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DESCRIPCIÓN

Desarrollo de una característica de procesamiento celulósico utilizando una xilanasa modificada por una inteína 
termorregulada

Campo

Esta solicitud se refiere al desarrollo de una característica de procesamiento celulósico.5

Antecedentes

La disminución de las fuentes de energía fósiles y los problemas acerca de las emisiones de gases de efecto 
invernadero han dado lugar al desarrollo de combustibles alternativos (Hill, y col. 2006). Los biocombustibles 
celulósicos están entre los combustibles alternativos líderes debido a su potencial para una alta capacidad, 
capacidad para producirse a partir de biomasa no alimentaria, y un coste relativamente bajo de la materia prima 10
(Klass, D.L., 2004). Los biocombustibles celulósicos actuales pueden tener altos costes de producción, 
particularmente los que se asocian con el pretratamiento de biomasa e hidrólisis enzimática (Lynd, y col., 2008; 
Himmel y col., 2007). Las necesidades de carga enzimática para el procesamiento celulósico sigue siendo un 
desafío para la industria debido a los altos costes y a la capacidad de producción limitada (Hood y col., 2007). Al 
contrario que el bioprocesamiento microbiano consolidado (Lynd, y col., 2005), que se basa en la disponibilidad de 15
azúcares fermentables para la coproducción de enzimas y biocombustible, se ha previsto que la consolidación in 
planta será más rentable debido a que no necesita el trasvase de azúcares fermentables para la producción 
microbiana de enzimas (Sairam, y col., 2008; Sainz 2009). Se ha presentado una Arabidopsis transgénica que 
expresa una xilanasa bacteriana en Borhardt y col, 2010).

Aparte de esta ventaja, la expresión in planta de enzimas que degradan la pared celular (DPC) puede dar lugar a 20
fenotipos vegetales perjudiciales, que incluyen tamaño atrofiado de la planta, mala calidad y endurecimiento pobre
de las semillas, reducción de la fertilidad, y aumento de la susceptibilidad a enfermedades (Harholt, y col., 2010; 
Hood y col., 2003; Taylor y col., 2008); todo lo cual puede afectar al rendimiento.

Las inteínas son polipéptidos que se auto-cortan y empalman que se encuentran en polipéptidos huéspedes 
(exteínas) de muchos organismos (Perler y col., 1994). Al escindirse, las inteínas vuelven a unir entre ellas las 25
secuencias de los bordes del polipéptido exteína con un enlace peptídico en una reacción de corte y empalme 
(Saleh y Perler, 2006). A menudo está presente una cisteína, serina o treonina en el sitio de unión entre el extremo 
carboxilo de la inteína y el carboxilo exteína de la proteína diana (Xu, y col., 1993).

Las xilanasas son una clase principal de las enzimas que degradan la pared celular necesarias para la hidrólisis 
completa de las paredes celulares vegetales en azúcares fermentables. Las xilanasas hidrolizan los polímeros de 30
hemicelulosa y tienen papeles clave al hacer que la celulosa sea más accesible a la hidrólisis enzimática (Selig y 
col., 2008; Selig y col., 2009; Dylan & Cann, 2009). Debido a sus propiedades catalíticas, las celulasas y xilanasas 
que son capaces de funcionar en un amplio intervalo de pH y a altas temperaturas pueden ser adecuadas para la 
producción de biocombustibles y productos químicos a partir de materias primas lignocelulósicas. Un proceso de 
consolidación que utilice la producción de enzimas in planta tiene el potencial de reducir significativamente el coste y 35
la capacidad de producción de enzimas, siempre que no afecte a los rendimientos de biomasa.

Sumario

En un aspecto, la invención se refiere a una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica de 
acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 3, 12 y 18. La planta transgénica incluye un vector de expresión que tiene una 
secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína. La xilanasa modificada por una inteína tiene la 40
inteína fusionada internamente en la secuencia de xilanasa. La xilanasa modificada por una inteína tiene una menor
actividad con respecto a la xilanasa que carece de inteína.

Se desvela un procedimiento para obtener un azúcar. El procedimiento incluye proporcionar una planta transgénica 
que tiene un vector de expresión, o una parte de la planta transgénica. El vector de expresión incluye una secuencia 
que codifica una xilanasa. El procedimiento incluye también someter la planta transgénica a hidrólisis enzimática.45

En un aspecto, la invención se refiere a un procedimiento para obtener un azúcar de acuerdo con las 
reivindicaciones 4, 5, 6, 7, 11 y 18. El procedimiento incluye proporcionar la planta transgénica que tiene un vector 
de expresión, o una parte de la planta transgénica. El vector de expresión incluye una secuencia que codifica la 
xilanasa modificada por una inteína. La xilanasa modificada por una inteína tiene la inteína fusionada internamente
en la secuencia de xilanasa y menor actividad con respecto a la xilanasa que carece de inteína. El procedimiento50
también incluye someter la planta transgénica a hidrólisis enzimática.

Se desvela un procedimiento para producir una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica y una 
semilla con una menor tasa de germinación con respecto a la semilla que no tiene la característica autohidrolítica. El 
procedimiento incluye proporcionar un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa y 
transformar una planta o parte de la misma con la construcción de expresión.55
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En un aspecto, la invención se refiere a un procedimiento para producir una planta transgénica que tiene una 
característica autohidrolítica de acuerdo con las reivindicaciones 8, 9, 10, 11 y 19. El procedimiento incluye 
proporcionar un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína. La 
xilanasa modificada por una inteína tiene la inteína fusionada internamente en la secuencia de xilanasa. El 
procedimiento también incluye transformar una planta o parte de la misma con la construcción de expresión. La 5
xilanasa modificada por una inteína tiene menor actividad con respecto a la xilanasa que carece de inteína.

Se desvela una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica y una semilla con menor tasa de 
germinación con respecto a la semilla que no tiene la característica autohidrolítica. La planta transgénica incluye un 
vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa.

En un aspecto, la invención se refiere a una xilanasa modificada por una inteína de acuerdo con las reivindicaciones 10
13 o 14.

