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DESCRIPCION

Nueva enzima de lacasa y el gen que la codifica.

La invencion se refiere a nuevas enzimas de lacasa. El objeto de la invencidn es una nueva enzima de lacasa, una
preparacion de enzima, y un gen que codifica la enzima en particular. Otro objeto de la invencién es el uso de lacasa
en varias aplicaciones.

Las lacasas (documento EC 1.10.3.2) pertenecen a las oxidasas de cobre azul. De acuerdo a una definicidn, las
lacasas son oxidasas de p-difenol. Ademas de los difenoles, las lacasas oxidan muchos otros substratos, tales como
diaminas y fenoles substituidos con metoxi. Con respecto a sus substratos, las lacasas son sorprendentemente no
especificas. Principalmente debido a su amplia especificidad de substrato y, por el otro lado, su capacidad para oxidar
compuestos fendlicos, las lacasas han originado un gran interés en aplicaciones industriales. Los campos prometedores
de aplicacién de lacasas incluyen, por ejemplo, deslignificacién y el encolado de tablas de fibra en la industria forestal,
tintura de telas y destoxificacion de efluentes locales de tinte en la industria textil, asi como el uso en diferentes
biosensores. Con la ayuda de mediadores, es decir, moléculas intermedias, las lacasas también oxidan substratos que
de otra manera no serian capaces de oxidarse. Los mediadores son compuestos de molécula pequefia que se oxidan
por lacasas. El mediador oxidado, a su vez, oxido el substrato actual.

La primera lacasa se encuentra en 1883 en el arbol de laca Japonés (Rhus vernicifera). Se han encontrado lacasas
en muchas plantas, tales como, durazno, tomate, mango, y papa; las lacasas también se han encontrado en algunos
insectos. Sin embargo, la mayoria de las lacasas se originan en hongos de descomposicién blancos. Los siguientes gé-
neros, por ejemplo, producen lacasa: Agaricus, Aspergillus, Cerrena, Curvularia, Fusarium, Lentinius, Monocillium,
Myceliophtora, Neurospora, Peniccillum, Phanerochaete, Phlebia, Pleurotus, Podospora, Schizophyllum, Sporotri-
chum, Stagonospora y Trametes. En naturaleza, el funcionamiento de las lacasas se relaciona con la descomposicién
de lignocelulosa, la biosintesis de las paredes celulares, las reacciones de tostado de la fruta y vegetales, asi como la
prevencion de ataques microbianos en plantas, entre otros.

Muchas lacasas flingicas se han aislado y algunos genes que las codifican se han clonado. Por ejemplo, Saloheimo
et al., (1985) aislaron y caracterizaron el gen de lacasa de la Phlebia radiata, y Kojima et al., (1990) los genes de
lacasa de la Coriolus hirsutus de hongos de descomposicién blancos, y Berka et al., (1997) WO 95/33836, el gen
de la lacasa Myceliophtora thermophila. Los niveles de produccién naturales con frecuencia son muy bajos. Se han
hecho esfuerzos para mejorar la produccién al expresar los genes de lacasa en huéspedes de produccion externos. Por
ejemplo, Saloheimo y Niku-Paavola (1991; documento WO 92/01046) producen exitosamente lacasa Phlebia radiata
en el hongo Trichoderma reesei. Las lacasas también se han producido heter6logamente, en el hongo Aspergillus
oryzae (Yaver et al., 1996, Berka et al., 1997 y documento WO 95/33836), y en la levadura Pichia pastoris (Jonsson
et al., 1997).

La expresion de una lacasa que se origina en el género Coprinus en el hongo del género Aspergillus se describe en
la publicacién de patente WO 97/08325. De manera similar, la expresion de la lacasa que se origina en las especies
Polyporus pinsitus y la lacasa que se origina en el género Scytalidium en el hongo del género Aspergillus se describen
en las publicaciones de patente de Estados Unidos 5.770.418 y Estados Unidos 5.843.745, respectivamente.

Las propiedades de pH y temperatura de las lacasas aisladas de varios organismos difieren entre si. También de-
pende del substrato utilizado. Como la mayoria de las lacasas que se conocen funcionan mejor en un pH 4cido y
una temperatura preferiblemente baja, sus propiedades no son dptimas para las aplicaciones. Algunas lacasas termo-
estables o neutras se han resefiado pero, generalmente, las lacasas termoestables o neutras son ya sea termoestables
o0 neutras, pero no ambas. Por ejemplo, Heinzkill ef al., (1998) encontraron lacasas con un pH inusualmente eleva-
do, 6ptimo del hongo del género Coprinaceae. Sin embargo, en 60 minutos, la actividad de todas las lacasas que se
encontraron se reducen por debajo de 30% del nivel inicial a 60°C. Una patente (documento WO 96/06930) se ha
aplicado para el uso de estas lacasas para blanquear tintes de textil, pero la aplicacién no menciona la actividad de
estas lacasas a temperaturas elevadas. Los ejemplos de aplicacién se hacen a una temperatura de 30-35°C. La solicitud
de patente WO 95/07988 describe una lacasa neutra del hongo Rhizoctonia solani, pero la aplicacién no estudia la
aplicabilidad de esta lacasa a temperaturas elevadas en adicién a condiciones alcalinas. Por el otro lado, la solicitud
de patente WO 98/55628 describe una lacasa termoestable de la cepa Trametes versicolor TV-1, pero de acuerdo
con la patente, la actividad de esta lacasa es mejor a pH 2. La lacasa Trametes versicolor TV-1 no es de pH esta-
ble; su actividad residual a pH 6 después de 60 minutos de incubacién es aproximadamente 60% del original. La
solicitud de patente WO 95/33836 describe una lacasa Myceliophtora thermophila neutra que en tintes para cabello
funciona a pH 7, pero la temperatura en el ejemplo de aplicacién fue 30°C. La publicacién Berka et al., (1997) resefia
que la lacasa Myceliophtora thermophila mantiene 100% de su actividad a 60°C durante 2 minutos y su actividad
optima es a pH 6,5.

Las publicaciones de patente JP8070861 y JP9056378 describen lacasas Trametes, que se han resefiado que son
termoestables y su pH 6ptimo se ha resefiado que es 5,0. Ademds, Diamantidis et al., (2000) ha caracterizado una
lacasa bacteriana de la bacteria Azospirillum lipoferurm. Resefian que la lacasa fue termoestable durante 10 min a
70°C y el pH 6ptimo fue 6,0.
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La publicacién de Bharathi y Ramalingam (1993) describe la fenoloxidasa de una almeja, su actividad maxima
siendo a pH 6,8 y mds del 50% de su actividad manteniéndose cuando se incuba a 60°C durante 10 min. La publicacién
de patente EP-A1-0852260 describe polifenoloxidasas de las especies del género Myrothecium, su pH 6ptimo siendo
8,5-9 y la temperatura 6ptima a 60-70°C. Se sabe que los hongos del género Myrothecium producen toxinas.

Cuando se compara con la temperatura y los valores 6ptimos de pH especificados para varias enzimas, debe ob-
servarse que el substrato utilizado tiene un efecto en los valores. Los substratos fendlicos, tales como guayacol y
siringaldazina, proporcionan valores mas elevados que los substratos no fendlicos, tales como ABTS.

Las siguientes publicaciones de patente sugieren el uso de lacasas en aplicaciones que procesan madera: documen-
tos WO 9954545, Estados Unidos 5,691,193, DE 4137761, EP 408803 y WO 9523232.

El documento WO 37 19 999 describe una lacasa con propiedades de tincién mejoradas.

El propdsito de esta invencion es eliminar las desventajas relacionadas con la técnica anterior y proporcionar una
nueva clase de preparacién de enzima que contiene actividad de la lacasa. Especialmente, la preparacién de enzima
puede utilizarse en aplicaciones, que necesitan tolerar tanto temperaturas elevadas como un pH elevado. Existen tales
aplicaciones, por ejemplo, en la industria de procesamiento de madera y otras industrias de procesamiento.

La presente invencién introduce una nueva lacasa que tiene tanto mejores propiedades de pH como de temperatura,
y especialmente la estabilidad térmica, que las lacasas conocidas en aplicaciones que requieren un pH alcalino o neutro
y una temperatura por encima de 40°C.

Para ser mas preciso, el objeto de la invencion es la molécula de dcido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1
y el polipéptido de acuerdo una enzima de lacasa de acuerdo con la reivindicacién 15.

La enzima de lacasa de acuerdo a la invencion puede aislarse de las cepas del género Melanocarpus. Hasta donde
sabemos, la lacasa no aislada de las cepas del género Melanocarpus se ha descrito anteriormente. La lacasa de acuerdo
con la invencion puede aislarse preferiblemente de las cepas de las especies M. albomyces, especialmente de la cepa
IMI 255989, muestras de las cuales se encuentran disponibles libremente de la coleccién de la cepa GRC del Centro
CABI RU de CABI Bioscience (Egham) (Bakeham Lane Egham Surrey DW20 9Ty, RU). La cepa se deposita en la
coleccion en 1981. En 1996, la cepa se deposita también en la Coleccién de Cultivo de VTT Biotechnology (Centro
de Investigacion Técnico de VTIT de Finlandia, en la direccién: VTT Biotekniikka, PL1500, 02044 VTT, Espoco,
Finlandia) y dando el nimero VTT-D-96490. Las muestras de esta disposicién también se encuentran libremente
disponibles. Esta cepa se describe en la publicacién de Ravanko (1996), que estudia la actividad de la lacasa de la
solucién de cultivo de la cepa a varias temperaturas y valores de pH. Sin embargo, la publicacién no describe el
aislamiento y la purificacién de la lacasa.

La enzima lacasa de acuerdo a la invencién funciona arriba del rango de pH 3-9, preferiblemente 4-8, mas preferi-
blemente 5-8, atin mas preferiblemente 6-8, mas preferiblemente 6,5-7,5. La actividad de la lacasa se encuentra en su
punto mds elevado arriba del rango de pH 7-8, el mds elevado a aproximadamente 7,5. De esta manera, el pH 6ptimo
de la enzima es demasiado amplio y varia arriba del pH 5-7.5; preferiblemente el pH 6ptimo es 7,5. La actividad de
la enzima se encuentra en su punto mas elevado dentro de 30-80°C, preferiblemente dentro de 40-80°C, mas preferi-
blemente dentro de 50-80°C, atin mds preferiblemente dentro de 60-80°C, mas preferiblemente dentro de 60-70°C. La
mejor actividad de la enzima ocurre a una temperatura de aproximadamente 70°C.

La lacasa de acuerdo con la invencién mantiene bien su actividad a temperaturas elevadas. En las condiciones
descritas en el Ejemplo 3, mds del 50% de la actividad de la lacasa de la solucién de cultivo permanece después de
incubar a 60°C durante 1 hora. Después de incubar a 70°C durante 15 min, aproximadamente 30% de la actividad de
la enzima permanece, y después de incubar a 70°C durante 30 min, aproximadamente 10%. A 80°C, la enzima resiste
la incubacién por aproximadamente 5 min en las condiciones descritas en el Ejemplo 3. En algunas aplicaciones, por
ejemplo, en la industria forestal, atin una tolerancia durante un corto periodo de tiempo a temperaturas elevadas pro-
porciona ventajas considerables. Cuando se estudia mas la actividad de la enzima pura, se descubre que la estabilidad
térmica de la enzima fue excepcionalmente buena y claramente mejor que aquella de las lacasas previamente descritas.
A 60°C, la enzima mantiene su actividad esencialmente sin cargar durante 2 horas, como se indica por el Ejemplo 3
y la Figura 7. La estabilidad térmica de la lacasa Myceliophtora caracterizada por Berka et al., (1997) permanecio a
60°C durante 20 min solamente.

Ademds, la estabilidad de pH de la enzima de lacasa de acuerdo a la invencién mejora, cuando el pH aumenta.
Después de incubacién de 22 horas a pH 4, la actividad residual es 65%, la actividad residual en las mismas condiciones
a pH 5 es aproximadamente 80%, la actividad residual a pH 6 es aproximadamente 85%, la actividad residual a pH 7
es aproximadamente 90%, y a pH 8 tanto como por arriba de 90%, aproximadamente 92%. Junto con el pH 6ptimo,
esta propiedad hace ventajoso utiliza la enzima de acuerdo con la invencién a valores de pH elevados.

El punto isoeléctrico de la lacasa de acuerdo con la invencién es aproximadamente 4.0 cuando se mide por enfoque
isoeléctrico, mediante lo cual la exactitud de la definicién es aproximadamente +0,5.
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Cuando se determina por SDS-PAGE, el peso molecular de la lacasa de acuerdo con la invencién es aproximada-
mente 80 kDa. La exactitud de la definicién de SDS-PAGE es en el orden de +/- 5 kDa.

