAPASTYANVTNDCLA

240 250 260 270 280 290
310 320 330 340 350 360
VDRCTGITVWGVRDSDSWRSYQNPLLFDNNGNKKQAYYAVLDALNEGSDDGGGPSNPPVS
LT IV T Tt s e e bl el (L sl leede ]
VSRCLGITVWGVRDSDSWRSEQTPLLFNNDGSKKAAYTAVLDAL ~~==~ NGGDSSEPP--
300 310 320 330 340 350
370 380 390 400 410 420

PPPGGGSGQIRGVASNRCIDVPNGNTADGTQVQLYDCHSGSNQQWTYTSSGEFRIFGNKC
see][lefefe sl lese el bl el e bl el 1] Jesfle]ze

--—-ADGGQIKGVGSGRCLDVPDASTSDGTQLQLWDCHSGTNQQWAATDAGELRVYGDKC
360 370 380 390 400

430 440 450 460 47¢ 480
LDAGGSSNGAVVQIYSCWGGANQKWELRADGTIVGVQSGLCLDAVGGGTGNGTRLQLYSC

RN R

LDAAGTSNGSKVQIYSCWGGDNQKWRLNSDGSVVGVQSGLCLDAVGNGTANGTLIQLYTC
410 420 430 440 450 460

490
WGGNNQKWSYNA
AEEEE
SNGSNQRWTRT

470 FIGURA 15B

57



ES 2301 174 T3

EcoR1

pALK193

12,0kb

FIGURA 16

58



ES 2301 174 T3

DALK1022

13,0 kb

FIGURA 17

59



ES 2301 174 T3

pALK 1053

Sac2

Nrui
L JeN

FIGURA 18

60



ES 2301 174 T3

SECUENCIAS DE ADN DE LAS FUSIONES ENTRE LA REGION CENTRAL/BISAGRA
DE MANI'Y EL GEN DE AM3S§

PALKY94S

MAN...T GGT CGC GAC ACC ACL...AM3S (SEC ID N°: 11:)
G R D T _2' ( SEC ID N°: 12:)

secuencia manl secuencia AM35

PALK943

MAN,..T GGT CGC GAC ARG CGC GAC ACC ACC...AM3IS (SECID N°: 13:)
G R D K R D T T {SEC ID N°: 14:}

engarce KEX2

secuencia manl secuencia AM35

PALK1021

MAN...T GGC CAG TGT GGA GGT GAC ACC ACC ATC ACC CAG ARAC...AM35
G Q Cc G G D T T I T @ N

i secuencia AM35
secuencia manl ec ia (SEC ID N*: 15%)
({SEC ID N°: 16:)

PALKI1022

MAR...T GGC CAG TGT GGA GGT CGC GAC ARG CGC GAC ACC ACC..,.AM35
G Q c G G R D K R D T T

engarce KEX
secuencia manl secuencia AM35

{SEC ID N°: 173)
(SEC ID N°: 18:)
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ES 2301 174 T3

LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Primalco Ltd
(B) CALLE: Valta-akseli
(C) CIUDAD: Nurmijarvi
(E) PAIS: Finlandia
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): FIN-05200
(G) TELEFONO: +3589 133 11
(H) TELEFAX: +358 9133 1546

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Produccién y Secrecién de Proteinas de Origen Bacteriano en Hongos
Filamentosos

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 18

(iv) FORMA LEGIBLE EN ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco flexible
(B) ORDENADOR: PC IBM compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patent In Release N° 1.0, Version N° 1.30 (EPO)

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 1

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1375 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACION: 303..1337
(D) OTRA INFORMACION:/producto= “xilanasa AM35”

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 1
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ES 2301 174 T3

CCCGGGTATT CATGTGAATG ATTAGCAACA GTTATGTTAC GGAGATATTT CTGAGAGTGT
TGACAGGTCG TGAAGTCGGT CCGATACTTT CGAGCTAGCT CCGATAGTTT TCGATACGCC

GGCACATCGA GCACGTCGGA CGAGTCACGC GCCACGTCGG TTTTCCGCCG CACGCCGCGC
AGAGCGGCCG GAGAACCCCC GCGTGTCCGC GGCATCGGTG CCGGTCCGTC GTTCGCCGCC
GACCGCGCGC CGGGTCGCGA CACGCCAGCC CCCATCGGCC CTTCTTCACG AGGAAGCCGT