Se desvela un ácido nucleico aislado que tiene una secuencia que se hibrida con un ácido nucleico de referencia 
que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o la 
complementaria de las mismas en condiciones de rigurosidad moderada.

En un aspecto, la invención se refiere a un ácido nucleico aislado de acuerdo con las reivindicaciones 15 o 16.15

Se desvela un ácido nucleico aislado que incluye una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una 
inteína que tiene una secuencia con una identidad de al menos el 90 % con una de las de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 
12, 14, 16, 17, 21, 60, 62, o 64.

Se desvela una inteína que tiene una secuencia con una identidad de al menos el 90 % con una de SEQ ID NO: 22, 
23, 24, 25, 26, 27, o 28.20

Se desvela un ácido nucleico que codifica una inteína que tiene una secuencia con una identidad de al menos el 
90 % con una de SEQ ID NO: 22, 23, 24, 25, 26, 27, o 28.

Se desvela una semilla de una planta transgénica. La planta transgénica tiene una característica autohidrolítica y 
una semilla con una menor tasa de germinación con respecto a la semilla que no tiene la característica 
autohidrolítica. La planta transgénica incluye un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una 25
xilanasa.

En un aspecto, la invención se refiere a una semilla de una planta transgénica de acuerdo con la reivindicación 17. 
La planta transgénica tiene una característica autohidrolítica. La planta transgénica incluye un vector de expresión 
que tiene una secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína. La xilanasa modificada por una inteína 
tiene la inteína fusionada internamente en la secuencia de xilanasa. La xilanasa modificada por una inteína tiene 30
menor actividad con respecto a la xilanasa que carece de la inteína.

Breve descripción de los dibujos

La siguiente descripción detallada de las realizaciones preferidas de la presente invención se entenderá mejor 
cuando se lea en conjunto con los dibujos adjuntos. Con el fin de ilustrar la invención, se muestran en los dibujos, 
realizaciones que se prefieren actualmente. Se entiende, sin embargo, que la invención no se limita a la disposición 35
e instrumentación precisa que se muestra. En los dibujos:

Las FIG. 1A-D ilustran del desarrollo de XynB modificada por una inteína regulada por la temperatura. La FIG. 1A 
muestra la exploración de candidatos en placas de agar. La FIG. 1B muestra la evaluación de la actividad 
termorregulada de iXynB. La FIG. 1C muestra la actividad termorregulada, dependiente del tiempo, de los 
candidatos iXynB. La FIG. 1D muestra el transcurso de un corte y empalme de inteína.40
Las FIG. 2A-B ilustran la identificación y mapa de aminoácidos clave en iXynB Tth que modulan el corte y 
empalme de inteína sensible a la temperatura. La FIG. 2A muestra algunas mutaciones de la secuencia. En la 
FIG. 2A, un segmento de XynB modificado con una secuencia Tth en la posición T134 (SEQ ID NO: 40)
comienza con los primeros cinco aminoácidos en negrita, subrayados y continúa a través de los aminoácidos sin 
negrita ni subrayados y luego a través de los cuatro aminoácidos finales en negrita, subrayados. Un segmento de 45
XynB modificado con una secuencia Tth en la posición S158 (SEQ ID NO: 41) comienza con los cinco primeros 
aminoácidos en negrita, subrayados y continúa a través del texto sin negrita ni subrayado y luego a través de los 
aminoácidos finales sin negrita, subrayados. La FIG. 2B muestra un mapa estructural de los restos de 
aminoácido.
La FIG. 3 ilustra los sitios de inserción de la inteína Tth S158 y T134 con respecto al agrupamiento de 50
aminoácidos más cercano al sitio activo de XynB.
Las FIG. 4A-E ilustran los efectos de la XynB e iXynB nativas en el desarrollo, actividad y germinación de las 
semillas. La FIG. 4A muestra los datos con respecto al desarrollo de las semillas, la FIG. 4B muestra los datos
con respecto a la actividad de la xilanasa en las semillas, la FIG. 4C muestra los datos con respecto a la biomasa 
de las semillas, la FIG. 4D muestra los datos con respecto a la germinación de las semillas, y la FIG. 4E ilustra la 55
morfología de las semillas.
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Las FIG. 5A-B ilustran la actividad de xilanasa y la liberación de glucosa por la expresión de XynB nativa y 
modificada con inteína en el forraje de maíz. La FIG. 5A muestra los datos con respecto a la actividad de 
xilanasa en el forraje de maíz, y la FIG. 5B muestra los datos con respecto a la liberación de glucosa por el 
forraje de maíz.
La FIG. 6 ilustra el plásmido pSB11.5
Las FIG. 7A, 7B y 7C ilustran los resultados del procesamiento con plantas transgénicas que contienen P77853-
T134-100-101, donde P77853 es XynB , la inteína Tth se inserta en la posición T134, y la inteína tiene las 
denominaciones de mutación 100 y 101. Se produjeron las diferentes plantas utilizando los vectores pAG4000 
(planta transgénica de control), pAG2014, pAG2227, pAG2228, y pAG2229. En estas figuras NCt son los datos 
de las plantas que fueron procesadas, pero sin que se añadieran enzimas externas durante la hidrólisis; Ct-Xyl 10
son los datos de las plantas que se procesaron utilizando enzimas externas pero no enzima xilanasa durante la 
hidrólisis; y FCt son los datos de plantas que se procesaron utilizando un coctel completo de enzimas externas, 
incluyendo la xilanasa.

Descripción detallada de las realizaciones preferidas

Se utiliza cierta terminología en la siguiente descripción solo por conveniencia y sin limitación. Las palabras 15
“derecha”, “izquierda”, “arriba” y “abajo” designan la localización a la que se hace referencia en los dibujos.