La lactasa de la invencién, cuando se purifica, tiene un punto isoeléctrico de aproximadamente 4,0 como se mide
por enfoque isoeléctrico, y un peso molecular de aproximadamente 80 kDa. El pH 6ptimo de la lacasa es aproxima-
damente 7,5 y la temperatura 6ptima aproximadamente 70°C cuando se mide con una enzima purificada. La lacasa
puede aislarse de las cepas del género Melanocarpus, preferiblemente de las cepas del género Melanocarpus albomy-
ces, mas preferiblemente de la cepa IMI 25598 de M. albomyces. Otro objetivo de la invencién es una enzima de lacasa
purificada y aislada.

Un objeto adicional de la invencidn es una preparacion de enzima que contiene la enzima de lacasa de acuerdo
con la invencién. La cantidad de enzima de lacasa en la preparacién de enzima es preferiblemente mas elevada que
aquella de las cepas del género Melanocarpus, especialmente las cepas de las especies Melanocarpus albomyces,
especialmente la cantidad de la enzima naturalmente producida por la cepa IMI 255989 de M. albomyces en su solucién
de cultivo en condiciones de crecimiento, que no se optimizan para producir lacasa. La cantidad de lacasa en la
preparacién de enzima es preferiblemente arriba de 10 mg/l, mas preferiblemente >30 mg/1, atin mas preferiblemente
>300 mg/l, atin m4s preferiblemente; >500 mg/l; mds preferiblemente >1 g/l.

Como se establece arriba, la lacasa de acuerdo con la invencién puede aislarse de las cepas del género Melano-
carpus, especialmente de las cepas de las especies Melanocarpus albomyces, especialmente de la cepa IMI 255989 de
M. albomyces, pero también puede producirse por la técnica de recombinacién al aislar los genes que codifican las
lacasas de acuerdo con la invencién y transferirlas en un huésped de produccién adecuado.

La lacasa de acuerdo a la invencién puede producirse en la solucion de cultivo de su huésped natural o un huésped
de produccidn, de donde puede aislarse y purificarse al utilizar procedimientos conocidos de quimica de proteina. Si
la solucién de cultivo contiene una cantidad elevada suficiente de lacasa, pero no otras proteinas daiiinas, la solucién
de cultivo puede utilizarse como tal al separar simplemente las células. La solucién de cultivo puede concentrarse
posiblemente. En diferentes aplicaciones, es preferible utilizar una preparacién de enzima que contiene una cantidad
incrementada de lacasa. La cantidad incrementada de lacasa puede prepararse al producir la enzima de lacasa en la
solucién de cultivo del huésped de produccién por medio de tecnologia recombinante. La cantidad incrementada se
refiere a una cantidad de enzima de lacasa, que excede la cantidad de enzima de lacasa naturalmente producida por las
cepas del género Melanocarpus, especialmente la cepa M. albomyces, especialmente la cepa IMI 255989.

Un objeto adicional de la invencion es una preparacién de enzima que contiene una cantidad esencial de la enzima
de lacasa de acuerdo a la invencién. Esto significa que la lacasa es la actividad principal de la preparacién de enzima
sin ninguna cantidad considerable de otras enzimas. Un objeto adicional de la invencién también es una preparacién de
enzima que contiene una lacasa que puede aislarse del hongo del género Melanocarpus, y los aditivos que se necesitan
para la aplicacién respectiva. Tales aditivos pueden comprender, por ejemplo, tampones y estabilizadores.

Un objeto de la invencién es también una molécula de dcido nucleico que codifica lacasa. La molécula de acido
nucleico se selecciona del grupo que comprende:

una molécula de 4cido nucleico que comprende la regién de codificacién de la secuencia de nucleétidos como se
representa en SEQ ID NO: 1;

una molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos como se
representa en SEQ ID NO: 2;

una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de codificacién que difiere de la secuencia de
codificacion de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1 debido a la degeneracién del cédigo genético;

una molécula de dcido nucleico que se hibridiza en condiciones rigurosas a la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 1;y

una molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene actividad de la lacasa y la secuencia de
aminodcidos de la cual se muestra al menos 73% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

La invencién también incluye moléculas de dcido nucleico que codifican polipéptidos, la secuencia de aminodcidos
de la cual se muestra al menos 85% de identidad, preferiblemente al menos 90% de identidad; mds preferiblemente
al menos 95% de identidad. Es mds preferible si la secuencia de aminodcidos de los polipéptidos de acuerdo a la
invencién muestra al menos 99% de identidad con ID NO: 2 o la secuencia de aminoécidos de la Figura 15. Si se
valora la similitud en la base de aminoacidos homélogos, la invencidn incluye las moléculas de dcido nucleico, que
codifican los polipéptidos, la secuencia de aminodcidos de la cual es al menos 83% homdloga a SEQ ID NO: 2 o la
secuencia de aminodcidos de la Figura 15, preferiblemente al menos 85% homdloga, més preferiblemente al menos
90% homologa, ain mas preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 99% homoéloga a SEQ ID NO:
2 o la secuencia de aminoécidos de la Figura 15.
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La invencién también incluye las moléculas de dcido nucleico, que se hibridizan a la secuencia SEQ ID NO:1 en
condiciones de hibridizacién, donde la solucion de hibridizacidén contiene reactivo de 5XDenhadt 6XSSC, 0,5% SDS,
100 pg/ml de ADN desnaturalizado, y la hibridizacion se lleva a cabo a 50-60°C. Otra alternativa es que la solucién
de hibridizacién contiene reactivo de 5XDenhadt 6XSSC, 0.5% SDS, 100 pg/ml de ADN desnaturalizado, 50% de
formamida y, en ese caso, la hibridizacion se lleva a cabo a 25-35°C. La invencion especialmente incluye aquellas
moléculas de dcido nucleico, que se hibridizan a la secuencia SEQ ID NO: 1 en condiciones severas, mediante lo cual
la hibridizacién se lleva a cabo de acuerdo con la primer alternativa, de otro modo en las mismas condiciones, pero
a 68°C y, de acuerdo con la segunda alternativa, a 42°C. 50x Denhadt es 10 g/l de Ficoll, 10 g/l de pirrolidona de
polivinilo, 10 g/l de albimina de suero de bovino y SSC es 0,15 M de NaCl, 0,015 M de citrato de sodio, pH 7,0.

Las moléculas de dcido nucleico se refieren a ADN, ARN o, por ejemplo, ADNCc.

La invencion también se refiere a polipéptidos, que tienen actividad de la lacasa y que se codifican por las moléculas
de 4cido nucleico definidas arriba. La invencién se refiere ademads a polipéptidos, la secuencia de aminoécidos de los
cuales, en la manera descrita arriba, es idéntica u homoéloga con SEQ ID NO: 2 o la secuencia de aminodcidos de la
Figura 15.

La invencién también se refiere a un procedimiento para producir lacasa, que comprende las siguientes etapas:

una molécula de 4cido nucleico o vector de acuerdo con la invencién se transfiere en una célula huésped de micro-
organismo para expresar la molécula de 4cido nucleico y, opcionalmente, para secretarla de la célula huésped; y

un polipéptido que tiene actividad de la lacasa se recupera ya sea de las células o la solucién de cultivo del huésped
de micro-organismo.

La lacasa de acuerdo con la invencién se adecua excepcionalmente bien a las aplicaciones industriales, en donde
las condiciones de temperatura y pH prevalecientes son elevadas. Tales aplicaciones incluyen aquellas de la industria
forestal, que afectan la lignina o extractores (ya sea directamente o mediante mediadores), fabricacién de tableros y
productos de fibra de fibras que contienen lignina mecanicamente triturada, mejora del funcionamiento de las maquinas
de papel, y otras aplicaciones, oxidacién de polimeros, tales como lignina, celulosa y/o almidén (ya sea directamente
o mediante mediadores), asi como la oxidacién de otros quimicos, tales como alquenos o moléculas de color. En
estas aplicaciones, la temperatura con frecuencia es arriba de 60°C, generalmente tan alta como 80°C, y el pH esta
préximo a neutro, o ligeramente mds elevado. La enzima de acuerdo con la invencién funciona extremadamente bien
en condiciones, en donde tanto el pH como la temperatura son simultdneamente elevadas.

A continuacion, la invencién se describe en detalle con la ayuda de los ejemplos y figuras anexas.

La Figura 1 muestra la produccién de la lacasa de M. albomyces en cultivo de matraz agitado.

La Figura 2 muestra la actividad de la lacasa y el contenido de proteina de varias fracciones en cromatografia de
intercambio de anién.

La Figura 3 muestra la actividad de la lacasa y el contenido de proteina de varias fracciones en cromatografia de
interaccién hidréfoba.

La Figura 4 muestra la dependencia de la actividad de la lacasa de M. albomyces con la temperatura.
La Figura 5 muestra la actividad de la lacasa de M. albomyces a diversos valores de pH.

La Figura 6 muestra la actividad residual de la lacasa de M. albomyces a diversas temperaturas.

La Figura 7 muestra la actividad residual de una lacasa de M. albomyces pura a diversas temperaturas.

La Figura 8 muestra la actividad residual de la lacasa de M. albomyces a diversos valores de pH después de 22
horas de incubacion.

La Figura 9 muestra la capacidad de las lacasas de M. albomyces'y T. hirsuta para formar color de 2,6-dimetoxifenol
a 40°C a diversos valores de pH. La cantidad de lacasa fue 15 nkat/mmol de substrato.

La Figura 10 muestra la capacidad de las lacasas de M. albomyces y T. hirsuta para formar color de 2,6-dimetoxi-
fenol a 60°C a diversos valores de pH. La cantidad de lacasa fue 30 nkat/mmol de substrato.

La Figura 11 muestra la decoloracién de un tinte textil bajo el efecto de las lacasas de Melanocarpus y Trametes.

La Figura 12 muestra la polimerizacién de una sustancia modelo de lignina bajo el efecto de las lacasas de Mela-
nocarpus y Trametes a 40°C.
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La Figura 13 muestra la polimerizacién de una sustancia modelo de lignina bajo el efecto de las lacasas de Mela-
nocarpus y Trametes a 60°C.

La Figura 14 muestra la polimerizacién de compuestos solubles que originan lignina y extractores bajo el efecto
de las lacasas de Melanocarpus y Trametes a 70°C.

La Figura 15 muestra un gen que codifica la lacasa de Melanocarpus albomyces, y una secuencia de aminodcidos
correspondiente.

El término “preparacién de enzima” utilizado en esta solicitud se refiere a cualquier producto que contiene la
actividad de la enzima de lacasa. La preparacion de enzima puede ser, por ejemplo, una solucién de cultivo que
contiene lacasa, una lacasa aislada o una mezcla de enzimas, al menos un componente de la cual es una lacasa. La
preparacion de enzima también puede contener varios aditivos, tales como estabilizadores o tampones. Se seleccionan
por ser adecuados para la aplicacion respectiva de la preparacion de la enzima de lacasa. La preparacién de enzima
también puede contener otras actividades de enzima, tal como actividad de peroxidasa, dependiendo de la aplicacién
de la preparacién de enzima.

La preparacién de enzima que contiene lacasa también puede contener un mediador adecuado, que se utiliza para
aumentar la operacion de la lacasa. Los mediadores adecuados incluyen, por ejemplo, Tempo (=2,2,6,6-tetrametil-1-
piperidiniloxi), HBT (=1-hidroxibenzotriazola), ABTS=2,2’-azinobis-3-etilbenztiazola-6-sulfonato, 4cido violurico,
NHA (=N-hidroxi-acetaniluro).

Seleccion de microbios que producen lacasa

Los microbios que producen lacasa pueden aislarse de la naturaleza o pueden seleccionarse de cepas ya aisladas
e identificadas de colecciones de cultivo al utilizar los procedimientos de seleccién que se conocen en microbiologia.
Ya que las lacasas pertenecen a fenoloxidasas, los procedimientos que son adecuados para seleccionar fenoloxidasas
se utilizan en las selecciones. Las selecciones pueden llevarse a cabo al estudiar la produccion de la enzima ya sea en
un cultivo sélido en cultivaciones de placa o en un medio de cultivo liquido al medir la actividad de la enzima.

Cuando se buscan nuevas lacasas que toleran pHs y temperaturas mds elevadas que la mayoria de las lacasas cono-
cidas, es digno de atencion seleccionar microbios de ambientes, en donde viven en condiciones cdlidas y/o alcalinas.
Tales ambientes se encuentran, por ejemplo, en abono, pilas de viruta de madera o areas tropicales.