AC ATG AAC GAA CCC CTC ACC ATC ACG CAG GCC AGG CGC CGC AGA CGC
Met Asn Glu Pro Leu Thr Ile Thr Glan Ala Arg Arg Arg Arg Arg
1l S 10 15

CTC GGC CTC CGG CGC ATC GTC ACC AGT GCC TTC GCC CTG GCA CTC GCC
Leu Gly Leu Arg Arg Ile Val Thx Ser Ala Phe Ala Leu Ala Leu Ala
20 25 30

ATC GCC GGT GCG CTIG CTIG CCC GGC ACG GCC CAC GCC GAC ACC ACC ATC
Ile Ala Gly Ala Leu Leu Pro Gly Thr Ala His Ala Asp Thr Thr lle
35 40 45

ACC CAG AAC CAG ACC GGG TAC GAC AAC GGC TAC TTC TAC TCG TTC TGG

Thr Gln Asn Gln Thr Gly Tyr Asp Asn Gly Tyr Phe Tyr Ser Phe Trp
S0 55 60

ACC GAC GCG CCC GGG ACC GTC TCC ATG ACC CTC CAC TCG GGC GGC AGC
Thr Asp Ala Pro Gly Thr Val Ser Met Thr Leu His Ser Gly Gly Ser
65 70 75

TAC AGC ACC TCG TGG CGG AAC ACC GGG AAC TTC GTC GCC GGC AAG GGC
Tyr Ser Thr Ser Trp Arg Asan Thr Gly Asn Phe Val Ala Gly Lys Gly
80 85 940 95

TGG TCC ACC GGG GGA CGG CGG ACC GTG ACC TAC AAC GCC TCC TTC AAC
Trp Ser Thr Gly Gly Arg Arg Thr Val Thr Tyr Asn Ala Ser Phe Asn
100 105 110

CCG TCG GGT AAC GGC TAC CTC ACG CTC TAC GGC TGG ACC AGG AAC CCG
Pro Ser Gly Asn Gly Tyr Leu Thr Leu Tyr Gly Trp Thr Arg Asn Pro
115§ 120 125

CTC GTC GAG TAC TAC ATC GTC GAG AGC TGG GGC ACC TAC CGG CCC ACC
Leu Val Glu Tyr Tyr Ile Val Glu Ser Trp Gly Thr Tyr Arg Pro Thr
130 135 140

GGC ACC TAC AAG GGC ACC GTC ACC ACC GAC GGG GGA ACG TAC GAC ATC
Gly Thr r Lys Gly Thr val Thr Thr Asp Gly Gly Thr Tyr Asp lle
145 150 155

TAC GAG ACC TGG CGG TAC AAC GCG CCG TCC ATC GAG GGC ACC CGG ACC
Tyr Glu Thr Trp Arg Tyr Asa Ala Pro Ser Ile Glu Gly Thr Arg Thr
160 165 170 175

TTC CAG CAG TTC TGG AGC GTC CGG CAG CAG AAG CGG ACC AGC GGC AcCC

Phe Gln Gln Phe Trp Ser Val Arg Gln Gln Lys Arg Thr Ser Gly Thr
180 185 1390

60

120

180

240

300

347

3ss

443

491

539

587

635

683

731

779

827

875
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ATC
Ile

Leu

AGC
Ser

CCG
Pro
240

Gly

CGC

320

TGG
Tzp

ACC
Thr

GGC
Gly

GGT
Gly
225

GGT
Glv

GGT
Gly

TAC
Tyr

ATG
Met

GCC
Ala
305

GGC
Gly

CCG
Pro

ATC
Ile

AGC
Ser
210

AGC
Ser

AAC
Asn

GGC
Gly

AAC
Asn

GAC
Asp
290

CAG
Gln

AAC
Asn

ACG
Thr

GGC
Gly
195

CAC

His

TCC
Ser

ccc
Pro

TGC
Cys

CcTC
Leu
275

GTG
val

TGG
Trp

AAC
Asn

val

AAC
Asn

GAC
Asp

ACC
Thr

GGC
Gly

GTC
val
260

AAC

Asn

ccc
Pro

oaley

TGG
Trp

ACC
Thr
340

CGCGGCGGCT CCCGGCCG

CAC
His

TAC

GTC
val

AAC
Asn
245

GCG
Ala

GTC
val

TAC

GAG
Glu

GGC
Gly
325

TGT
Cys

ES 2301 174 T3

Phe

CAG
Gln

TCC
Ser
230

cce
Pro

ACC
Thr

TCG
Ser

cCG
Pro

TCC
Ser
310

GTG
val

ACC
Thr

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 2

GAC
Asp

ATC
Ile
215

ATC
Ile

GGC
Gly

CTC
Leu

GTC
Val

GCC
Ala
295

Gln

ACG
Thr

GCG
Ala

GCC
Ala
200

ATG
Met

Ser

AAC
Asn

TCC
Ser

AGC
Ser
280

cGe
Arg

GTG
Val

ATC
Ile

AAC
Asn

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 345 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 2