Las palabras “un” y “uno”, como se utilizan en las reivindicaciones y en las partes correspondientes de la memoria 
descriptiva se definen como que incluyen uno o más de los artículos a los que hace referencia a menos de que se 
establezca otra cosa. La frase “al menos uno” seguida por una lista de dos o más artículos, tales como “A, B o C”, 
significa cualquiera de A, B, o C así como cualquier combinación de los mismos.20

“Ácido nucleico aislado”, “polinucleótido aislado”, “oligonucleótido aislado”, “ADN aislado” o “ARN aislado” como se 
utiliza en el presente documento se refiere a un ácido nucleico, polinucleótido, oligonucleótido, ADN, o ARN que se 
ha separado del organismo del que se origina, o del genoma, localización o moléculas de origen natural con el que 
se asocia habitualmente. Un ácido nucleico aislado, polinucleótido aislado, oligonucleótido aislado, ADN aislado, o 
ARN aislado puede ser un ácido nucleico que se produce a través de un proceso de síntesis. Un ácido nucleico 25
aislado, polinucleótido aislado, oligonucleótido aislado, ADN aislado, ARN aislado puede tener enlaces covalentes
con restos distintos de los que se encuentra en su localización natural, o puede carecer de enlaces covalentes con 
restos con los que se asocia en su localización natural. 

“sProteína aislada”, “polipéptido aislado”, “oligopéptido aislado”, “péptido aislado”, o “secuencia de aminoácido 
aislada” como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteína, polipéptido, oligopéptido, péptido o 30
secuencia de aminoácidos que se separa del organismo del que se origina o de la localización donde existe 
naturalmente, o de moléculas con las que se asocia habitualmente. Una proteína aislada, polipéptido aislado, 
oligopéptido aislado, péptido aislado o secuencia de aminoácidos aislada se puede producir por medio de un 
proceso de síntesis. Una proteína aislada, polipéptido aislado, oligopéptido aislado, péptido aislado, o secuencia de 
aminoácidos aislada puede tener enlaces covalentes con restos distintos de los que se encuentran en su 35
localización natural, o pueden carecer de enlaces covalentes con restos con los que se asocia en su localización 
natural.

Como se utiliza en el presente documento, “variante” se refiere a una molécula que mantiene una actividad biológica 
que es la misma o sustancialmente similar a la de la secuencia original. La variante puede ser de la misma especie o 
diferente o puede ser una secuencia sintética que se basa en una molécula natural o anterior. En el contexto de 40
actividad enzimática, sustancialmente similar significa que la variante tiene al menos un 50 % de la actividad de la 
enzima nativa o una enzima que tiene una secuencia de referencia particular en el presente documento. La actividad 
enzimática puede ser la hidrólisis del material vegetal. La actividad enzimática puede ser actividad xilanasa. La 
actividad enzimática puede ser la hidrólisis de la hemicelulosa, celulosa, celobiosa, o lignina. Una variante de inteína 
puede tener una actividad de corte y empalme similar en comparación con la inteína nativa o una inteína que tiene 45
una secuencia de referencia particular en el presente documento, en el que sustancialmente similar significa que la
variante tiene al menos un 50 % de actividad de corte y empalme de la inteína nativa o de la inteína que tiene la 
secuencia de referencia en particular. Una variante puede tener mutaciones o una longitud diferente de la secuencia 
original. Los ensayos para ensayar la actividad enzimática o el corte y empalme de inteína que se proporcionan
posteriormente se pueden utilizar para analizar las variantes. Se puede utilizar como ensayo un ensayo en líquido o 50
un ensayo de diagnóstico en placa de agar como se describe en el Ejemplo 1.

Los ácidos nucleicos, secuencias de nucleótido, proteínas o secuencias de aminoácidos a los que se hace 
referencia en el presente documento se pueden aislar, purificar, sintetizar químicamente, o producir por medio de 
tecnología de ADN recombinate. Todos estos procedimientos se conocen bien en la técnica.

Como se utiliza en el presente documento “unido operativamente” se refiere a la asociación de dos o más 55
biomoléculas en una configuración relativa entre ellas tal que puedan llevar a cabo la función normal de las 
biomoléculas. En relación a las secuencias de nucleótido, “unidas operativamente” se refiere a la asociación de dos 
o más secuencias de ácido nucleico con una configuración relativa entre ellas tal que puedan llevar a cabo la función 
normal de las secuencias. Por ejemplo, la secuencia de nucleótido que codifica una presecuencia o líder secretora 
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está unida operativamente a una secuencia de nucleótido de un polipéptido si se expresa como una preproteína que 
participa en la secreción del polipéptido; un promotor o amplificador está unido operativamente a una secuencia 
codificante si afecta la transcripción de la secuencia codificante; y un sitio de unión al ribosoma del ácido nucleico 
está unido operativamente a una secuencia codificante si se posiciona de manera que facilita la unión del ribosoma 
al ácido nucleico.5

Una realización proporciona un corte y empalme de inteína modificado que se regula por la temperatura 
(termorregulado) como un cambio condicionado que se puede utilizar para controlar la actividad enzimática en las 
plantas. Una realización proporciona un procedimiento para controlar la actividad enzimática en plantas utilizando el 
corte y empalme termorregulado de inteína. Una divulgación proporciona plantas transgénicas modificadas para que 
contengan una enzima modificada por una inteína. Una divulgación proporciona plantas transgénicas modificadas 10
para que contengan una enzima que degrada la pared celular. Una divulgación proporciona plantas transgénicas 
modificadas para que contengan una enzima que degrada la pared celular y una enzima que degrada la pared 
celular modificada por una inteína. Una divulgación proporciona un procedimiento para aumentar la autohidrólisis en 
una planta proporcionando una enzima que degrada la pared celular y/o una enzima que degrada la pared celular 
modificada por una inteína en la planta. El aumento de autohidrólisis que se desvela se puede proporcionar 15
incluyendo una proteína modificada por una inteína que degrada la pared celular en la planta. El aumento de 
autohidrólisis que se desvela se proporciona incluyendo un proteína que degrada la pared celular en la planta. El 
aumento de autohidrólisis se proporciona incluyendo un xilanasa modificada por una inteína en la planta.

Una divulgación proporciona una planta transgénica que tiene un aumento de la autohidrólisis y tasas normales de 
germinación de las semillas, o tasas de germinación similares a las del mismo tipo de semillas que carecen del20
aumento de la hidrólisis. La planta transgénica de la presente realización puede incluir una proteína modificada por 
una inteína que degrada la pared celular en la planta. La proteína modificada por una inteína que degrada la pared 
celular puede ser una xilanasa modificada por una inteína.