La produccién de fenoloxidasas por los hongos positivos encontrados en la seleccién puede estudiarse en placas
al agregar los substratos de fenoloxidasas en la parte superior del micelio. Al utilizar estas pruebas de caida, puede
descubrirse, si las reacciones positivas en las placas se causan por peroxidasas o lacasas. Los reactivos adecuados
incluyen ABTS, siringaldacina, y guayacol, y para observar peroxidasas, peréxido de hidrégeno.

El micro-organismo, que produce fenoloxidasa y que se encuentra como un resultado de la seleccién se cultiva
en un medio adecuado, y la formacién de fenoloxidasa en la solucién de cultivo se observa por un procedimiento
que es adecuado para medir la actividad de fenoloxidasa. El medio de cultivo adecuado para hongos incluye, por
ejemplo, extracto de malta y medio de dextrosa de papa, y substratos adecuados para medir la actividad incluyen
ABTS, guayacol, y siringaldacina. Para muchos hongos, la produccién de fenoloxidasas requiere un inductor. Estos
incluyen, por ejemplo, compuestos aromdticos, materiales que contienen lignina, agentes activos de superficie, ciertas
fuentes de carbono, y sulfato de cobre. La actividad de la lacasa puede medirse al utilizar ABTS como un substrato, la
lacasa se oxida en verde oscuro. La medicién puede hacerse de acuerdo con el procedimiento de Niku-Paavola et al.,
(1988). La actividad de la lacasa también puede medirse al utilizar un procedimiento de guayacol de acuerdo con el
procedimiento de Paszczynski et al., (1985).

Después de que una cantidad suficiente de una lacasa interesante se ha producido, la enzima se purifica y sus
propiedades se caracterizan. Pueden determinarse el comportamiento de temperatura y pH asf como también el punto
isoeléctrico de la enzima.

Los productores de lacasa también pueden seleccionarse por la homologia de las secuencias de los genes de lacasa.
En ese caso, los nucledtidos a base de las regiones conservadas del extremo amino de los genes de lacasa pueden
utilizarse como cebadores en PCR, y buscando por secuencias de genes, que son homdlogas a las lacasas conocidas,
en el genoma de varios hongos, por ejemplo.

La determinacién de la actividad de la lacasa a varias temperaturas puede llevarse a cabo por el procedimiento
ABTS, como se describe en el Ejemplo 1.

El pH 6ptimo de la lacasa puede determinarse por el procedimiento de guayacol en un tampdn adecuado a diferentes
valores de pH. Cuando el pH es por arriba de 7, 1a operacién de ABTS en el andlisis de actividad se debilita.

La estabilidad térmica puede determinarse al incubar una muestra de enzima a varias temperaturas en un tampén
adecuado a cierto pH. La actividad residual de la enzima en cada temperatura puede definirse por el procedimiento
ABTS, por ejemplo.
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La estabilidad de pH puede determinarse al incubar la muestra de enzima en varios valores de pH en un tampén
adecuado. La actividad residual puede determinarse por el procedimiento ABTS, por ejemplo.

Aislamiento y purificacion de lacasa

La enzima puede purificarse al utilizar procedimientos convencionales de quimica de enzima, tales como pre-
cipitacion de sal, ultrafiltracion, cromatografia de intercambio de ion, y cromatografia de interaccidon hidréfoba. La
purificacion puede monitorearse por electroféresis de gel de poliacrilamida SDS. La actividad de la enzima de la en-
zima purificada a varias temperaturas y valores de pH puede determinarse; de manera similar, el peso molecular y el
punto isoeléctrico pueden determinarse.

En los ejemplos de esta invencion, la produccion de lacasa se describe al cultivar la cepa Melanocarpus albomyces
en un medio de cultivo rico. Durante la cultivo, la actividad de la lacasa se monitorea de acuerdo con el procedimiento
ABTS de Niku-Paavola et al., (1988), en base a la generacién de un radical de catién de verde oscuro del ABTS bajo
el efecto de la lacasa. Sin embargo, la invencidn no se limita a M. albomyces producida en este medio solamente.

La lacasa de M. Albomyces se purifica de una solucién de cultivo, de la cual las células se remueven mediante
filtracién o centrifugacién. La solucién de cultivo se concentra ademads utilizando ultrafiltracion. Una cromatografia
de intercambio de anidn, y cromatografia de interaccion hidréfoba se utilizan para purificacion adicional. El valor de
corte del peso molecular en la ultrafiltracion fue aproximadamente 30 kDa. La cromatografia de intercambio de anién
se lleva a cabo a pH 5 en un tampdn de acetato, y la lacasa se eluye de la columna con un gradiente lineal creciente
de Na,SO,. Las mejores fracciones del intercambio de anién se purifican ademds por cromatografia de interaccién
hidréfoba, a pH 5 en un tampén de acetato. La muestra se limite a una concentracién de 0.7 M de Na,SO, y eluye con
un gradiente lineal decreciente de Na,SO,.

Sin embargo, es posible separar la enzima al utilizar otros procedimientos de purificacién conocidos.

Se determinan el tamafio molecular, el punto isoeléctrico, y el pH y perfiles de temperatura de la lacasa de M.
albomyces.

La enzima purificada se refiere a una preparacién de enzima, que no tiene otras proteinas ademas de la banda de
lacasa, que puede observarse, como se define por SDS-PAGE y coloracién Coomassie. En esta aplicacién, la enzima
se purifica mediante ultrafiltracién, cromatografia de intercambio de anién, y cromatografia de interaccioén hidréfoba.
La pureza de la lacasa obtenida que se encuentra esencialmente libre de otra proteina es >90%.

El tamafio molecular de la lacasa de M. albomyces purificada fue 80 kDa, determinada por electroféresis de gel
de poliacrilamida SDS. En enfoque isoeléctrico por el equipo de electroféresis Multiphor II (Pharmacia LKB), 4.0 se
determina como el punto isoeléctrico. La actividad de la lacasa de M. albomyces fue més elevada a la temperatura de
70°C y su pH 6ptimo es 7.5. Después de 2 horas de incubacion a 60°C, la lacasa de M. albomyces mantuvo 100% de
su actividad. Ademas, su estabilidad de pH mejord, cuando el pH aumenté.

Produccion de lacasa

La lacasa de acuerdo a la invencién puede producirse en la solucién de cultivo de su huésped natural o un huésped
de produccion, del cual puede aislarse y purificarse al utilizar procedimientos conocidos de quimica de proteina. Si
la solucién de cultivo contiene una cantidad suficientemente elevada de lacasa pero no otras proteinas daiiinas, puede
ser posible utilizar la solucién de cultivo como tal al separar simplemente las células. Cuando asi se desea, la solucién
de cultivo puede concentrarse y/o purificarse. Es preferible utilizar, en varias aplicaciones, una preparacion de enzima
que contiene una cantidad incrementada de lacasa. Tal preparacion de enzima puede prepararse al producir la cantidad
incrementada de enzima de lacasa en la soluciéon de cultivo del huésped de produccién por medio de tecnologia
genética. La cantidad incrementada se refiere a una cantidad de enzima de lacasa naturalmente producida por la cepa
de M. albomyces, cepa IMI 255989 en particular.

La lacasa de acuerdo a la invencion también puede producirse mediante técnica recombinante al aislar los genes
que codifican las lacasas de acuerdo a la invencién y al transferirlas a un huésped de produccién adecuado. Los
genes que codifican la lacasa pueden aislarse de una biblioteca de ADNc en cualquiera de las siguientes maneras. La
biblioteca de ADNc puede construirse en un vector de expresion de levadura adecuado y transformarse en levadura
de Saccharomyces cerevisiae, por ejemplo. Los clones que producen lacasa se identifican, por ejemplo, en la base de
actividad al utilizar placas que contienen substrato ABTS. Otra posibilidad es conectar la biblioteca de ADNc a un
vector AZAP e infectar las células Escherichia coli con el banco de produccién obtenido. Los clones que codifican la
lacasa se identifican ya sea con la ayuda de un anticuerpo policlonal o hibridizacién de ADN. Si se utilizan anticuerpos
policlonales, se producen contra una proteina de lacasa purificada en un conejo, por ejemplo. En hibridizacién, los
fragmentos del gen de lacasa proporcionados por PCR se utilizando como una sonda. En ese caso, las secuencias de
los cebadores de la PCR ya sea se basan en las regiones generalmente conservadas en los genes de lacasa (por ejemplo,
regiones que corresponde a los aminodcidos del centro activo) y/o en la secuencia del extremo de terminal amino de
la proteina de lacasa purificada o aquella de un péptido interno. Ademas, la region oligodT unida a la regién poliA de
la parte posterior de cada ARN mensajero puede utilizarse como cebador de PCR.
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Se secuencian los ADNcs de lacasa aislados. La conexién entre el ADNc aislado y la enzima aislada puede acer-
tarse por secuenciaciéon de aminoacidos, que se hace de la enzima. La copia cromosdmica del gen de lacasa puede
ya sea aislarse por PCR o de la biblioteca genémica hecha en el vector Am y las ubicaciones de los intrones pueden
establecerse por secuenciacion.

Aislamiento del gen de la lacasa de M. Albomyces

No fue posible aislar el gen de la lacasa de M. albomyces en la base del ARN mensajero y la biblioteca de ADNCc.
La creacién de una biblioteca de ADNc representativa no fue exitosa. Sorprendentemente, se causa un problema por el
hecho de que M. albomyces produce lacasa en la tltima fase de cultivo, cuando muchas células ya se han autolizado,
y el ARN mensajero parcialmente degradado o es dificil de aislarlo puro. Por lo tanto, en lugar de la biblioteca de
ADN(C, el gen tiene que aislarse de una biblioteca de gen gendmico. El aislamiento del gen se describe en detalle en el
Ejemplo 9.

La secuencia del gen de lacasa se muestra en la Figura 15 y en el listado de secuencias (SEQ ID NO: 1). La longitud
del gen es 2279 pb, incluyendo intrones. Como se muestra en la Figura 15, el nimero de la base que inicia la regién de
codificacion es 286, los intrones se encuentran en las posiciones 541-618, 698-770, 783-869, 1913-1999, 2069-2150.
La ultima base de codificacién es 2561.

El gen codifica un polipéptido de una longitud de 623 aminoacidos. Cuando se compara con la secuencia de ami-
nodcidos, al utilizar el procedimiento Blast (Altschul et al., 1990), con la secuencia de aminodcidos de Myceliphtora
descrita en la solicitud de patente WO 9533836, se descubre que las secuencias de aminoacidos fueron 72% idénticas
(identidades 450/623, 72%) y 82% homdlogos (positivos 518/623, 82%; positivo se refiere a aminoacidos homélogos),
(espacios = 4/623, 0%).

Cuando se hace una comparacién correspondiente con lacasa de Podospora anserina (Fernandez-Larrea y Stahl,
1996), se descubre que las secuencias fueron 68% idénticas (identidades 427/627, 68%), y 79% homdlogas (positivas
502/627, 79%) (espacios = 12/627, 1%).

El gen de lacasa aislado se utiliza en produccién de proteina en otros organismos. Tales huéspedes de produc-
cién incluyen los sistemas de produccién de Aspergillus mencionados arriba, tales como A. oryzae o A. niger (EU
5,843,745, EU 5,770,418, WO 9708323 y WO 9533386), el sistema de produccién desarrollado para el hongo Tri-
choderma (EP 244 234), o el sistema de produccién desarrollado para especies fiingicas de Fusarium, tal como F.
oxysporum (Malardier et al., 1989), los sistemas de produccion desarrollados para una bacteria Bacillus, tal como
bacteria B. subtilis o E. coli, las levaduras Saccharomyces, Shizosaccharomyces Pichia pastoris, 0 un actinomiceto
Streptomyces o alguna otra célula de mamifero o microbio.

Optimizacion de la produccion de lacasa

La produccién de lacasa también puede mejorarse al optimizar las condiciones de cultivo y el medio de cultivo de
una cepa recombinante o silvestre. Cuando se optimiza el medio de cultivo, por ejemplo, el efecto de la calidad (entre
otros, una fuente orgdnica o inorgdnica de nitrégeno) y la cantidad de la fuente de nitrégeno en la produccion de la
casa. Cuando se necesita, la fuente de nitrégeno se limita con objeto de lograr una produccién mds elevada. De manera
similar, el efecto de la fuente de carbono se establece. Una fuente de carbono que es 6ptima para la produccién de
enzima se selecciona. Cuando se necesita, la cantidad de fuente de carbono también puede limitarse. La proporcién de
carbono/nitrégeno se optimiza para que sea la mejor para la produccién de enzima. Las condiciones de crecimiento se
optimizan para que sean las mejores posibles para la produccién de enzima en cuestion. El microbio se desarrolla a un
pH y temperatura 6ptima para la produccién de enzima.