TGG
Trp

GCG
Ala

Glu

cccC
Pro

GCC
Ala
265
GGC
Gly

ATC
Ile

cTC
Leu

CAG
Gln

TGA

345

GCC CGC GCC

Ala

ACC
Thr

GGT
Gly

GGT
Gly
250

TCG
Ser

ATC
Ile

ATC
Ile

CAC
His
330

Arg

GAG
Glu

GGC
Gly
235

AAC
Asn

CAG
Gln

AAC
Asn

GCC
Ala

GCC
Ala
315

aAC
Asn

Ala

GGC
Gly
220

AAC
Asn

CCG
Pro

CAG
Gln

AAC
Asn

ACC
Thr
300

AGA
Arg

GGC
Gly

GGC
Gly
205

TAC
Tyr

ccce
Pro

GGT
Gly

TGG
Trp

Trp
285

TGG
Trp

cCcC
Pro

AAC
Asn

ATG
Met

CAG
Gln

GGC
Gly

ARC
Asn

AGC
Ser
270

ACG
Thr

AAC
Asn

AAC
Asn

TGG
Trp

AAC
Asn

AGC
Ser

ARC
Asn

cecce
Pro
255

GAC
Asp

GTC
val

ATC
Ile

GGC
Gly

ACC
Thr
335

GTTCCCGCCC CCAAAGGTGG

923

971

1019

1067

1115

1163

1212

1259

1307

1357

1375
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Met Asn Glu

1

Gly Leu Arg

Ala

Gln

Asp

65

Ser

Ser

Ser

val

Thr

145

Glu

Gln

Thr

Gly

Gly

225

Gly

Gly

Met

Gly

Asn

50

Ala

Thr

Thr

Gly

Glu

130

Thr

Gln

Ile

Ser

210

Ser

Asn

Gly

Asp
290

Ala
35

Gln
Pro
Ser
Gly
Asn
115
Lys
Trp
Phe
Gly
195
His
Ser
Pro
Cys

Leu
278

val

Pro

Arg
20
Leu

Thr

Gly

Gly
100

Gly

Gly

Trp
180
Asn
Asp
Thr
Gly
val
260

Asn

Pro

ES 2301 174 T3

Leu Thr 1lle

S

Ile val Thr

Leu

Gly

Thr

Arg

85

Arg

Tyr

Ile

Thr

165

Sexr

His

Tyr

val

Asn

245

Ala

val

Pro

Tyr

val

70

Asn

Arg

Leu

Val

val

150

Asn

val

Phe

Gln

Ser

230

Pro

Thr

Ser

Pro

Gly

Asp

55

Ser

Thr

Thr

Thr

Glu

i3s

Thr

Ala

Arg

Asp

Ile

215

Ile

Gly

Leu

val

Ala
295

Thr Gln

Ala
10

Ser Ala Phe

Thr

40

Asn

Met

Gly

val

Leu

120

Ser

Thr

Pro

Gln

Ala

200

Met

Ser

Asn

Ser

Ser
280

Arg

a5

Ala

His

Arg

Arg

Arg Arg Axrg Leu

1s

Ala Leu Ala Leu Ala

Ala

Gly Tyr Phe

Thr

Asn

Thr
105

Trp

Asp

Ser

Gln
185

Trp

Ala

Glu

Pro

Ala

265

Gly

Ile

Leu

Phe

S0

Gly

Gly

Gly

Ile

170

Lys

aAla

Thr

Gly

Gly

250

Gly

Ser

Ile

His

75
val
Asn
Trp
Thr
Gly

155

Glu

Glu
Gly
235

Asn

Gln

Ala

Asp
Tyr
§0

Ser

Ala

Thr

140

Thr.