Una divulgación proporciona una planta transgénica con un aumento de autohidrólisis y tasas de germinación más 
bajas. El aumento de autohidrólisis se puede proporcionar incluyendo características de hidrólisis de hemicelulosa o 25
celulosa en la planta transgénica. El aumento de autohidrólisis se puede proporcionar incluyendo una proteína 
modificada por una inteína que degrada la pared celular en la planta transgénica. El aumento de autohidrólisis se 
puede proporcionar incluyendo una xilanasa en la planta transgénica.

Como se utiliza en el presente documento, “autohidrólisis” se refiere a constituyentes de una planta que van a 
hidrolizarse por al menos un agente heterólogo producido por la planta. Los agentes heterólogos producidos por la 30
planta pueden incluir enzimas, enzimas modificadas por inteína, proteínas, secuencias de ARN, u otros agentes. 
Una realización proporciona plantas con un aumento de autohidrólisis y procedimientos para producir las mismas. El 
agente heterólogo de la planta o que se incorpora en los procedimientos puede ser una enzima, una enzima
modificada por una inteína, una proteína, una secuencia de ARN, u otro agente.

Un procedimiento, composición, planta transgénica o parte de la misma, ácido nucleico, o secuencia de aminoácidos 35
que se desvela en el presente documento puede incluir uno o más de los ácidos nucleicos o secuencias de 
aminoácidos a los que se hace referencia en cualquier parte del presente documento o una variante de los mismos, 
una proteína codificada por un ácido nucleico a la que se hace referencia en el presente documento o una variante 
de la misma, o un ácido nucleico que codifica una proteína al que se hace referencia en el presente documento o 
una variante del mismo. Se pueden proporcionar subsecuencias de los ácidos nucleicos o proteínas que se desvelan 40
en el presente documento, en el que la subsecuencia se puede seleccionar de entre cada secuencia dentro del 
intervalo de 5 a X nucleótidos o restos de aminoácidos de longitud, que se toma en cualquier lugar a lo largo de la 
longitud de la secuencia de ácido nucleico o de proteína, donde X = cualquier número entero de 5 a N, y donde N = 
la longitud completa de la secuencia de ácido nucleico o proteína. Cuando el punto de inicio de la subsecuencia es 
una posición distinta de la posición 1 de la secuencia de ácido nucleico o proteína, X se escoge de forma que la 45
longitud completa de la subsecuencia no exceda la longitud desde el punto de inicio a N. Como ejemplo no limitante, 
una secuencia puede tener 350 nucleótidos, y se puede proporcionar como una subsecuencia del presente 
documento cualquier fragmento con una longitud de 5 a X de la secuencia de 350 nucleótidos. En este ejemplo, si se 
escoge la posición 100 como punto de inicio, la subsecuencia puede escogerse de entre las posiciones 100-105, 
100-106, 100-107 ... 100-350; si se escoge la posición 50 de nucleótido como punto de inicio, la subsecuencia se 50
puede escoger de entre las posiciones 50-55, 50-56, 50-57...50-350; etc. Las secuencias y subsecuencias, y las 
variantes de las mismas se pueden proporcionar en formas que incluyen pero no se limitan a ácidos nucleicos 
aislados, secuencias de aminoácidos aisladas, en un vector, en un vector de expresión, o en una planta transgénica. 
Las subsecuencias se pueden proporcionar en un vector, vector de expresión o en una planta transgénica. Una 
subsecuencia puede ser una sonda de hibridación o un cebador. Las secuencias o subsecuencias en un vector de 55
expresión puede estar unidas operativamente a un promotor. Los vectores de expresión pueden proporcionarse en 
una planta transgénica. Las secuencias de ácido nucleico o aminoácidos que se proporcionan en las realizaciones 
del presente documento incluyen pero no se limitan a las del Ejemplo 18 posterior, y las del listado de secuencias 
adjunto.

“Porcentaje de identidad”, como se utiliza en el presente documento significa que una secuencia tiene un 60
determinado porcentaje de identidad a lo largo de su longitud con una secuencia de referencia de igual longitud. Se 
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puede proporcionar una secuencia en el presente documento que tenga una identidad del 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 
94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con una de las secuencias o subsecuencias del presente documento, o cualquier 
porcentaje único entero de identidad desde el 75 % al 100 %. El porcentaje de identidad con una secuencia se 
puede medir con el algoritmo de Smith-Waterman (Smith TF, Waterman MS (1981), "Identification of Common 
Molecular Subsequences," Journal of Molecular Biology 147: 195-197).5