El mezclado apropiado y suministro de aire garantiza una aeracién Optima durante la fermentacion. En fermen-
tacion, los inductores de la produccién de lacasa, tales como alcohol de veratrilo, xilidina o lignina pueden también
utilizarse. Se optimizan el modo y tiempo para agregar los inductores, asi como su concentracion.

Uso de lacasa en diversas aplicaciones

Generalmente, la lacasa de acuerdo con la invencién se estudia bien para utilizarse en aplicaciones, en donde las
lacasas pueden utilizarse, tales como formacion de gel, pegamento de fibras, tratamiento de corcho, retiro de tinte
(especialmente tintes de textil), tintura de fibras, tratamiento de proteina, detergentes, aplicaciones anti-microbiales,
aplicaciones de almidén, oxidacién de quimicos, retiro de biopelicula, preparacién de derivados de lignina, andlisis
médicos, reduccion del encogimiento de madera, endurecimiento, mejora de la conservacion de la cerveza, produccién
de tinte, retiro de oxigeno de productos de aceite, y la produccién de yodo. Cuando asi se desea, la lacasa de acuerdo
con la invencién también puede inmovilizarse para ciertos propdsitos.

La lacasa de acuerdo con la invencion se adecua especialmente bien a aplicaciones industriales, en donde las
condiciones de temperatura y pH prevalecientes son elevadas. Tales aplicaciones incluyen, entre otras, aplicaciones
de la industria forestal, fabricacién de tableros y productos de fibra de fibras que contienen lignina mecdnicamente
triturada, mejora del funcionamiento de las maquinas de papel, y otras aplicaciones, oxidacién de polimeros y aquella
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de otros quimicos, tales como moléculas de tinte. En estas aplicaciones, la temperatura con frecuencia se encuentra
arriba de 60°C, generalmente tanto como 80°C, y el pH es casi neutro o ligeramente alcalino.

En todas las aplicaciones, es esencial que suficiente oxigeno se traiga a la reaccion. El oxigeno es el substrato
decreciente necesitado por la lacasa. En algunos casos, especialmente cuando la concentracién de substrato es baja,
puede haber suficiente oxigeno en la mezcla de reaccion como tal pero puede también agregarse ya sea al traer aire u
oxigeno o aire enriquecido con oxigeno a la mezcla de reaccién.

Cuando sea necesario, los mediadores se utilizan como aditivos en las reacciones.

La lacasa de acuerdo con la invencién se adecua bien a la oxidacién de agentes colorantes, por ejemplo. Las
moléculas de tinte se traen en contacto con la lacasa a pH 4-8, por ejemplo, a pH 4,5-7,5, preferiblemente a pH 6-8,
mads preferiblemente a pH 7-8, la temperatura encontrdndose dentro de un rango de 25-80°C, preferiblemente 40-80°C,
mas preferiblemente 50-80°C; mas preferiblemente 60-80°C. El oxigeno se agrega en la reaccién segin se necesite.
La cantidad de lacasa es 1-1000 nkat/g, preferiblemente 10-500 nkat/g, mas preferiblemente 20-200 nkat/g de agente
colorante. La reaccién se deja tener lugar por 5 min a 24 horas, preferiblemente por 30 min a 2 horas.

La lacasa de acuerdo con la invencién también se adecua bien a la polimerizacién. El compuesto seleccionado a
polimerizarse entra en contacto con la lacasa en las mismas condiciones que se describen arriba. La mezcla de reaccién
puede airearse durante la prueba. La polimerizacién puede monitorearse al seguir el incremento en el peso molecular
del compuesto polimerizado, por ejemplo por GPC (cromatografia de permeacién de gel).

La lacasa de acuerdo con la invencién también puede utilizarse para mejorar el funcionamiento de maquinas
de papel. La lacasa puede utilizarse para mejorar el funcionamiento de las maquinas de papel al polimerizar los
compuestos que se originan de lignina y extractores y al reducir el crecimiento dafiino de microbios en la maquina
de papel. Generalmente, las condiciones en la mdquina de papel son aproximadamente pH 5-7 y la temperatura 60-
80°C. La lacasa puede agregarse en el agua de proceso o en la caja superior o el sistema de agua de circulacién de
la maquina de papel sin necesitar esencialmente cambiar las condiciones que prevalecen en la maquina de papel.
El pH puede encontrarse 5-8 y la temperatura dentro de 50-80°C. La cantidad de lacasa puede ser 1-1000 nkat/g,
preferiblemente 10-500 nkat/g de materia seca, fibras o litros de agua de circulacién. El tiempo de tratamient o puede
ser 5 min a 24 horas, preferiblemente 30 min a 2 horas.

La lacasa de acuerdo a la invencién también puede utilizare en oxidacién de fibras. Las fibras que contienen lignina
pueden traerse en contacto con la lacasa a una temperatura de 50-80°C, atin tan elevada como 50-100°C, preferible-
mente a una temperatura de 60-80°C, a pH 5-8, preferiblemente a pH 6-8, la concentracion de lacasa siendo 1-1000
nkat/g de fibras, preferiblemente 10-500 nkat/g de fibras, el tiempo de reaccion siendo 2 min a 24 horas, preferible-
mente 10 min a 2 horas. Debido al tratamiento de lacasa, las propiedades de resistencia de las fibras mejoran, las
cuales pueden utilizarse, por ejemplo, en la fabricacion de tableros de fibra, tales como tableros MDF, o en productos
de cart6n o papel, que se hacen de fibras que contienen lignina molidas mecdnicamente.

Ademis de los ejemplos de aplicacién mencionados arriba, la lacasa de acuerdo con la invencién también puede
utilizarse en la deslignificacion de fibras. La lacasa puede encontrarse en contacto con las fibras que estan por deslig-
nificarse, tales como fibras de papel kraft, con el valor kappa siendo 20-30, preferiblemente aproximadamente 25, la
consistencia siendo 5-15, preferiblemente aproximadamente 10%, preferiblemente en la presencia de un mediador, la
cantidad de mediador siendo 1-5% de la pulpa, preferiblemente 3% de la pulpa, el pH encontrandose dentro de 5-8,
preferiblemente dentro de 6-8, la temperatura encontrandose dentro de 50-80°C, preferiblemente dentro de 60-80°C.
El tiempo de reaccién puede ser entre 5 min a 24 horas, preferiblemente 30 min a 2 horas. La cantidad de lacasa puede
ser 10- 1000 nkat/g, preferiblemente 10-500 nkat/g en una presién de oxigeno de 0,5 Mpa.

Los siguientes ejemplos proponen la ilustracion de la presente invencién y no deben interpretarse como limitantes
de la presente invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1
Produccion de lacasa de M. Albomyces

El hongo de M. albomyces se mantiene un placas de avena-agar (Difco). Tanto el inoculo como el medio de
produccién contienen:

25 g/l de glucosa (AnalaR)

27,5 g/l de extracto de levadura Bacto (Difco)
0,5 mg/ml de AT Indulina (Sigma)

0,04 1/1 de solucién mineral que contiene:

1,0 g/l de CaCl, - 2H,0 (Riedel-de Haén)
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1,0 g/1 de FeSO, - 7H,0 (Riedel-de Haén)
0,1 g/l de ZnSO, - TH,O (Merck)
0,16 g/l de CuSO, - 5SH,O (Merck)
1,0 g/1 de Na,EDTA (Riedel-de Haén)
La solucion de glucosa se esterilizé por separado.

Primero, 100 ml de medio se inoculé con 3-4 piezas (aproximadamente a 1 cm?) cortadas del micelio crecido en
la pared en agar de harina de avena. La temperatura de cultivo fue 37°C y la velocidad de agitacién 120 rpm. Después
de 2 dias de cultivo, el micelio se homogeneizd, y 900 ml del cultivo estéril se inoculan con 100 ml del inoculo
homogeneizado. El volumen del cultivo de produccién fue 11; la temperatura de cultivo fue 37°C, y la velocidad de
agitacién 160 rpm. El cultivo se continda durante 14 dias. Se hacen cuatro cultivos paralelos.

Andlisis de actividad de la enzima

La actividad de la lacasa de la solucién de cultivo de M. albomyces se mide al utilizar ABTS. Lacasa oxida ABTS
a un radical de catién de verde oscuro. El andlisis de actividad se lleva a cabo de acuerdo con el procedimiento
desarrollado por Niku-Paavola et al., (1988). La muestra se diluye con 0.025M de tampén de succinato, pH 4.5.
0.350 ml de solucién ABTS (11 g/l) se agrega en 1.15 ml de dilucién, y la reaccién se sigue por 2 minutos por el
espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 20 a una longitud de onda de 436 nm.

Las actividades de la lacasa medidas de los cultivos de M. albomyces se muestran en la Figura 1.
Ejemplo 2
Purificacion de lacasa de M. albomyces

Determinacion del contenido de proteina

Los contenidos de proteina se determina por el equipo de Andlisis de Proteina DC de Bio-Rad, en base a un
procedimiento desarrollado por Lowry et al., (1951). Los andlisis se llevan a cabo utilizando los reactivos del equipo, y
la intensidad de la reaccién de color asi formada se mide en una longitud de onda de 750 nm por el espectrofotémetro
Hitachi U-2000. En cada momento de medicion, también se define una curva estdndar utilizando soluciones que
contienen 0,25-1,25 g/l de albimina de suero de bovino (BSA, Bio-Rad).

Purificacion

La solucién de cultivo, de la cual las células se han retirado mediante filtracidn, se ultrafiltra por el equipo de
filtracién Amicon 8400, utilizando una membrana PM30 (Millipore). En esta filtracion, la solucién se concentra y
se agrega agua destilada de manera que fue posible reducir la conductividad de la solucién al nivel requerido por la
cromatografia de intercambio de i6n. La conductividad se midi6 al utilizar un instrumento de conductividad de EDV
Instruments (electrodo de platino Mettler Toledo).

Después de la ultrafiltracion, la solucién se purificé por cromatografia de intercambio de aniéon (DEAE Flujo
Répido de Sefarosa, h=10 cm, V=20 ml, Pharmacia). La resina se equilibré a temperatura ambiente con tampén
acetato 0,01M, pH 5. Las proteinas se eluyeron con un gradiente lineal de solucién salina usando 0-0,5M de sulfato
de sodio (Merck). El volumen total del gradiente fue 90 ml y la velocidad de flujo 2 ml/min. Durante el gradiente, se
recolectaron fracciones de 4 ml. Se analizaron el contenido de proteina, actividad de la lacasa, y la conductividad de
las fracciones. La actividad de la lacasa y el contenido de proteina de las fracciones se muestran en la Figura 2.

Las mejores fracciones de lacasa del intercambio de anidn se combinan, y se purifican ademas por cromatografia de
interaccion hidréfoba (HIC) (Flujo Rapido de Sefarosa de Fenilo, h=9 cm, V=18 ml, Pharmacia). La hidrofobicidad de
las proteinas se incrementa antes del paso al agregar Na,SO, en la muestra, de manera que el contenido de sal se vuelve
0,7 M. La resina se equilibra con 1M de Na,SO, en 0,02 M de tamp6n de citrato, pH 5, a temperatura ambiente. La
muestra se eluye de la columna con un gradiente de salina lineal decreciente al utilizar 0,7-0 M de Na,SO, en tamp6n
de citrato. El volumen total del gradiente fue 90 ml y la velocidad de flujo 2 ml/min. Después del gradiente, la resina
se enjuaga con el tampén de equilibrio y, finalmente, con agua. Durante los enjuagues de gradiente y subsecuentes
ambos con tampén y agua, fracciones de 3,5 ml se recolectan, la actividad de la lacasa, el contenido de proteina, y el
contenido de sal de las cuales se miden (Figura 3).

Las fracciones mds interesantes de tanto el intercambio de anién como HIC se analizan por electroféresis de gel
de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) para monitorear la purificacién de la lacasa de acuerdo con el procedimiento de
Laemmli (1970). En la electroféresis de gel, se utilizan el equipo de Bio-Rad (Célula de Gel Lista Bio-Rad), y los geles
de poliacrilamida listas (12% de Gel listo Tris-HCI). Los geles se colorean con una solucién de tinte Azul Brillante
Coomassie R 350 (Pharmacia). E1 Amplio Rango de Marcador de Proteina Precoloreado n® 7708S (New Englando
BioLabs) se utiliza como la proteina estandar.
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El peso molecular de la lacasa de M. albomyces como se define por SDS PAGE fue 80 kDa.
Ejemplo 3
Caracterizacion de la lacasa de M. albomyces

Dependencia de temperatura de la actividad

La dependencia de actividad de la lacasa de M. albomyces purificada en la temperatura se define al medir la
actividad de la lacasa por ABTS a temperaturas de 25, 40, 50, 60, 70, 80 y 90°C. La enzima se diluye en 0,025 M de
tampdn de succinato templado, pH 4.5. Inmediatamente después de agregar la enzima, la solucién de ABST templada
se agrega. La muestra se incuba por dos minutos a la temperatura deseada, después de lo cual la absorbancia se mide
en la longitud de onda de 436 nm. Con objeto de que la solucidn de enzima agregada no disminuya considerablemente
la temperatura del tampén, el volumen de la enzima agregada en el tampon en todas las diluciones fue por debajo de
7% del volumen total. La dependencia de la actividad de la lacasa de M. albomyces con la temperatura se muestra en
la Figura 4.