Gly

Thr

Ala

Gly

220

Asn

Pro

Gln

Asn

Thr
300

Thr

45

Ser

Gly

Gly

Ser

128

Arg

Tyr

Thr

Ser

Gly

205

Pro

Gly

Trp

Trp

285

Trp

30

Thr

Phe

Gly

Lys

Phe

110

Asn

Pro

Asp

Arg

Gly

190

Met

Gln

Gly

Asn

Ser

270

Thr

Asn

Ile

Trp

Ser

Gly

958

Asn

Pro

Thr

Ile

Thx

178

Thr

Asn

Ser

Asn

Pro

2S5

Asp

val

1le

Ile

Thr

Thr

Tzp

Pro

Leu

Gly

Tyr

160

Phe

Ile

Leu

Ser

Pro

240

Gly

Axrg

Arg

His



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2301 174 T3

Ala Gln Trp Pro Glu Ser Gln Val Leu Ile Ala Arg Pro Asn Gly Asn

305 310 315

320

Gly Asn Asn Trp Gly Val Thr Ile Gln His Asn Gly Asn Trp Thr Trp

325 330 335

Pro Thr Val Thr Cys Thr Ala Asn +
340 345

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 3

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1864 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 194..1672
(D) OTRA INFORMACION:/producto: “AMS50 xilanasa”

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 3

TTCGGCAGCC TATTGACAAA TTTCGTGAAT GTTTCCCACA CTTGCTCTGC AGACGGCCCC
GCCGATCATG GGTGCACCGG TCGGCGGGAC CGTGCTCCGA CGCCATTCGG GGGTGTGCGC
CTGCGGGCGC GGCGTCGATC CCGCGGGEGAC TCCCGCGGTT CCCTTTCCGT GTCCCTCTAA

TGGAGGCTCA GGC ATG GGC GTG AAC GCC TTC CCC AGA CCC GGA GCT CGG
Met Gly Val Asn Ala Phe Pro Arg Pro Gly Ala Arg
350 355

CGG TTC ACC GGC GGG CTG TAC CGG GCC CTG GCC GCG GCC ACG GTG AGC
Arg Phe Thr Gly Gly Leu Tyr Arg Ala Leu Ala Ala Ala Thr Val Ser
360 365 370

GTG GTC GGC GTG GIC ACG GCC CTG ACG GTG ACC CAG CCC GCC AGC GCC
Val val Gly val val Thr Ala Leu Thr val Thr Gln Pro Rla Ser Ala
375 380 385