Se puede proporcionar un ácido nucleico aislado para un procedimiento o composición del presente documento que 
tenga una secuencia como se ha expuesto en uno cualquiera de los ácidos nucleicos que se enumeran en el 
presente documento. En una divulgación, se proporciona un ácido nucleico aislado que tiene una secuencia que se 
hibrida con un ácido nucleico que tiene la secuencia de uno de los ácidos nucleicos que se enumeran en el presente 
documento o el complementario del mismo. En una realización, las condiciones de hibridación son condiciones de 10
rigurosidad baja. En una realización, las condiciones de hibridación son condiciones de rigurosidad moderada. En 
una divulgación, las condiciones de hibridación son condiciones de alta rigurosidad. En los siguientes textos se 
describen ejemplos de protocolos de hibridación y procedimientos para la optimización de los protocolos de 
hibridación: Molecular Cloning, T. Maniatis, E.F. Fritsch, y J. Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982; y, 
Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. 15
Smith, K. Struhl, Volumen 1, John Wiley & Sons, 2000. A modo de ejemplo, pero sin limitación, los procedimientos 
para la hibridación en condiciones de rigurosidad moderada son los siguientes: Se pretratan filtros que contienen 
ADN durante 2-4 h a 68 ºC en una solución que contiene 6x de SSC (Amersco, Inc., Solon, OH), 0,5 % de SDS 
(Amersco, Inc., Solon, OH), 5x de solución de Denhardt (Amersco, Inc., Solon, OH), y 100 ug/ml de ADN de esperma 
de salmón desnaturalizado (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA). Aproximadamente se utilizan 0,2 ml de 20
la solución de pretratamiento por centímetro cuadrado de membrana. Las hibridaciones se llevan a cabo en la misma 
solución con las siguientes modificaciones: 0,01 M de EDTA (Amresco, Inc., Solon, OH), 100 μg/ml de ADN de 
esperma de salmón, y se pueden utilizar 5-20 x 106 cpm de sondas marcadas con P32 o marcadas 
fluorescentemente. Se incuban los filtros en la mezcla de hibridación durante 16-20 h a 68 ºC y luego se lavan 
durante 15 minutos a temperatura ambiente (con cinco grados de 25 ºC) en una solución que contiene 2x SSC y 25
0,1 % de SDS, con agitado suave. La solución de lavado se sustituye con una solución que contiene 0,1x SSC y 
0,5 % de SDS, y se incuban unas 2 h adicionales a 68 ºC, con agitado suave. Se secan los filtros con papel secante 
y se exponen para su desarrollo en un dispositivo de imagen o por autorradiografía. Si fuera necesario, se lavan los 
filtros una tercera vez y se re-exponen para su desarrollo. A modo de ejemplo, pero sin limitación, baja rigurosidad 
se refiere a las condiciones de hibridación que emplean baja temperatura para la hibridación, por ejemplo, 30
temperaturas entre 37 ºC y 60 ºC. A modo de ejemplo, pero sin limitación, alta rigurosidad se refiere a las 
condiciones de hibridación que se han expuesto anteriormente pero con la modificación de que se emplean altas 
temperaturas, por ejemplo, hibridación a una temperatura superior a 68 ºC.

En una divulgación, se proporciona un procedimiento para producir una planta transgénica que tiene una 
característica autohidrolítica y una semilla con disminución de la tasa de germinación con respecto a la semilla que 35
no tiene la característica autohidrolítica. El procedimiento puede incluir proporcionar un vector de expresión que tiene 
una secuencia que codifica una xilanasa y una planta transformada con la construcción de expresión o una parte de 
la misma. La construcción de expresión puede incluir un promotor unido operativamente a la secuencia que codifica 
una xilanasa. El promotor unido operativamente puede ser un promotor inducible. El promotor unido operativamente 
puede ser un promotor constitutivo. Los promotores constitutivos que se pueden proporcionar incluyen pero no se 40
limitan a promotores ubiquitina, promotores actina, un promotor fosfoenolpiruvato (PEPC), o el promotor del virus del 
mosaico de la coliflor (CMV). El procedimiento puede incluir la expresión de la xilanasa. Si el vector de expresión 
está configurado para que se exprese la xilanasa todas o la mayoría de las veces, se puede acumular la xilanasa sin 
tener que realizar ninguna etapa adicional. Si el vector de expresión se configura para expresar la xilanasa por
inducción de la expresión, el procedimiento puede incluir la expresión de la xilanasa proporcionando las condiciones45
que contribuyan a la inducción. Ejemplos de promotores y etapas para proporcionar las condiciones que contribuyan 
a la inducción que se pueden proporcionar incluyen pero no están limitados al promotor 1a de la proteína 
relacionada con la patogénesis del arroz que puede inducirse aplicando ácido salicílico exógeno a la planta, el 
promotor Sag39 del arroz que se induce cuando la planta entra en senescencia, y el promotor de la glutelina del 
arroz que se induce durante el desarrollo de semillas en la planta. La xilanasa es una xilanasa de Dictyoglomus o 50
una variante de la misma. La xilanasa desvelada puede ser pero no se limita a la que tenga una secuencia de 
aminoácidos que tenga una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 %
con la secuencia de la SEQ ID NO: 19. La xilanasa desvelada puede ser una subsecuencia de SEQ ID NO: 19 que 
sea una variante de SEQ ID NO: 19. Una xilanasa que tenga menos del 100 % de identidad con la secuencia de 
SEQ ID NO: 19 puede ser una variante de la secuencia que tiene el 100 % de identidad con SEQ ID NO: 19. La 55
secuencia que codifica la xilanasa desvelada puede incluir un ácido nucleico que se hibrida con un ácido nucleico de 
referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo en condiciones de una de 
entre baja rigurosidad, alternativamente rigurosidad moderada, o alternativamente alta rigurosidad. La secuencia que 
codifica la xilanasa desvelada puede incluir un ácido nucleico que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo. La 60
secuencia que codifica la xilanasa desvelada puede incluir un ácido nucleico que codifica una secuencia de 
aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con 
una secuencia de aminoácidos de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 19 o una subsecuencia 
de la secuencia de aminoácidos que tiene al menos 20 aminoácidos. La planta o parte de la misma puede ser pero
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no se limita a una planta de maíz o una parte de la misma, una planta de pasto varilla o parte de la misma, o una 
planta de sorgo o parte de la misma. El procedimiento puede incluir al menos uno de entre cultivar la planta 
transgénica, propagar la planta, obtener la progenie de la planta transgénica, u obtener las semillas a partir de la 
planta transgénica o su progenie.