PpH optimo

El pH 6ptimo de la lacasa de M. albomyces purificada se determina al medir la actividad de la lacasa por el proce-
dimiento de guayacol en tampén Mcllvaine a valores de pH de 3, 4, 5, 6, 7 y 8. Guayacol se selecciona debido a que
ABTS no funciona cuando el pH se encuentra por encima de 7. La enzima se diluy6 en los tampones, e inmediatamen-
te después de agregar la enzima, se afiadieron 25 ul de 1% de solucién de guayacol. La reaccién se siguié durante 5
minutos mediante un espectrofotémetro a la longitud de onda de 465 nm. La dependencia de la actividad de la lacasa
de M. albomyces con el pH se muestra en la Figura 5.

Estabilidad térmica

La estabilidad térmica de la lacasa de M. albomyces se determiné al incubar la enzima a 50, 60, 70 y 80°C en
tampon citrato 0,06 M, pH 6. La actividad residual de la enzima a cada temperatura se definié por el procedimiento
ABTS después de la incubacién de 15, 30, 60 y 120 minutos. Los resultados de las mediciones de la estabilidad térmica
se muestran en la Figura 6.

La estabilidad térmica de la lacasa de M. albomyces purificada se determiné en las condiciones arriba descritas.
Los resultados se muestran en la Figura 7. Los resultados indican que la actividad residual de la enzima permanecié
esencialmente sin cambiar a 60°C durante mas de 2 horas. Después de 4 horas de incubacidn, aun existia 60% de
actividad residual y después 6 horas, 40%.

Estabilidad de pH

La estabilidad de pH de la lacasa de M. albomyces se determiné al incubar la enzima a valores de pH 2, 3, 4, 5, 6,
7 y 8 en tampdén Mcllvaine a temperatura ambiente. La actividad residual de la enzima en las muestras incubadas en
cada pH se define por el procedimiento ABTS después de la incubacién de 1, 3, 5 y 22 horas. Los resultados de las
mediciones de la estabilidad de pH se muestran en la Figura 8.

Punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico de la lacasa de M. albomyces se determind por enfoque isoeléctrico. El gel de poliacrilamida
de 0,5 mm de grueso contenia 7,5% de acrilamida (Merck), 0,225% de N,N’-bis-metilenoacrilamida (Merck), 6% de
anfolita (Pharmalyte 2,5-5 para IEF, Pharmacia), 0,05% de persulfato de amonio (Merck) y 0,05% de N,N,N,N’-te-
trametileno diamina (Merck). El enfoque isoeléctrico se llevo a cabo utilizando el equipo de electroféresis Multiphor
Il (Pharmacia LKB). Los geles se colorearon utilizando tintura activa, en donde el gel se sumergi6é durante aproxi-
madamente 10 segundos en una solucién ABTS diluida (1 g/l). Después de aproximadamente 15 minutos, las bandas
de lacasa aparecian verdes. La distribucién de pH del gel se determiné utilizando un electrodo de superficie de pH
(Mettler Toledo). En la base de enfoque isoeléctrico, el punto isoeléctrico de la lacasa de M. albomyces fue 4,0.

Ejemplo 4
Uso de la lacasa de M. albomyces en oxidacion de tintes

Las pruebas se llevaron a cabo usando una lacasa de M. albomyces termofilica y las pruebas de referencia por
una lacasa bien conocida, que se aislé del hongo Trametes hirsuta. Un substrato convencional, 2,6-dimetoxifenol, se
utiliz6 como el substrato. La concentracién de substrato fue 1 mmol/l, pH 4,5-7,5, y las temperaturas 40 6 60°C. La
cantidad de lacasa fue 15 nkat/g. Las mezclas de reaccion se airearon durante la prueba. Al final de la prueba (30
min), se descubrié que la lacasa de M. albomyces termofilica funciona mejor a un pH y temperatura elevada, cuando
la formacién de color del dimetoxifenol se midié a una longitud de onda de 468 nm (Figuras 9 y 10).
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Las lacasas pueden utilizarse para eliminar color de tintes de textil. Las lacasas oxidan muchos tintes, que pueden
observarse como un color eliminado. La eliminacién de color de tintes de textil se midieron al utilizar un tinte co-
munmente utilizado en la industria textil, Negro Diamante PLC. El tratamiento de lacasa se llevé a cabo a pH 7,5 y
temperaturas de 40 y 60°C durante 2 horas, siendo la dosis de lacasa 20 nkat/mg de tinte. En la base de una medicién
de absorbancia maxima (560 nm), la lacasa de Melanocarpus eliminé el 34% del color a 40°C y 16% a 60°C, mientras
que la lacasa de Trametes solamente eliminé el 14% a 40°C y solamente 1% a 60°C (Figura 1).

La capacidad de la lacasa de M. albomyces para eliminar el color se compar6 con la de lacasa de T. hirsutaapH Sy
8. La capacidad de eliminacion de color se estudié utilizando tintes comtinmente utilizados en la industria textil. Una
solucién de color (50 mg/l) se oxidé con una dosis de lacasa de 1 nkat/ml en 50 mM de tampdn succinato (pH 5) o en
un tampon fosfato (pH 8) durante 24 horas a una temperatura de 40’C. La eliminacién de color se siguié visualmente.
Los resultados se muestran en la Tabla 1. Como los resultados indican, ambas enzimas oxidaron los tintes probados de
manera que se vuelven incoloros a pH 5. La lacasa de T. hirsuta fue inefectiva a pH 8, y no oxid¢ los tintes probados,
diferente a la lacasa de M. albomyces, que atin a pH 8 fue capaz de oxidar los tintes. Los resultados indican que el
comportamiento de la lacasa de M. albomyces en oxidacién de tintes es considerablemente mds amplio que el de la
lacasa de Trametes convencional.

TABLA 1

Eliminacion de tintes de textil con las lacasas de T. hirsuta y M. albomyces a pH 5 y 8 (+=color eliminado de la
solucion, -= sin eliminacion de color de la solucion)

Tinte Lacasa de T.|]Lacasa de M.

hirsuta albomyces
Acido + tintes complejos de metal |5 5 pH8 [pH5 [pH8

Azul acido 113 + - ¥ ¥
Lanaset Blau 5G + - + ¥

Después de tintes de cromos

Café Diamante Rapido + -
Schwarz PLC Diamante + -

Ejemplo 5
Uso de la lacasa de M. albomyces en polimerizacion

La prueba estudi6 la polimerizacién de un compuesto modelo (lignina, Westvaco o Indulin AT, Sigma) con una
lacasa termopldstica. La lignina es un substrato aromadtico tipico de lacasa. Las pruebas de referencia se llevan a
cabo utilizando una lacasa que se ha aislado de Trametes hirsuta. Las condiciones de prueba fueron como sigue:
concentracion de substrato 1%, pH 7.5, y temperaturas 40 6 60°C. La cantidad de lacasa fue 200 nkat/g. Las mezclas
de reaccidn se airean durante la prueba. La polimerizacion se sigue al determinar el incremento en el peso molecular
de la lignina polimerizada por GPC (cromatografia de permeacién de gel). Al final de la reaccién (30 minutos), se
descubre que la lacasa de M. albomyces termofilica funcioné més efectivamente que la lacasa de referencia a una
temperatura elevada y pH. La Figura 12 ilustra una situacién, en donde la polimerizacién de lignina se lleva a cabo a
40°Cy, correspondientemente, a 60°C en la Figura 13. La lacasa de Melanocarpus causa un incremento promedio en el
tamafio molecular y una reduccién en la porcién de moléculas pequefias obviamente mejor que la lacasa de Trametes.

Ejemplo 6
Uso de la lacasa de M. albomyces para mejorar el funcionamiento de mdquinas de papel

La lacasa puede utilizarse para mejorar el funcionamiento de las maquinas de papel al polimerizar compuestos que
se originan en lignina y extractores y al reducir los problemas microbioldgicos de la maquina de papel. Generalmente,
las condiciones de la maquina de papel son: el pH es 5-7 y la temperatura 60-80°C. Las pruebas de tratamiento se
llevaron a cabo utilizando una lacasa de referencia convencional y termopldstica en las condiciones de la miquina
de papel al utilizar compuestos solubles que se origina de lignina y extractores, aislados de la maquina de papel.
La concentracién de substrato fue 0,5% de peso en seco, el pH 7, y la temperatura 70°C. La agitacién intensiva
asegurd contenido de oxigeno suficiente en la reaccion. La reaccion se controlé como la polimerizacion del compuesto
aromadtico y otros, que funcionan como los substratos de la lacasa, mediante filtracién de gel (GPC). Se descubri6 que
la reaccion mediante lacasa de M. albomyces termofilica fue mas efectiva que por la lacasa de referencia.
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La Figura 14 muestra cémo se comportan las lacasas de Melanocarpus y Trametes en la polimerizacién de com-
puestos que se originan de lignina y extractores a 70°C. En la Figura 14, la lacasa de Melanocarpus ha reducido
claramente la cantidad de moléculas pequeiias.

Ejemplo 7
Uso de la lacasa de M. albomyces en oxidacion de fibras

Las fibras que contienen lignina, que se trituraron mecdnicamente sin deslignificacién quimica, se trataron con
lacasa de M. albomyces termofilica para activar y polimerizar la lignina en la superficie de las fibras. Los tratamientos
se llevaron a cabo en las siguientes condiciones: las temperaturas fueron 50 y 70°C, el pH 6, y la concentracién de
lacasa 200 nkat/g de fibras. La mezcla de reaccion se aire6 al soplar oxigeno en la mezcla de reaccién. La referencia
fue una lacasa convencional que se aisla del hongo Trametes hirsuta. Las hojas de papel hechas a mano se prepararon
de las fibras tratadas. Las propiedades fisicas de las hojas se miden. Los resultados (Tabla 2) indican que la densidad
de la hoja hecha de fibras tratadas con la lacasa de M. albomyces fue claramente mas elevada y la difusién de luz
mas pequefia que aquella de las hojas referenciadas. No se observé ningiin cambio correspondiente en las hojas, que
estaban hechas de fibras tratadas con la lacasa de T. hirsuta. El efecto fue especificamente obvio a una temperatura
incrementada de 70°C, en donde la lacasa de M. albomyces, debido a su buena estabilidad térmica, se comportd
ventajosamente en comparacion con la lacasa de referencia que se aisla del hongo T. hirsuta. En la base del resultado,
puede concluirse que fue posible utilizar la lacasa de M. albomyces para polimerizar lignina sobre la superficie de las
fibras en las condiciones utilizadas.

TABLA 2

La densidad y difusion de luz de las hojas hechas de fibras tratadas con la lacasa de M. albomyces y T. hirsuta

Prueba T(°C) |Densidad (kg/m~) |Difusion de luz (m“/kg)
Sin enzima 70 339 55,0
Lacasa de T. hirsuta 70 347 55,2
Lacasa de M. albomyces 70 367 53,6
Ejemplo 8

Uso de la lacasa de M. albomyces en deslignificacion de fibras

Los mediadores pueden utilizarse para expandir el rango de substrato de la lacasa, entre otros, en la deslignificacién
u otra oxidacién indirecta de polimeros. La hidroxibenzotriazola se selecciond como el mediador. La lacasa termofilica
se utiliz6 para degradar la lignina de fibras de papel de kraft en oxidacién valorada como mediador. Las condiciones
de la reaccién eran como sigue: pulpa de papel kraft, el nimero kappa aproximadamente 29, la consistencia 4%,
la cantidad de mediador 1% de la pulpa, el pH ajustado a 7, y la temperatura 70°C, el tiempo de reaccién 2 horas,
la cantidad de lacasa 500 nkat/g en presion de oxigeno (0.5 mPa). La lacasa de Trametes sirvié como un material
de referencia. Después de los tratamientos, la pulpa se sometié a extraccién con alcali, quelacién y blanqueado con
peréxido de una sola etapa. La disolucién de la lignina se controlé midiendo la absorbancia del filtrado a una longitud
de onda de 280 nm después de la extraccién con élcali. Las hojas de papel hechas a mano se prepararon de las pulpas
y brillo ISO, y se midieron los nimero kappa. Como los resultados indican (Tabla 3), la lacasa de M. albomyces
funciona més eficazmente en las condiciones de prueba que la lacasa de referencia; redujo el valor kappa de las hojas
(la cantidad de lignina) e increment6 la absorbancia,g,, del filtrado més de la lacasa de referencia.