GCG GCG AGC ACG CTC GCC GAG GGT GCC GCG CAG CAC AAC CGG TAC TTC

Ala Ala Ser Thr Leu Ala Glu Gly Ala Ala Gln His Asn Axg Tyr Phe
390 395 400 4058

60

120

180

229

277

325

373
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GGC
Gly

ATC
Ile

ATC
Ile

AGC
Ser

ATG
Met

GCG
Ala

CGC

Gly
550

Trp

GTG
val

GCG
Ala

GAC
Asp

CGG
Arg
455

ACC
Thr

GGC
Gly

TCC
Ser

TTC
Phe

ACC
Thr
535

GAC
Asp

AAC
Asn

TCC
Ser

AGC
Ser

GCG
Ala
615

GCC
Ala

AAC
Asn

GCC
Ala
440

ATC
Ile

CTG
Leu

CAG
Gln

TAC

GAG
Glu
520

GGT
Gly

ccc
Pro

GCG
Ala

CGC
Arg

GGT
Gly
600

GCC
Aia

ATC
Ile

CcGC

Arg

425
ACC
Thx

TAC

GCC
Ala

GCG
Ala
TAC
505
GAC

Asp

AAC
Asn

TCG
Ser

GCC
Ala

GGC
Gly
585

AAC
Asn

CcTC
Leu

GCC
Ala
410

GAG
Glu

GAG
Glu

AAC
Asn

TGG
Trp

CTG
Leu
490

CGG
Arg

GGA
Gly

GAT
Asp

GCC
Ala

ARG
Lys
570

GTG
val

CcCG
Pro

GGC
Gly

GCG
Ala

TTC
Phe

CCG
Pro

TGG
Trp

CAC
His
475
cGC
Arg

GGC
Gly

AAC
Asn

TGG

AAG
Lys
555

ACC
Thr

ccce
Pro

TAC

GTG
val

AARC
Asn

AAC
Asn

CAG
Gln

GCG
Ala
460

TCG
Ser

CaAG
Gln

ARG
Lys

TCC
Ser

ATC
Ile
540

CTC
Leu

CAG
Gln

ATC
Ile

AAC
Asn

GAC
Asp
620

ES 2301 174 T3

AGG CTC ACC GAC TCG

Arg

TCG
Ser

CAG
Gln
445

(aiele)
Arg

CAG
Gln

GCG
Ala

ATC
Ile

GGC
Gly
525

GAG
Glu

TGC

Cys

GCG
Ala

GAC
Asp

CCG
Pro
605

GTC
Val

Leu

GTG
Val
430

GGG
Gly

CAG
Gln

Gln

ATG
Met

(adac]
Pro
510

CGC
Arg

GTC
Val

TAC

GTC
val

TGC

Cys
550

AAC
Asn

GAG
Glu

Thr
415

ACG
Thr

CGG
Arg

AAC
Asn

CCG
Pro

ATC
Ile
498
ATC
Ile

CGG
Arg

GCG
Ala

AAC
Asn
TAC
575
GTG

val

TTC
Phe

GTC
val

Asp

GCC

TTC
Phe

GGC
Gly

CAG
Gln
480

AAC
Asn

TGG
Trp

TGC
Cys

Phe

GAC
Asp
560

AAC

Asn

GGC
Gly

CGC
Arg

ACC
Thr

Ser

GAG
Glu

GAC
Asp

AAG
Lys
465

TGG
Tzp

CAC

His

GAC
Asp

GAC
Asp

CGC
Rrg
545

TAC

ATG
Met

TTC
Phe

ACC
Thr

GAG
Glu
625

GTC
val

AAC
Asn

TIC
Phe
450

G1ln

ATG
Met

ATC
Ile

GTG
val

TCC
Ser
530

ACC
Thr

AAC
Asn

GTG
val

CAG
Gln

ACC
Thr
610

Leu

TAC

GAG
Glu
435

ACC
Thr

GTC
val

CAG
Gln

CAG
Gln

GTG
val
515

AAC
Asn

GCC
Ala

ATC
Ile

CGG
Arg

TCG
Ser
595

CTG
Leu

GAC
Asp

ACC AAC
Thr Asn
420

ATG ARG
Met Lys

CAG GCC
Gln Ala

CGC GGC
Arg Gly

AAC CTC
Asn Leu
485

GGG GTC
Gly Vval
500

AAC GAG
Asn Glu

CTC CAG
Leu Gln

CGC CAG
Arg Gln

GAG AAC
Glu Asn
565

GAC TTC
Asp Phe
580

CAC TTC
His Phe

CAG CAG
Gln Gln

ATC GAG
Ile Glu

421

463

517

565

613

661

709

757

805

853

801

949

5397

1045
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Asn
630

GTG
val

TCC
Ser

Lys

GAC
Asp

Gly