En una realización, se proporciona un procedimiento para producir una planta transgénica que tiene una 5
característica autohidrolítica de acuerdo con las reivindicaciones 8, 9, 10, 11 y 19. El procedimiento incluye 
proporcionar un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína. 
La inteína está fusionada internamente en la xilanasa. El procedimiento incluye transformar una planta o parte de la 
misma con la construcción de expresión. La xilanasa modificada por una inteína tiene menor actividad con respecto 
a la xilanasa que carece de inteína. La construcción de expresión puede incluir un promotor unido operativamente a 10
la secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína. El promotor unido operativamente puede ser un 
promotor inducible. El promotor unido operativamente puede ser un promotor constitutivo. Los promotores 
constitutivos que se pueden proporcionar incluyen pero no se limitan a promotores ubiquitina (por ejemplo, 
promotores tales como promotores ubiquitina de maíz, ubiquitina de arroz, ubiquitina de panicum), promotores 
actina, promotor fosfoenolpiruvato (PEPC), o promotor del virus del mosaico de la coliflor (CMV). El procedimiento15
puede incluir la expresión de la xilanasa modificada por una inteína. Si el vector de expresión se configura para 
expresar la xilanasa modificada por una inteína todas o la mayoría de las veces, la xilanasa modificada por una 
inteína se puede acumular sin tener que realizar ninguna etapa adicional. Si el vector de expresión se configura para 
expresar la xilanasa modificada por una inteína por inducción de la expresión, el procedimiento puede incluir 
expresar la xilanasa modificada por una inteína proporcionando las condiciones que contribuyan a la inducción. 20
Ejemplos de promotores y etapas para proporcionar las condiciones que contribuyen a la inducción que se pueden 
proporcionar incluyen pero no están limitados al promotor 1a de la proteína relacionada con la patogénesis del arroz 
que puede inducirse aplicando ácido salicílico exógeno a la planta, el promotor Sag39 del arroz que se induce 
cuando la planta entra en senescencia, y el promotor de la glutelina del arroz que se induce durante el desarrollo de 
semillas en la planta. Las partes de xilanasa de la xilanasa modificada por una inteína cuando se consideran como 25
una secuencia contigua son una xilanasa de Dictyoglomus o una variante de la misma. Las partes de xilanasa 
desveladas de la xilanasa modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua pueden
tener una secuencia de aminoácidos que tenga una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 
97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 19. Las partes de xilanasa desveladas de la xilanasa 
modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua pueden ser una subsecuencia de 30
SEQ ID NO: 19 que sea una variante de SEQ ID NO: 19. Las partes de xilanasa desveladas de la xilanasa 
modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua y que tiene menos del 100 % de 
identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 19 puede ser una variante de la secuencia que tiene el 100 % de 
identidad con SEQ ID NO: 19. La secuencia desvelada que codifica las partes de xilanasa de la xilanasa modificada 
por una inteína cuando se considera como una secuencia contigua puede incluir un ácido nucleico que se hibrida 35
con un ácido nucleico de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo 
en condiciones de una de entre baja o alternativamente moderada rigurosidad, o alternativamente alta rigurosidad. 
La secuencia desvelada que codifica la xilanasa de la xilanasa modificada con una inteína cuando se considera 
como una secuencia contigua puede incluir un ácido nucleico que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo. La 40
secuencia desvelada que codifica la xilanasa cuando se considera como una secuencia contigua puede incluir un 
ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con una secuencia de aminoácidos de referencia que consiste en la 
secuencia de SEQ ID NO: 19. La xilanasa modificada por una inteína desvelada puede tener una secuencia de 
aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con 45
una secuencia que se selecciona de entre las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 21, 60, 62, o 64. La 
secuencia desvelada que codifica la xilanasa modificada con una inteína puede ser un ácido nucleico aislado que se 
hibrida con un ácido nucleico de referencia que consiste en la secuencia de una de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 
15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o la complementaria de las mismas en condiciones de baja rigurosidad, 
alternativamente de rigurosidad moderada, o alternativamente de alta rigurosidad. La secuencia desvelada que 50
codifica la xilanasa modificada por una inteína puede ser un ácido nucleico que tiene una identidad de al menos el 
75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de una de las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 
11, 13, 15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o la complementaria de las mismas. La secuencia desvelada que codifica 
la xilanasa modificada por una inteína puede ser un ácido nucleico aislado que codifica una secuencia de 
aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con 55
una secuencia de aminoácidos que consiste en la secuencia de una de las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 
21, 60, 62, o 64. La inteína desvelada en la xilanasa modificada por una inteína puede tener una secuencia que tiene 
una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con una secuencia que se 
selecciona de entre las SEQ ID NO: 22-28. La planta o parte de la misma puede ser pero no se limita a una planta
de maíz o una parte de la misma, una planta de pasto varilla o parte de la misma, o una planta de sorgo o parte de la 60
misma. El procedimiento puede incluir proporcionar las condiciones para inducir el corte y empalme de la inteína. 
Las condiciones para inducir el corte y empalme de la inteína pueden ser pero no se limitan a una temperatura por 
encima de la temperatura a la que se cultiva la planta transgénica. Las condiciones para inducir el corte y empalme
de la inteína pueden ser pero no se limitan a temperaturas de 50 ºC a 70 ºC. Las condiciones para inducir el corte y 
empalme de la inteína pueden ser pero no se limitan a cualquier temperatura en un intervalo entre cualquiera de dos 65
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valores enteros de 50 ºC a 70 ºC. La planta transgénica o una parte de la misma puede ser pero no se limita a una 
planta de maíz o una parte de la misma, una planta de pasto varilla o parte de la misma, o una planta de sorgo o 
parte de la misma. El procedimiento puede incluir al menos uno de cultivar la planta transgénica, propagar la planta, 
obtener la progenie de la planta transgénica, u obtener las semillas a partir de la planta transgénica o su progenie.