TABLA 3
El efecto del tratamiento LM en el blanqueado de pulpa de papel kraft (k 29) con una secuencia LQ-E-P

Prueba A280 de filtrado Valor kappa
Sin enzima 11,9 18,9
Lacasa de T. hirsuta 14,3 16,3
Lacasa de M. albomyces 32,7 15,4
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Ejemplo 9
Aislamiento del gen y el ADNc de la lacasa de M. albomyces

El ADN total se aislé de las células de acuerdo a Raeder y Broda (1985). Una biblioteca genémica se construyé
utilizando un paquete de reaccién comercial (Equipo del Vector Césmido SuperCos I, Stratagene), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. 100 g de ADN se dividié parcialmente con 5 U de una enzima de restriccién Sau3AI (New
England Biolabs) al incubar durante 10 minutos a 37°C. El ADN digerido se desfosforilé con 20 U de CIAP (Fosfa-
tasa Alcalina Intestinal de Becerro, Finnzymes). Las moléculas de ADN de diferentes longitudes se separaron con un
gradiente de 15-30% de sacarosa al ultracentrifugar durante 22 horas a una temperatura de 20°C y una velocidad de
rotacién de 22 000 rpm (rotor Beckman SW 41 T1). El gradiente de sacarosa de 12 ml se divide en fracciones de 300
w1, v 10 ¢l de cada segunda fraccién se examinan en 0.5% de gel de agarosa por electroforesis. Las fracciones, que en
la base de la electroféresis de gel contuvieron fragmentos de ADN de mas de 20 pares de kilobases en longitud, se
combinan, y el ADN se precipita de ellos con etanol. E1 ADN obtenido (aproximadamente 2 ug) se inserta en el vector
de c6smido SuperCos I (aproximadamente 1 ug), que se ha digerido con Xbal (New England Biolabs), y después de
desfosforilan con CIAP y, finalmente, se digieren con BamHI (Boehringer Mannheim). La ligacion se llevé a cabo
con ligasa de ADN T4 (Promega) al incubar la mezcla a 4°C durante la noche. La mezcla de ligacién se empaqueté en
particulas A al utilizar un paquete de reaccién comercial (extracto de empaquetamiento Gigapack III Gold, Stratagene),
siguiendo las instrucciones del fabricante, y el fago empaquetado se utiliza para infectar las células huésped E. coli
(cepa XL1-Azul MR, Stratagene). Una ligacién proporcioné mas de 5x10° clonas, que puede considerarse un banco
genético representativo.

La sonda de hibridizacién para la seleccion del banco genético se obtuvo del gen Iac2 del hongo Podospora
anserina. Este gen se seleccioné como la sonda, debido a que la secuencia de aminodcidos de terminal N y los
péptidos internos de la lacasa de M. albomyces fueron homdélogos a la secuencia de aminodcidos de la lacasa de P.
anserina. El hongo P. anserina se desarrollé en un substrato, que se describe en la Figura 1. El ADN gendmico se
aisl6 de un micelio, que se recolectd y liofilizé después de tres dias de crecimiento, utilizando un paquete de reaccién
comercial (kit de ADN F4cil, Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El gen lac2 se multiplicé
por una reaccién PCR, utilizando cebadores de inicio que se basan en la secuencia publicada del gen lac2: 5’-TGCCA
CACTGCCGCCAACCGTGCT-3’ (SEQ ID NO:3) (delantera) y 5’-GTTCTTGATATACCAATCAGGATG-3’ (SEQ
ID NO:4) (posterior). El programa PCR utilizado para multiplicacién comprende 26 ciclos, en donde el programa
de temperatura fue como sigue: desnaturalizacién de ADN a 94°C durante 45 segundos, insercion de cebadores a
55°C durante 1 min, extendiendo la cadena de ADN con polimerasa a 72°C durante 2,5 min. Finalmente, la cadena
se extendi6 a 72°C durante 5 minutos. El fragmento obtenido de aproximadamente 1,9 pares de kilobases en longitud
se purificé por electroféresis de gel de agarosa. Su comportamiento como una sonda se examind por hibridizacién
Southern con el ADN genémico del hongo M. albomyces como sigue: en dos diferentes reacciones, 40 ug de ADN
se separaron con 80 U de enzimas de restricciéon EcoRI y HindIIl (New England Biolabs) a 37°C durante 5 horas.
Los fragmentos se separaron por electroféresis en 0,8% de gel de agarosa; se desnaturalizé el ADN y transfiri6 sobre
membranas Hybond N (Amersham Pharmacia Biotech) (el procedimiento se describe en Sambrook et al., 1989). El
gen lac2 de P. anserina se etiqueta con a-**P-dCTP al utilizar un paquete de reaccién comercial (equipo de etiquetado
de ADN cargado aleatorio, Boehringer Mannheim) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y la unién de la
sonda se examina a cuatro diferentes temperaturas de hibridizaciéon: 48, 50, 55 y 60°C. La solucién de hibridizacién
contuvo 6xSSC, 1x Denhardt’s (Sambrook et al., 1989), 0,5% de SDS, y 100 ug/ml de ADN de Esperma Herring
(SSC contiene 0,15 M de NaCl y 0,015 M de citrato de sodio a pH 7,0). La hibridizacién contuvo aproximadamente
5x10° cpm/ml de sonda marcada. Después de la hibridizacion, las membranas se lavaron en 2xSSC que contenia 0,1%
de SDS dos veces durante cinco minutos a temperatura ambiente y, después de esto, durante 30 minutos a la misma
temperatura a la que se hizo la hibridizacién. Las membranas se encerraron en un médulo de exposicién con una
pelicula, y la pelicula expuesta mostré que el gen Iac2 de P. anserina se hibridizé con un fragmento de ADN, que fue
aproximadamente 4,5 pares de kilobases de longitud y se separé con enzima ExoRI.

Aproximadamente 5x10° clones del banco genético genémico obtenidos se colocaron en placas de agar, y las
colonias que se han desarrollado durante la noche se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Protan, Schleicher
& Schuell). E1 ADN contenido en las colonias se desnaturalizé (Sambrook er al., 1989) y después se unié a las
membranas mediante el calentamiento a 80°C durante 2 horas. Después de la unién de ADN, los residuos de las
colonias bacteriales se lavaron de las membranas al fregarlos con el fluido de enjuague (Sambrook et al., 1989) a
48°C. El ADN unido a las membranas se hibridizé durante la noche a una temperatura de 57°C con un gen Iac2 de
P. anserina que se etiqueté con a-*?P-dCTP (una solucién de hibridizacién, como arriba). En la base de las sefiales
de hibridizacion obtenidas, varias colonias se recogieron de las placas originales, a las cuales las colonias de gen
Tac2 de P. anserina se han hibridizado. Estas colonias se hibridizaron ademas con el gen lac2 de P. anserina y, en
la base de sefiales radioactivas, 6 colonias se seleccionaron para examen adicional. Los c6smidos (procedimiento de
purificacién de Plasmido, Tip-500, QIAGEN) se aislan de ellos. La enzima de restriccién que hizo posible aislar el
gen de lacasa del c6smido, se divisé al separar los cdsmidos con 19 diferentes enzimas de restriccion. Los fragmentos
obtenidos se sometieron a hibridizacién Southern a una temperatura de 57°C, utilizando el gen lac2 de P. anserina,
como arriba. Un fragmento EcolRI de aproximadamente 45 pares de kilobases de longitud se hibridiz6 de nuevo con el
gen lac2. El cosmido se separ6 con EcoRI, y el fragmento se purifico por electroféresis de gel de agarosa. El fragmento
obtenido se insert6 en el plasmido pBluescriptSK (Stratagene), y el plasmido se transformé en células huésped E. coli
(cepa DH5«, Gibco BRL) mediante electroporacion. Se obtuvo un clon a partir de la transformacién, que contenia el
fragmento EcoRI deseado en plasmido pLLK1. Un gen de lacasa se secuencié de este plasmido, utilizando cebadores
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de oligonucledtidos sintetizados. Las reacciones se secuenciacién se llevaron a cabo utilizando un paquete de reaccién
comercial (Equipo de Secuenciacién de ADN, Reaccién Lista de Secuenciacién de Ciclo Terminador de dRhodamina,
PE Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para establecer los intrones contenidos por el gen de lacasa de M. albomyces, un ADN complementario (ADNCc)
que corresponde a la lacasa de M. albomyces se cloné por RACE-PCR, utilizando un paquete de reaccion comercial
(Equipo FirstChoise™; RLM-RACE, Ambion, Inc.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. ARN se aisl6
de las células de M. albomyces con las instrucciones del fabricante. Se aislé el ARN de las células de M. albomyces
mediante un paquete de reaccién comercial (Reactivo TRIZOL®, Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. E1 ARN se desfosforil6 y transcribié en ADN al utilizar una enzima de transcripcién inversa, donde los
extremos 5’ y 3’ del gen se multiplicaron por reacciones PCR separadas de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante. La multiplicacién de ambos extremos de ADNCc se llevé a cabo por dos reacciones PCR secuenciales utilizando
diferentes cebadores. En la primera reaccion, la parte deseada del ADNc de lacasa se multiplicé utilizando un ceba-
dor especifico de gen, y la segunda reaccién asegurd la multiplicacién del ADNc de lacasa al utilizar otro cebador
especifico de gen. En cada reaccién de PCR, uno de los cebadores necesarios para la multiplicacién del ADN vino
del paquete de reaccién del equipo RLM-RACE, y se uni6 a las regiones adaptadoras conectadas a los extremos del
ADNCc. El programa PCR utilizado para la multiplicacién comprende 35 ciclos, en donde el programa de temperatura
fue como sigue: desnaturalizacién de ADN a 94°C durante 30 segundos, insercién de cebadores a 60-62°C durante 30
seg, extension de la cadena de ADN a 72°C durante 2 minutos. En la multiplicacién del extremo 5°, la temperatura
de insercion de los cebadores fue 60°C, y en el extremo 3’, 62°C. Finalmente, la extension de cadena se lleva a cabo
a 72°C durante 7 minutos. Los cebadores especificos de gen utilizados en la multiplicacién del extremo 5’ son como
sigue: en la primer reaccién PCR, 5’-GCCGGTGAGGATGTAGTCGATGAT-3’ (SEQ ID NO.5), y en la segunda re-
accion, 5’-AGGTGACGTTGAACCAGTAGTTGTC-3’ (SEQ ID NO: 6). Los cebadores especificos de gen utilizados
en la multiplicacién del extremo 3" fueron como sigue: en la primer reaccién de PCR, 5’-CTGGTGCACTTCACGCA
GAACAA-3’ (SEQID NO: 7), y en la segunda reaccion, 5’-AGAACCACTTCCAGGTGTCGCT-3’ (SEQ ID NO: 8).
De las reacciones RLM-RACE, un fragmento de 1194 pares base en longitud se obtuvo del extremo 5°, y del extremo
3’, un fragmento de 1322 pares de bases de longitud. Los fragmentos se aislan por electroféresis de gel de agarosa y
se clonaron en un vector pCR2.1-TOPO™; al utilizar un paquete de reaccién comercial (Equipo de Clonacién TOPO
TA, Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El plasmido se transformé en las células de huésped E.
coli (cepa TOP10F’, Invitrogen) al utilizar electroporacion de acuerdo con las instrucciones del paquete de reaccion.
Los fragmentos clonados se secuenciaron y se establecieron las posiciones de los intrones en el gen de la lacasa de M.
albomyces al comparar la secuencia gendémica con la secuencia de ADNc obtenida.

La secuencia genémica del gen se muestra en la Figura 15. Los intrones se subrayan.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de dcido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad de la enzima de lacasa, que tiene
un pH 6ptimo entre 5-8 y que funciona a pH 3-9 y a una temperatura de 30-80°C, caracterizada porque la molécula
de 4cido nucleico se selecciona del grupo constituido por:

a) una molécula de 4cido nucleico que comprende la region de codificacion de la secuencia de nucleétidos como
se representa en SEQ ID NO: 1;

b) una molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos como
se representa en SEQ ID NO: 2;

¢) una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de codificacidon que difiere de la secuencia de
codificacion de SEQ ID NO: 1 o la Figura 15 debido a la degeneracion del cédigo genético;

d) una molécula de 4cido nucleico que se hibridiza en condiciones rigurosas a la secuencia de nucleétidos de SEQ
IDNO: 1y

e) una molécula de dcido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene actividad de la lacasa y la secuencia de
aminodcidos de la cual se muestra al menos 85% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

2. La molécula de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizada porque la secuencia de ami-
noécidos del polipéptido codificada muestra al menos 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2.