710

GTG
val

TGC
Cys

TTC
Phe

Gly

TGG

Trp
790

TGC
Cys

CTC
Leu

GCC
Ala

GAC
Asp

TGG
Trp

AAG
Lys

GAC
Asp
€95

GGT
Gly

cCG
Pro

CAC
His

CGC
Arg

GCG
Ala
7175

GAG
Glu

CTC
Leu

TAC

CCG
Pro

cGe
Arg

CGC

CAG
Gln
680

GGT
Gly

TCC
Ser

ARC

AGC
Ser

ATC
Ile
760

GTG
Val

CcTC
Leu

GAC
Asp

TCC
Ser

GCC
Ala

TGC
Cys

TCG
Ser
665

GCC
Ala

GGC
Gly

GGG
Gly

GGC
Gly

GGT
Gly
745

TTC
Phe

GTC
val

CcGG
Arg

GCG
Ala

TGC
Cys
825

CAG
Gln

ACC
Thr
650

TAC

TAC

GGC
Gly

CAG
Gln

AAC
Asn
730

TCC
Ser

GGC
Gly

CAG
Gln

GCC
Ala

GTG
val
810

TGG
Trp

KCC
Thr
635

GGC
Gly

CAG
Gln

TAC

CcCG
Pro

ATC
Ile
715

ACC
Thr

AAC
Asn

AAC
Asn

ATC
Ile

GAC
Asp
795

GGT
Gly

GGC
Gly

ES 2301 174 T3

TAC

ATC
Ile

AAC
Asn

GCG
Ala

TCC
Ser
700

CGG
Arg

GCC
Ala

CAG
Gln

AAG
Lys

TAC

Tyr
780

GGC
Gly

GGC
Gly

GGC

GCC AGC GTG ATC CGG GAC TGC CIG GCC

Ala

AcCC
Thr

CCG
Pro

GTG
val
685

AAC
Asn

GGC
Gly

GAC
Asp

Gln

TGC
Cys
765

AGC
Ser

ACC
Thr

GGC
Gly

ARC

Gly Asn

Ser

GTC
val

CTG
Leu
670

CTC
Leu

CCG
Pro

GTG
val

GGC
Gly

Trp
750

Leu

TGC
cys

ATC
Ile

ACC
Thr

AAC
Asn
830

val

TGG

Trp
655

Leu

GAC
Asp

CCG
Pro

GCC
Ala

ACC
Thr
735

ACC
Thr

GAC
Asp

TGG
Txp

val

GGC
Gly
815

CAG
Gln

Ile
640

GGT
Gly

TTC
Phe

GCC
Rla

GTC
val

TCC
Ser
720

CAG
Gln

TAC
TyT

GCG
Ala

GGC
Gly

GGC
Gly
800

ARC
Asn

ARG
Lys

Arg

GTC
Val

GAC
Asp

CTG
Leu

TCG
Ser
705

AAC
Asn

GTC
val

ACC
Thr

GGC
Gly

GGC
Gly
785

GTG
val

Gly

Trp

Asp

cGe
Arg

AAC
Asn

AAC
Asn
630

cCG
Pro

CGG
Arg

CAG
Gln

TCG
Ser

GGC
Gly
770

GCC
Ala

CAG
Gln

ACG
Thr

TCC
Ser

Cys

GAC
Asp

AAC
Asn
675

GAG
Glu

lelele
Pro

TGC
Cys

CTG
Leu

TCC
Ser
755
TCC
Ser

AAC
Asn

TCC
Ser

CGG
Arg

TAC

835

Leu

AGC
Ser
660
GGC
Gly

GGC
Gly

oalc]
Pro

ATC
Ile

TAC

740

Gly

AGC
Ser

CAG
Gin

Gly

CTG
Leu
820

ARC
Asn

Ala
645

GAC
Asp

AARC
Asn

TCC
Ser

GGT
Gly

GAC
Asp
725

GAC
Asp

GAG
Glu

AAC
Asn

ARG
Lys

CTG
Leu
805

CAG
Gln

GCC
Ala

1083

1141

1189

1237

1285

1333

1381

1423

1477

1525

1573

1621

1669
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ES 2301 174 T3

TGR TCCCCGGCTG ATCGACCCTA GTTGAGGCCG TCTCCGGTAC GGCACCGTCG

L

1722

GACCGGAGGC GGTCCCTTGT TCGTCCAGGA CGGAAGGACC GGTCTGAGCA GGCGCGGCGA 1782

TCGGACACCA TGGTGGGAGG CACGAAAGCG GGAGGGGGTC GTATTCCGAG ACTCCGGGAA 1842

GTGGAGGTGT TCCTCCACCT GA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 4

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 493 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 4