En una divulgación, se proporciona una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica y una semilla 5
con una menor tasa de germinación con respecto a la semilla que no tiene la característica autohidrolítica, o una 
parte de la misma. La planta transgénica puede ser la planta desarrollada originalmente tras la transformación o una 
progenie de la misma. La planta transgénica puede incluir un vector de expresión que tiene una secuencia que 
codifica una xilanasa. La construcción de expresión puede incluir un promotor unido operativamente a la secuencia 
que codifica una xilanasa. El promotor unido operativamente puede ser un promotor inducible. El promotor unido 10
operativamente puede ser un promotor constitutivo. Los promotores constitutivos que se pueden proporcionar 
incluyen pero no se limitan a promotores ubiquitina (por ejemplo promotores tales como promotores ubiquitina de 
maíz, ubiquitina de arroz, o ubiquitina de panicum), promotores actina, el promotor fosfoenolpiruvato (PEPC), o el 
promotor del virus del mosaico de la coliflor (CMV). La planta transgénica puede configurarse para permitir que se
exprese la xilanasa. Si el vector de expresión está configurado para que se exprese la xilanasa todas o la mayoría 15
de las veces, se puede acumular la xilanasa sin tener que realizar ninguna etapa adicional. Si el vector de expresión 
se configura para expresar la xilanasa por inducción de la expresión, la expresión de la xilanasa se puede conseguir 
proporcionando las condiciones que contribuyan a la inducción. Ejemplos de promotores y etapas para proporcionar 
las condiciones que contribuyen a la inducción que se pueden proporcionar incluyen pero no se limitan al promotor 
1a de la proteína relacionada con la patogénesis del arroz que puede inducirse aplicando ácido salicílico exógeno a 20
la planta, el promotor Sag39 del arroz que se induce cuando la planta entra en senescencia, y el promotor de la 
glutelina del arroz que se induce durante el desarrollo de semillas en la planta. La xilanasa es una xilanasa de 
Dictyoglomus o una variante de la misma. La xilanasa desvelada puede pero no se limita a la que tenga una 
secuencia de aminoácidos que tenga una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 
o el 100 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 19. La xilanasa desvelada puede ser una subsecuencia de SEQ ID 25
NO: 19 que sea una variante de SEQ ID NO: 19. Una xilanasa desvelada que tenga menos del 100 % de identidad 
con la secuencia de SEQ ID NO: 19 puede ser una variante de la secuencia que tiene el 100 % de identidad con 
SEQ ID NO: 19. La secuencia desvelada que codifica la xilanasa puede incluir un ácido nucleico que se hibrida con 
un ácido nucleico de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo, en 
condiciones de una de entre baja, alternativamente moderada rigurosidad, o alternativamente alta rigurosidad. La 30
secuencia desvelada que codifica la xilanasa puede incluir un ácido nucleico que codifica una secuencia de 
aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con 
una secuencia de aminoácidos de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 19, o una subsecuencia 
de la secuencia de aminoácidos que tiene al menos 20 aminoácidos. La secuencia desvelada que codifica la 
xilanasa puede incluir un ácido nucleico que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 35
97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo. La planta transgénica o 
parte de la misma puede ser pero no se limita a una planta transgénica de maíz o una parte de la misma, una planta 
transgénica de pasto varilla o parte de la misma, o una planta transgénica de sorgo o parte de la misma.

En una realización, se proporciona una planta transgénica que tiene una característica hidrolítica, o una parte de la 
misma de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 3, 12 y 18. La planta transgénica puede ser la planta desarrollada 40
originalmente tras la transformación o una progenie de la misma. La planta transgénica incluye un vector de 
expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína. La xilanasa modificada por 
una inteína tiene la inteína fusionada internamente en la xilanasa. La xilanasa modificada por una inteína tiene una 
menor actividad con respecto a la xilanasa que carece de la inteína. La construcción de expresión puede incluir un 
promotor unido operativamente a la secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína. El promotor 45
unido operativamente puede ser un promotor inducible. El promotor unido operativamente puede ser un promotor 
constitutivo. Los promotores constitutivos que se pueden proporcionar incluyen pero no se limitan a promotores 
ubiquitina (por ejemplo promotores tales como promotores ubiquitina de maíz, ubiquitina de arroz, o ubiquitina de 
panicum), promotores actina, el promotor fosfoenolpiruvato (PEPC), o el promotor del virus del mosaico de la coliflor 
(CMV). La planta transgénica puede configurarse para permitir que se exprese la xilanasa. Si el vector de expresión 50
está configurado para que se exprese la xilanasa modificada por una inteína todas o la mayoría de las veces, se 
puede acumular la xilanasa modificada por una inteína sin tener que realizar ninguna etapa adicional. Si el vector de 
expresión se configura para expresar la xilanasa modificada por una inteína por inducción de la expresión, la 
expresión de la xilanasa modificada por una inteína puede incluir proporcionar las condiciones que contribuyan a la 
inducción. Ejemplos de promotores y etapas para proporcionar las condiciones que contribuyen a la inducción que 55
se pueden proporcionar incluyen pero no se limitan al promotor 1a de la proteína relacionada con la patogénesis del 
arroz que puede inducirse aplicando ácido salicílico exógeno a la planta, el promotor Sag39 del arroz que se induce 
cuando la planta entra en senescencia, y el promotor de la glutelina del arroz que se induce durante el desarrollo de 
semillas en la planta. Las partes de xilanasa de la xilanasa modificada por una inteína cuando se consideran como 
una secuencia contigua son una xilanasa de Dictyoglomus o una variante de la misma. Las partes de xilanasa 60
desveladas de la xilanasa modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua pueden
tener una secuencia de aminoácidos que tenga una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 
97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 19. Las partes de xilanasa desveladas de la xilanasa 
modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua pueden ser una subsecuencia de 
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SEQ ID NO: 19 que sea una variante de SEQ ID NO: 19. Las partes de xilanasa desveladas de la xilanasa 
modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua y tengan menos del 100 % de 
identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 19 pueden ser una variante de la secuencia que tiene el 100 % de 
identidad con SEQ ID NO: 19. La secuencia desvelada que codifica las partes de xilanasa de la xilanasa modificada 
con una inteína puede incluir un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad 5
de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con una secuencia de aminoácidos de 
referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 19. La secuencia desvelada que codifica las partes de 
xilanasa de la xilanasa modificada por una inteína puede incluir un ácido nucleico que se hibrida con una secuencia 
de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 20 o la complementaria de la misma en condiciones de 
baja rigurosidad, o alternativamente rigurosidad moderada, o alternativamente alta rigurosidad. La secuencia 10
desvelada que codifica la xilanasa de la xilanasa modificada por una inteína puede incluir un ácido nucleico que 
tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de 
SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo. La xilanasa modificada por una inteína puede tener una secuencia 
de aminoácidos que tenga una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % 
con una secuencia que se selecciona de entre las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 21, 60, 62, o 64. La 15
secuencia desvelada que codifica la xilanasa modificada con una inteína puede ser un ácido nucleico aislado que se 
hibrida con un ácido nucleico de referencia que consiste en la secuencia de una de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 
15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o la complementaria de las mismas en condiciones de baja rigurosidad, 
alternativamente de rigurosidad moderada, o alternativamente de alta rigurosidad. La secuencia desvelada que 
codifica la xilanasa modificada por una inteína puede ser un ácido nucleico aislado que codifica una secuencia de 20
aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con 
una secuencia de aminoácidos de referencia que consiste en la secuencia de una de las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 
12, 14, 16, 17, 21, 60, 62, o 64. La secuencia desvelada que codifica la xilanasa modificada por una inteína puede 
ser un ácido nucleico aislado que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 
99, o el 100 % con la secuencia de una de las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o 25
la complementaria de las mismas. La inteína desvelada en la xilanasa modificada por una inteína puede tener una 
secuencia que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con 
una secuencia que se selecciona de entre las SEQ ID NO: 22-28. La planta transgénica puede configurarse para 
que incluya una inteína que se corte y empalme al exponerse a las condiciones de inducción. Las condiciones para 
inducir el corte y empalme de la inteína pueden ser pero no se limitan a una temperatura por encima de la 30
temperatura a la que se cultiva la planta transgénica. Las condiciones para inducir el corte y empalme de la inteína 
pueden ser pero no se limitan a una temperatura de 50 ºC a 70 ºC. Las condiciones para inducir el corte y empalme 
de la inteína pueden ser pero no se limitan a cualquier temperatura en un intervalo entre cualquiera de dos valores 
enteros de 50 ºC a 70 ºC. La planta transgénica o una parte de la misma puede ser pero no se limita a una planta 
transgénica de maíz o una parte de la misma, una planta transgénica de pasto varilla o parte de la misma, o una 35
planta transgénica de sorgo o parte de la misma.