3. La molécula de 4cido nucleico segtn la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 2.

4. La molécula de 4cido nucleico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque com-
prende la regién de codificacion de la secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID NO: 1.

5. La molécula de dcido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque codifica
la enzima lacasa que tiene un pH 6ptimo entre 6 y 8.

6. La molécula de acido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque codifica
la enzima lacasa que tiene una temperatura éptima de 50 a 80°C.

7. La molécula de dcido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque codifica
la enzima lacasa que tiene un pH 6ptimo de aproximadamente 7,5 y una temperatura 6ptima de aproximadamente
70°C.

8. La molécula de 4cido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque codifica la
enzima lacasa que esencialmente permanece sin cambiar durante 2 horas a 60°C.

9. La molécula de acido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada porque tiene un
punto isoeléctrico de aproximadamente 4,0 determinado por un enfoque isoeléctrico y que tiene un peso molecular de
aproximadamente 80kDa como se determina por SDS-PAGE.

10. Un vector, caracterizado porque comprende la molécula de 4cido nucleico segtin cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 9.

11. Un huésped de micro-organismo, caracterizado porque se ha transformado por la molécula de acido nucleico
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o por el vector de acuerdo con la reivindicacion 10.

12. El huésped segtin la reivindicacion 11, caracterizado porque es un hongo filamentoso, levadura o bacteria.

13. El huésped segtin la reivindicacién 11 6 12, caracterizado porque pertenece al género Aspergillus, Trichoder-
ma o Fusarium.

14. Un procedimiento para producir lacasa, caracterizado por
transferir una molécula de 4cido nucleico de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o el vector de
acuerdo a la reivindicacién 10 en una célula huésped de micro-organismo para expresar la molécula de dcido nucleico

y, opcionalmente, para secretarla de la célula huésped; y

recuperar el polipéptido que tiene actividad de lacasa ya sea de las células o de la solucién de cultivo del huésped
de micro-organismo.
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15. Un polipéptido, que tiene la actividad de la lacasa, caracterizado porque se codifica por una molécula de dcido
nucleico, que se selecciona entre el grupo constituido por:

a) una molécula de 4cido nucleico que comprende la region de codificacion de la secuencia de nucleétidos como
se representa en SEQ ID NO: 1;

b) una molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos como
se representa en SEQ ID NO: 2;

¢) una molécula de dcido nucleico que difiere de la secuencia de codificacién de la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO: 1 debido a la degeneracion del cédigo genético;

d) una molécula de 4cido nucleico que se hibridiza en condiciones rigurosas a la secuencia de nucleétidos de SEQ
IDNO: 1y

e) una molécula de dcido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene actividad de la lacasa y la secuencia de
aminodcidos de la que muestra al menos 85% de identidad con la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2;

y que el pH 6ptimo del polipéptido estd entre 5-8 y el polipéptido funciona a pH 3-9 y a una temperatura de 30-
°C.

16. Un polipéptido que tiene la actividad de la lacasa, caracterizado porque comprende una secuencia de ami-
nodcidos que muestra al menos 90% de identidad con la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2 y porque el pH
optimo del polipéptido estd entre 5-8 y el polipéptido funciona a pH 3-9 y a una temperatura de 20-80°C.

17. Una preparacién de enzima, caracterizada porque estd enriquecida en el péptido de acuerdo a la reivindica-
cién 15 6 16 que tiene la actividad de la lacasa, comparada con lo que las cepas del género Melanocarpus producen
naturalmente en sus soluciones de cultivo.

18. La preparacion de enzima segtin cualquiera la reivindicacién 17, caracterizada porque comprende mas de 10
mg/l, preferentemente >30 mg/1 de lacasa.

19. La preparacién de enzima segun cualquiera de las reivindicaciones 17 6 18, caracterizada porque comprende
al menos un aditivo, tal como un estabilizador y/o un tampén.

20. El uso del polipéptido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, la preparacién de enzima segin
una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por el procedimiento segin la reivindicacion 14
para oxidar los agentes colorantes.

21. El uso del polipéptido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, la preparacién de enzima segin
una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por el procedimiento segtin la reivindicacion 14
para polimerizar los compuestos.

22. El uso del polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, la preparacién de enzima segin
una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por el procedimiento segun la reivindicacioén 14
para oxidar fibras.

23. El uso del polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, la preparacién de enzima segiin
una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por el procedimiento segun la reivindicacion 14
para la deslignificacion de fibras.

24. El uso del polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, la preparacién de enzima segtin
una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por el procedimiento segiin la reivindicacién 14
para mejorar el funcionamiento de las maquinas de papel.

25. Un procedimiento para oxidar los agentes colorantes, caracterizado porque, en presencia de una cantidad de
oxigeno suficiente, el agente colorante entra en contacto con el polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicacio-
nes 15 a 16, la preparaciéon de enzima segin una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por
el procedimiento segun la reivindicacion 14 a pH 4-8, una temperatura de 40-80°C, durante 5 min-24 horas con una
cantidad de lacasa, que es aproximadamente 1-1000 nkat/g de agente colorante.

26. Un procedimiento para polimerizar compuestos, caracterizado porque, en presencia de una cantidad de oxi-
geno suficiente, el compuesto a polimerizar entra en contacto con el polipéptido segtin una cualquiera de las reivindi-
caciones 15 a 16, la preparacion de enzima segiin una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida
por el procedimiento segin la reivindicacion 14 a pH 4-8, una temperatura de 40-80°C, durante 5 min-24 horas con
una cantidad de lacasa, que es aproximadamente 1-1000 nkat/g de la sustancia que esta por polimerizarse.
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27. Un procedimiento para oxidar fibras, caracterizado porque, en presencia de una cantidad de oxigeno suficiente,
el compuesto a oxidar entra en contacto con el polipéptido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, la
preparacién de enzima seguin una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por el procedimiento
segun la reivindicacién 14 a pH 5-8, una temperatura de 50-80°C, durante 5 min-24 horas con una cantidad de lacasa,
que es aproximadamente 1-1000 nkat/g de fibras de materia seca.

28. Un procedimiento para deslinificar fibras, caracterizado porque, en presencia de una cantidad de oxigeno sufi-
ciente, la fibra que se va a deslinificar entra en contacto con el polipéptido segtin una cualquiera de las reivindicaciones
15 a 16, la preparacién de enzima segin una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por el
procedimiento segun la reivindicacién 14, estando el entre de 5-8, la temperatura entre 50-80°C, durante 5 min-24
horas con una cantidad de lacasa, que es aproximadamente 1-1000 nkat/g de fibras de materia seca.

29. Un procedimiento para mejorar el funcionamiento de las maquinas de papel, caracterizado porque el poli-
péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, la preparacién de enzima segin una cualquiera de las
reivindicaciones 17 a 19, o la lacasa obtenida por el procedimiento segun la reivindicacion 14 se afiade en el agua de
proceso o la caja principal de la maquina de papel 1-1000 nkat/g de materia seca, fibras o litros de agua de circulacién.

30. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 25 a 29, caracterizado porque se utiliza un media-
dor en el procedimiento, cuando sea necesario.
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atgaagaccttcaccagcgeccectggegetegtggtgggecatgettgeceegggtgecgte
M K T F T SA L AL V V GMUL A P G AV
gttgccgegectceocagcactecggeccagecgagatectggt cgagetgegegaggegagg
V A A P P S T PA QIR DUL V E L RE AR
caggagggcggcaaggacctecgteccecgtgageecgacgtgecaacacgececgagecaaccgg
Q BE G G K DLURUPIREPTOCNTUP S NR
gcgtgctggagcgacggcttcgacatcaacaccgactacgaagtcagecacgecggatace
A C WS DG F DINTDYE V S TPIDT
ggcgtcactcagtetgtgagtcectectetecge

G V T Q S

cccettggtttegggaaggcectgtccgaagggaagqgaaagtecgaggetaactgcagacag

tacgtattcaacctcactgaggttgacaactggatgggcecccagacggcgtcgtcaaggag
Y v F NL T E V D NW MG P D G V VvV K E
aaggtgatgttgatcaatggtgagtcgaccgcgaatgggatgtegagttgeccatccaaaa
K Vv M L I N
tagacctgtgtaactgactqgttcgatcacagggaacattatgggtacgtcttatetg
G N I M
gectgteccggeacgcecaatggcctttectttteccttgagecgtaggacgtgegacggactga

ctgagqaacaataggccccaacatcgtcgegaactggggtgatacggtcgaggtcacegtg
G P N I V A N W G D T V E Vv T V
atcaacaaccttgtgaccaacgga acgtcgatccactggcacggcatccaccagaaggac
I N NL V T NG T S I HWH G I HOQ KD
accaacctgcacgacggcgeccaacggegtgaccgagtgtecgateccecgeeccaagggegge
T NL BH D GA N GV T EBCUP I P P K G G
cagcggacgtaccgetggogggcgceggcagtatggecaccagetggtaccactegecactte
Q R T Y R W R AUR QY G T 8 W Y H S H F
tcggcecgecagtacggcaacggegtggtgggcacgatccagatcaacggcececggegtegetg
S A Q Y G NGV V G T I Q I N G P A S L
ccctacgacatcgaccttggegtgttececcatcaccgactactactacegggecgecgac
P Y DI DL GV F P I TD Y Y Y R A AD
gacctggtgcacttcacgcagaacaacgcgececgcccttcagegacaacgtgctcatcaac
D L V H F T Q N N A P P F S DNV L I N
ggcacggccgtcaacccgaacacgggcegagggccagtacgecaacgtgacgetgacgecg
G T A V N P N T G E G Q ¥ A N V T L T P
ggcaagcggcaccgectgegcatcecctcaacacgt cgaccgagaaccacttcecaggtgteg
G K R H R L R I L NT S T ENUH PF Q V 8
ctcgtcaaccacaccatgacggtcatcecgeccgeccgacatggtgeccegtcaacgeccatgacy
L VvV N H T M T Vv I A A DMV P V N A M T
gtcgacagectgttectggecgteggecagegectacgacgtegtecatcgacgectegaga
vV D 8 L F L A V G Q R Y D V vV I DA S R
gccccggacaactactggttcaacgtcacctttggecggecaggeggegtgeggeggeteg
A P DNY WVF NV TPF G G Q A A C G G 8
ctcaaccecgcacccggecgecatetteccactacgecggcgecgeceggeggectgeeccace
L N P HP A A I FRBR Y AG AUDPGGUL P T
gacgagggcacgcccccggtegaccaccagtgeectggacacgctecgacgtgegececegte
D E G T P P V D HQ CUL DT L DV R P V
gtgccgcgcagegtgeccgtcaacagettecgtcaagecggececgacaacacgectgeeggtyg
v P R 8§ V P V N S F V KR P DNTITULUP V
gcgcectcgacctgaccggcacgecectgttegtgtgg
A L DL T G T PUL F V W
aaggtcaacggcagcgacatcaacgtcgactggggcaageccatcatcgactacatcecte
K V N G 8 DI NV DW G K P I I DY I L
accggcaacaccagctaccccgtgteggacaacatcgtgcaggttgatgeegtegatcag
T G N T S ¥ P V 8 DN I V Q V D A V D Q
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gtatgtcctctgttaaagcettacgtcgtacgattgegectggcaaatcacacctcgtact

gacgccaaaccaccaccteccttctagtggacatactggetcatcgagaacgateccggag
W T Y W L I E N D P E

ggccecttragectgoecgecaceccgaktgecaccetcecac
G P P S L P HPMUHLH
gtaagtggccaaccctgteacgtac

gttgcaaccgecctctececgggecceccaactecacacttecggactcccgtcecacaggge
G

cacgacttcctegtgetggggeggtegeccgacgtgecggeggegtcgcagcagaegettc

H D F L V1L GR S P D V P A A S Q Q R F
gtgttcgacceggecgtggacetggegeggectcaacggegacaacccgocgeggegegac

V F p P A VDL AURIULNDNGUDNUPP R R D
accacgatgetgececggecggeggotggetgetgetegecttecgeaccgacaacceggge

T T M L P A 6 G WL L L A FRUTDWN P G
gcetggetetteocactgecacategectggecacgtgtagggeggeetgtcggtcgactte

A W L FH CHI A WHV S GG L § VvV D P
ctcgagegecececegecgacctgegecagegcatctcocaggaggacgaggacgacttcaace

L B R P A DL RQUR I 5 Q EDEDDVF¥ N
cgcgtetgegacgagtggegegectactggocgacgaatcectaceccaagatcgactcy

R VvV C D B W R A Y W P T N P Y P K I D S8
ggcctgaagcgtcgccgctgggtggaggagagcgagtggctggttcgttgatgggggaaa