Met Gly Val Asn Ala Phe

1l

Gly

val

Leu

Ala

65

Glu

Glu

Trp

Leu
145

Leu Tyr Arg

Thr

50

Ala

Phe

Pro

Trp

His

130

Arg

Gly

Ala

35

Glu

Asn

Asn

Gln

Ala

115

Ser

Gln

Lys

20

Leu

Gly

Arg

Ser

Gln

100

Arg

Gln

Ala

Ile

5

Ala

Thr

Ala

Leu

val

85

Gly

Gln

Gln

Met

Pro
165

Leu

val

Ala

Thr

70

Arg

Asn

Pro

Ile

150

Ile

Pro Arg Pro

Ala

Thxr

Gln

S5

Asp

Ala

Phe

Gly

Gln

‘135

Asn

Trp

Ala

Gln

40

His

Ser

Glu

Asp

Lys

120

Trp

His

Asp

Ala

25

Pro

Asn

Val

Asn

Phe

105

Gln

Met

1le

val

Gly
10
Thr

Ala

Arg

Glu

90

Thr

Val

Gln

Gln

val
170

Ala

val

Ser

Thr
75
Met

Gln

Asn

Gly
155

Arg Arg
Ser Val
Ala Ala

45

Phe Gly
60

Asn Ile
Lys Ile
Ala Asp
Gly His

125

Leu Ser
140

Val Met

Glu Ala

Phe

val

30

Ala

val

Ala

Asp

110

Thr

Gly

Ser

Phe

1864

Thr Gly
1s

Gly Val

Ser Thr

Ala Ile

Asn Arg
80

Ala Thr
95

Ile Tyr

Leu Ala

Gln Ala
Tyr Tyr
160

Glu Asp
175
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Gly

Asp

Ala

Lys

225

vVal

Pro

Gly

Gln

Thr
308

Gly

Gln

385

Ser

Gly

Gln

Asn

Trp
Lys
210

Thr

Pro

val
Thr
29¢

Gly

Gln

Pro

Ile

370

Thr

Asn

Asn

Ile

Asp
450

Ser

Ile

135

Leu

Gln

Ile

Asp
275

Tyr

Asn

Ser

355

Arg

Ala

Gln

Lys

435

Gly

Gly
180

Glu

Cys

Ala

Asp

Pro

260

val

Ala

Thr

Pro

val

340

Asn

Gly

Asp

Gln

cys
420

Ser

Thr

ES 2301 174 T3

Arg Arg Cys

val

Tyr

val

Cys

245

Asn

Glu

Ser

val

Leu

3z2s

Leu

Pro

Val

Gly

Trp

405

Leu

Cys

Ile

Asn

Tyr
230

val

Phe

val

Val

310

Leu

Asp

Pro

Thr

3so

Thr

Asp

Trp

val

Phe

Asp

215

Asn

Gly

Arg

Thr

Ile

295

Gly

Phe

Ala

val

Ser

375

Gln

Tyx

Ala

Gly

Gly
455

Asp Ser Asn

Arg

200

Tyr

Met

Phe

Thr

Glu

280

Arg

val

Asp

Leu

Ser

360

Asn

val

Thr

Gly

Gly

440

Val

185

Thr

Asn

Val

Gln

Thr

265

Leu

Asp

Arg

Asn

Asn

345

Pro

Arg

Gln

Ser

Gly

425

Ala

Gln

Ala

Ile

Arg

Ser

250

Leu

Asp

cys

AsSp

Asn

330

Glu

Pro

cys

Leu

Ser

410

Ser

Asn

Ser

Leu

Arg

Glu

Asp

235

His

Gln

Ile

Leu

Ser

315

Gly

Gly

Pro

Ile

Tyr
398
Gly
Ser

Gln

Gly

Gln

Gln

Asn

220

Phe

Phe

Gln

Glu

Ala

300

Asp

Asn

Ser

Gly

Asp

380

Asp

Glu

Asn

Lys

Leu
460

Arg

Gly

205

Trp

Lys

Asn

Phe

Asn

285

val

ser

Lys

Asp

Gly

365

val

Cys

Phe

Gly

Trp
445

Thr
190

Asp

Ser

Ser

Ala

270

Ala

Asp

Trp

Lys

Asp

350

Gly

Pro

His

Arg

Ala

430

Glu

Leu

Gly Asn

Pro

Ala

Arg

Gly

255

Ala

Pro

Arg

Arg

Gln

335

Gly

Ser

Asn

Ser

Ile

415

Val

Leu

Asp

Ser

Gly

240

Asn

Leu

Ala

Cys

Ser

320

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

400

Phe

val

Arg

Ala
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Val Gly Gly Gly Thr Gly Asn Gly Thr Arg Leu Gln Leu Tyr Ser Cys

465 470 475

Trp Gly Gly Asn Asn Gln Lys Trp Ser Tyxr Asn Ala
48S 490

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 5

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Péptido
(B) LOCALIZACION: 1..6
(D) OTRA INFORMACION:/marcador= AM35_N-term

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 5

Asp Thr Thr Ile Thr Gln
1 5

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 6

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 14 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: DSM43186
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Péptido
(B) LOCALIZACION:1..14
(D) OTRA INFORMACION:/marcador= AM50_1696_pep

10

L

480
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(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 6

Ala Ala Ser Thr Leu Ala Glu Gly Ala Ala Gln His Asn Arg
1 5 10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 7

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 10 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Péptido