G L K R R R W V E E 8 B W L Vv R
ggggaggtaggtgcgattcaggggtacctagggtgcacttgatgttgatgetcgatggayg
aattggttttggttacttgttgttcactttcgacatgegttggtccttgtttggattttt
taggttgtccagatgatggatgatatggtaccgagggaactgtggtcttgecttcgaaag
gggacttcatgttatggtaccacaggaccagttatcgaagcatecttgttttcaatecgea poli -A
tctttttteccececgatgectegagtacatgatgeccatagtgagtegtageacaccagee comienza
acaccaccetacctecectteecogcaacgecatcatgecggtacgecaaatcaaggtectceea

caatcccatgecaatcgecgceacetcegeacageaaccetcgatee

FIG. 15

29
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LISTA DE SECUENCIAS
<120> NUEVA ENZIMA DE LACASA Y EL GEN QUE CODIFICA LA ENZIMA

<130> vtt105

<140>

<141>

<150> 20001240

<151> 2000-05-23

<160> 8

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1
<211> 3116
<212> ADN

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 1



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 284 650 T3

ggaggatgtg
gatcgagcgg
gattttteca
ggcactctce
agcegtcette
gcccegggtyg
ctygcgegagg
acgccgagca
agcacgoegg
gggaaggctg
ctcactgagg
atcaatggtag
actgactggt
ceaatggect
ccecaacate
gaccaacgga
cggcgccaac
ctggcgggcy
caacggcgtg
cottggegtg
cacgcagaac
cecgaacacg
cctgegeatc
catgacggto
cctggecgte
ctggttcaac
ggecgecatce
cecggtegac
gcccgtcaac
cggoacgaca
gcecatecate
gcaggttoatc
ctggcaaatc
goctoatogag
aagutggeeaa

tegeactico
oggogosgLe
gcgacaacce

gcegeggegce

ccgaatacga
catggggatt
cccteaccag
ttcegtetgt
acaccatgaa
ccgtegttge
cgaggcagga
accgggegtg
ataccggegt
tccgaaggga
ttgacaactg
agtcgaccge
tcgatcacag
ttecttttaet
gtcgcgaact
acgtegatec
ggcgtgaccyg
cggcagtatyg
qtgggcacga
ttcaccatea
aacgcgocgco
ggcgagggcec
ctcaacacgt
atcgeegeeyg
ggceageget
gtcacctttg
ttccactacg
caccagtgec
agcttcgtea
ctgttogtgt
gactacatcc
googtegatce
acacctecgta
aacgatceay
coctgheacg
cgtcccacaqg
gcagcagcge

gacaccacga

getegtegac
tcttctatat
geacaagcca
cgagctettt
gaccttcacce
cgegectece
gygcygcaag
ctggagegac
cactcagtct
aggaaagtcec
gatgggccca
gaatgggatg
ggaacattat
tgagcgtagg
ggggtgatac
actggcacgg
agtgtcegat
gcaccagety
tccagatcaa
ccgactacta
ccttcagoga
agtaggecaa
cgaccgagaa
acatggtgcoe
acgacgtegt
gcggecagac
cecagegegee
tggacacgct
agcggeccga
ggaaggtcas
tecaccggeaa
aggtatgtce
ctgacgccaa
agggccecctt
racgthgeaa
ggccacqgact
ttegngnteg
2280

gaattcagga tggcatcgag tgaagggcega
ggcttecctge tocogteeotge geotcetectgy
aaggggcrtcg acagtcgega tcatgagatt
gecatcagaa cctctettece acctteatca
cccacattte tageaggegg tttcegacace
agcgceectgg  cgcetcogtggt gggeatgcett
agcactcecgg cccagegaga tetggtcgag
gacctccegte cccgtgagcoc gacgtgcaac
ggcttcgaca tcaacaccga ctacgaagtoe
gtgagtcctc ctctecgece ccttggttte
gaggctaact dJgragacagta cgtattcaac
gacggcgteg  tcaaggagaa ggtgatgttg
tcgagttgee atccaaaata gacctgtgta
gggtacgtcet tatctggetg teoccggcacyg
acgtgcgacyg gactgactga gaacaatagg
ggtcgaggtce accgtgatca acaaccttgt
catccaccag aaggacacca acctgcacga
ccrogaeccaaqg  ggoggecage  ggacgtaceg
gtaccactcg cacttctecgg cgcagtacgg
cggeeeggeg begotgoect  acgacatcga
ctaccgggee gcocgacgacce tggtgcactt
caacgtgcete akgaacggea cggecgtcaa
cgtgacgctg &acgccgggca  agcoggceaccyg
ccacttccag gtgtcogotcg tcaaccacac
cgtcaacgoce atgacggteg acagectgtt
catcgacgcee  tcgagagcce cggacaacta
ggcgtgcgge  9gctegcetca  acccgcacce
cggcggcctyg CCccaccgacy  agggcacgoeco
cgacgtgcge CCcgtcgtge cgegeagegt
caacacgetg  coggtggeas  togacctgac
cggcagcegas atcaacgth actgqggcaa
caccagctac ceegbtgtegg  acaacatogt
totgttasag CGttacgtcg tacgattgeg
accaccacct cecttetagt  ggacatactyg
cagectgeng  Saccega tge acchccacgt
ccgoectots  ©ogggoccoc  caactcacac
toectegtges  999gcggtceg  ccagacgtgo
acccggecgt  ggacctggceg  cggcetcaacg
tgctgecgge cggcggctgg CththtC\’;
tcttccactg ccacatcgee tggcacgtgt
geeccgeega cctgegecag cgcatctece
gcgacgagtg gcgcgcctac tggceccgacga
agcgtegeeyg ctgggtggag gagagcgagt
taggtgcgat tcaggggtac ctagggtgca
tttggttact tgttgttcac tttcgacatg
tccagatgat ggatgatatg gtaccgaggg
catgttatgg taccacagga ccagttatceg
tcececegatg cctcgagtac atgatgccca
ctacctccct tcccgcaacg ccatcatgeg
atgccaatcg ccgcacctcc gcacagcaac
atcaatcgcc cgcccaacce cccgtacatce
cccaaccace cgcecagtace gcagcagece
<210> 1
<211> 623
<212> PRT

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 2

cctrccgeac
cgggcggect
aggaggacga
atccctaccec
ggetggeteg
cttgatgttg
cgttggtect
aactgtggtc
aagcatccte
tagtgagtcg
gtacgccaaa
ctcgatcctc
accaccaggce
gacgtcctcet

cgacaacccqg
gtcggtcgac
ggacgacttc
caagatcgac
ttgatggggg
atgctcgatg
tgtttggatt
ttgccttcga
gttttcaatc
tagcacacca
tcaaggtcct
ctccggaacg
gaaggctccg
cgaccggege

ggcgectgge
ttcctegage
aacegcegtcet
tcgggcectga
aaaggggggg
gagaattggt
ttttaggttg
aaggggactt
gratctttet
gccacaccac
ccacaatccee
cctcgecagce
tctegtecac
aagcac

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3116

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
12e0
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1220
1980
2040
2100
2160

2220
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Met
Pro
Leu
Pro
Asp
65

Gly
Met
Asn
Val
His
145

Val

Trp

Lys Thr
Gly Ala
val Glu
Arg Glu
50

Gly Phe

Val Thr
Gly Pro
Ile Met

115

Thr Val
130

Gly Ile
Thr Glu
Arg 2la
Gln Tyr

195

Ser Leu
210

Tyr Tyr

Pre Pro

ES 2 284 650 T3

Phe Thr Ser Ala Leu Ala Leu Val Val Gly Met Leu Ala
5 10 15

Val Val Ala Ala Pro Pro Ser Thr Pro Ala Gln Arg Asp
20 25 30

Leu Arg Glu Ala Arg Gln Glu Gly Gly Lys Asp Leu Arg
40 45

Pro Thr Cys Asn Thr Pro Ser Asn Arg Ala Cys Trp Ser
55 60

Asp Ile Asn Thr Asp Tyr Glu Val Ser Thr Pro Asp Thr
70 75 80

Gln Ser Tyr Val Phe Asn Leu Thr Glu Val Asp Asn Trp
85 90 95

Asp Gly Val Val Lys Glu Lys Val Met Leu Ile Asn Gly
100 105 110

Gly Pro Asn Ile Val Ala Asn Trp Gly Asp Thr Val Glu
120 125
Ile Asn Asn Leu Val Thr Asrn Gly Thr Ser Ile His Tro
135 140

His Gln Lys Asp Thr Asn Leu His Asp Gly Ala Asn Gly
120 155 160

Cys Pro Ille Fro Pro Lys Gly Gly Gln Arg Thr Tyr Arg
165 170 175

Arg Gln Tyr GlLy Thr Ser Trp Tyr His Ser His Phe Ser
180 185 190

Gly Asn Gly Vval Val Gly Thr Ile Gln Ile Asn Gly ro
200 205

Pro ''yr Asp ile Asp Leu Gly ¥Yal Phe Pro [le Thr Asp
215 220

Arg Ala Ala Asp Asp Leu Val His Phe Thr Glm Asr f&isn

230 235 240

Fhe Seor Asp Asn Val Leu [le Asn Gly Thr Ala Val Asn

245 250 293
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Pro Asn Thr Gly Glu Gly Gln Tyr Ala Asn Val Thr Leu Thr Pro Gly
260 265 277G

Lys Arg His Arg leu Arg Ile Leu Asn Thr Ser Thr Glu Asn His Phe
275 280 285

Gln Val Ser Leu Val Asn His Thr Met Thr Val Ile Ala Ala Asp Met
290 285 300

Val Pro Val Asn Ala Met Thr Val Asp Ser Leu Phe Leu Ala Val Gly
305 310 315 320

Gln Arg Tyr Asp Val Val Ile Asp Ala Ser Arg Ala Pro Asp Asn Tyr
325 330 335

Trp Phe Asn Val Thr Phe Gly Gly Gln Ala Ala Cys Gly Gly Ser Leu
340 345 350

Asn Pro His Pro Ala Ala He Phe His Tyr Ala Gly Ala Pro Gly Gly
355 380 365

Leu Pro Thr Asp Glu Gly Thr Pro Pro Val Asp His Gln Cys Leu Asp
370 375 380

Thr Leu Asp Val Arg Pro Val Val Pro Arg Ser Val Pro Val Asn Ser
385 390 385 400

Phe Val Lys Arg Pro Asp Asn Thr Leu Pro Val Ala Leu Asp Leu Thr
405 410 415

Gly Thr Pro Leu Phe Val Trp Lys Val Asn Gly Ser Asp Ile Asn Val
420 425 430

Asp Trp Gly Lys Pro Ile Ile Asp Tyr He Leu Thr Gly Asn Thr Ser
435 440 445

Tyr Pro Val Ser Asp Asn lle Val Gln Val Asp &la Val Asp Gln Trp
450 455 460

Thr Tyr Trp Leu Ile Glu Asn Asp Pro Glu Gly Pro Phe Ser Leu Pro
465 470 475 480

His Pro Met His Leu His Gly His Asp Phe Leu Val Leu Gly Arg Ser
485 430 135

Pro Asp Val Pro Ala Als Ser Gln Gln Arg Phe Val Phe Asp Pro 2la
500 505 : 510

Val Asp Lev Ala Arg Leu Asn Gly Asp Asn Pro Pro Arg Acg ARsp Ihr
515 520 525

Thr Met Leu Pro Ala Gly Gly Trp Leu Leu Leu Ala Phe Arg Thr Asp
530 535 540

Rsn Pro Gly Ala Trp Leu Phe His Cys His Ile Ala Trp His Val Ser
545 550 555 560

Gly Gly Leu 3er Val Asp Phe Leu Glu Arg Pro Ala Asp Leu Arg Gln
565 570 575

ie Ser Gln Glu Asp Glu Asp Asp Phe Asn Arg Val Cys Asp 5lu
380 585 Sa0

(%3

Trp Arg Ala Tyr Trp Pro Thr Asn Pro Tyr Pro Lys Ile Asp Ser Gly
595 &GO 805

Leu Lys Arg Arg Arg Trp Val Glu Glu Ser Glu Trp Leu Val Arg
610 Bls 620
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<210>3
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador

<400> 3

tgccacactg ccgecaaccg tget

<210>4
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: cebador

<400> 4

gttcttgata taccaatcag gatg

<210>5
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 5

gceggtgagg atgtagtcga tgat

24

24

24
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<210> 6
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 6

aggtgacgtt gaaccagtag ttgtc

<210>17
<211>23
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 7

ctggtgeact tcacgcagaa caa

<210> 8
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Seciencia Artificial: cebador

<400> 8

agaaccactt ccaggtgtcg ct

25

23

22
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