(B) LOCALIZACION:1..10
(D) OTRA INFORMACION:/marcador= AMSO_1697_pep

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 7

Tyr Phe Gly Val Ala Ile Ala Ala Asn Axrg
1 S 10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 8

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 12 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Péptido
(B) LOCALIZACION:1..12
(D) OTRA INFORMACION:/marcador= AMS50_1698_pep

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 8

Leu Asn Asp Ser Val Tyr Thr Asn Ile Ala Asn Arg
1 5 10

11
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 9

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL.:

(A) ORGANISMO: Actinomadura flexuosa

(B) CEPA: DSM43186
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Péptido

(B) LOCALIZACION:1..9

(D) OTRA INFORMACION:/marcador= AMS0_1699_pep
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 9

Xaa Thr Gly Ile Thr val Xaa Gly Val
1 5

10

15

20

25

30
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 10

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
35 (A) LONGITUD: 11 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: sencilla
40 (D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

45 (vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: DSM43186
50 (ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Péptido
(B) LOCALIZACION:1..11
(D) OTRA INFORMACION:/marcador= AM50_1704_pep

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 10

55

Glu Phe Asn Ser Val Thr Ala Glu Asn Glu Met

1 S 10
60

(2) INFORMACION PARA LA SECID N° 11

65 (i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

12
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(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Trichoderma reesei y Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: QMo6ay DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION:1..18

(D) OTRA INFORMACION :/producto= “Proteina de fusién mananasa-xilanasa” /nota= “Secuencia
parcial de la fusién en pALK945. Las bases 1-5 son las bases 1342-1346 de la secuencia manl
de T. reesei, las bases 6-9 son sintéticas y las bases 10-18 son las bases 432-440 de la secuencia
de AM35 de A. flexuosa.”

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 11

TAT GGT CGC GAC ACC ACC 18
Tyr Gly Arg Asp Thr Thr
495

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 12

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 12

Tyr Gly Arg Asp Thr Thr
1 5

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 13

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Trichoderma reesei y Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: QMo6ay DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION:1..27

(D) OTRA INFORMACION :/producto= “Proteina de fusién mananasa-xilanasa” /nota= “Secuencia
parcial de la fusién en pALK948. Las bases 1-5 son las bases 1342-1346 de la secuencia de man1
de T reesei, las bases 6-18 son el engarce KEX?2 sintético, las bases 19-27 son las bases 432-440
de la secuencia de AM35 de A. flexuosa.”

13
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(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 13

TAT GGT CGC GAC AAG CGC GAC ACC ACC 27
Tyr Gly Arg Asp Lys Arg Asp Thr Thr

15

20

25

30

35

40

45

10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 14

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 14

15

Tyr Gly Arg Asp Lys Arg Asp Thr Thr

1 S

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 15

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 39 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Trichoderma reesei y Actinomadura flexuosa

(B) CEPA: QM6a y DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION:1..39

(D) OTRA INFORMACION:/producto= “Proteina de fusion mananasa-xilanasa” /nota= “Secuencia
parcial de la fusién en pALK1021. Las bases 1-18 son las bases 1342-1359 de la secuencia
de manl de T. reesei, y las bases 19-39 son las bases 432-52 de la secuencia de AM35 de A.
flexuosa.”

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 15

TAT GGC CAG TGT GGA GGT GAC ACC ACC ATC ACC CAG AAC 39
Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Asp Thr Thr Ile Thr Gln Asn
10 15 20

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 16

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 13 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii)) TIPO DE MOLECULA: proteina

14
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(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 16

Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Asp Thr Thr Ile Thr Gln Asn
1 5 10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 17

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 39 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

@ii)) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Trichoderma reesei y Actinomadura flexuosa
(B) CEPA: QM6a y DSM43186

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION:1..39

(D) OTRA INFORMACION:/producto= “Proteina de fusién mananasa-xilanasa” /nota= “Secuencia
parcial de la fusién en pALK1022. Las bases 1-18 son las bases 1342-1359 de la secuencia de
manl de T. reesei, las bases 19-30 son el engarce KEX?2 sintético, las bases 31-39 son las bases
432-440 de 1a secuencia de AM35 de A. flexuosa.”

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 17

TAT GGC CAG TGT GGA GGT CGC GAC AAG CGC GAC ACC ACC _39
Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Arg Asp Lys Arg Asp Thr Thr
15 20 25

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 18

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 13 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N° 18

Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Arg Asp Lys Arg Asp Thr Thr
1 5 10

15



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