En una divulgación, se proporciona un procedimiento para obtener un azúcar. El procedimiento puede incluir 
proporcionar una planta transgénica o parte de una planta transgénica. La planta transgénica incluye un vector de 
expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa. El procedimiento también incluye someter la planta 
transgénica o parte de la misma a hidrólisis enzimática. El procedimiento puede incluir también expresar la xilanasa. 40
El procedimiento puede incluir también moler y/o pre-procesar con un procedimiento de pretratamiento. Ejemplos no 
limitantes de hidrólisis, molido, y pre-procesamiento con un procedimiento de pretratamiento se proporcionan
posteriormente. La planta transgénica puede incluir un vector de expresión que tenga una secuencia que codifique 
una xilanasa. La construcción de expresión puede incluir un promotor unido operativamente a la secuencia que 
codifica una xilanasa. El promotor unido operativamente puede ser un promotor inducible. El promotor unido 45
operativamente puede ser un promotor constitutivo. Los promotores constitutivos que se pueden proporcionar 
incluyen pero no se limitan a promotores ubiquitina (por ejemplo promotores tales como promotores ubiquitina de 
maíz, ubiquitina de arroz, o ubiquitina de panicum), promotores actina, el promotor fosfoenolpiruvato (PEPC), o el 
promotor del virus del mosaico de la coliflor (CMV). La planta transgénica puede configurarse para permitir que se 
exprese la xilanasa. Si el vector de expresión está configurado para que se exprese la xilanasa todas o la mayoría 50
de las veces, se puede acumular la xilanasa sin tener que realizar ninguna etapa adicional. Si el vector de expresión 
se configura para expresar la xilanasa por inducción de la expresión, el procedimiento puede incluir la expresión de 
la xilanasa proporcionando las condiciones que contribuyan a la inducción. Ejemplos de promotores y etapas para 
proporcionar las condiciones que contribuyen a la inducción que se pueden proporcionar incluyen pero no se limitan 
al promotor 1a de la proteína relacionada con la patogénesis del arroz que puede inducirse aplicando ácido salicílico 55
exógeno a la planta, el promotor Sag39 del arroz que se induce cuando la planta entra en senescencia, y el 
promotor de la glutelina del arroz que se induce durante el desarrollo de semillas en la planta. La xilanasa es una 
xilanasa de Dictyoglomus o una variante de la misma. La xilanasa desvelada puede pero no se limita a la que tenga 
una secuencia de aminoácidos que tenga una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 
99, o el 100 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 19. La xilanasa desvelada puede ser una subsecuencia de SEQ 60
ID NO: 19 que sea una variante de SEQ ID NO: 19. Una xilanasa desvelada que tenga menos del 100 % de 
identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 19 puede ser una variante de la secuencia que tiene el 100 % de 
identidad con SEQ ID NO: 19. La secuencia desvelada que codifica la xilanasa puede incluir un ácido nucleico que 
se hibrida con una secuencia de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del 
mismo en condiciones de baja rigurosidad, o alternativamente de rigurosidad moderada, o alternativamente de alta 65
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rigurosidad. La secuencia desvelada que codifica la xilanasa puede incluir un ácido nucleico que codifica una 
secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o 
el 100 % con una secuencia de aminoácidos de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 19, o una 
subsecuencia de la secuencia de aminoácidos que tiene al menos 20 aminoácidos. La secuencia desvelada que 
codifica la xilanasa puede incluir un ácido nucleico que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 5
94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo. La planta 
transgénica o parte de la misma puede ser pero no se limita a una planta transgénica de maíz o una parte de la 
misma, una planta transgénica de pasto varilla o parte de la misma, o una planta transgénica de sorgo o parte de la 
misma. El procedimiento puede incluir al menos uno de cultivar la planta transgénica, propagar la planta transgénica, 
obtener la progenie de la planta transgénica, u obtener las semillas a partir de la planta transgénica o su progenie.10

En una realización, se proporciona un procedimiento para obtener un azúcar. El procedimiento incluye proporcionar 
una planta transgénica o parte de una planta transgénica. La planta transgénica tiene un vector de expresión que 
incluye una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína. El procedimiento también incluye 
someter la planta transgénica o parte de la misma a hidrólisis enzimática. El procedimiento puede incluir también 
expresar la xilanasa. El procedimiento puede incluir también moler y/o pre-procesar con un procedimiento de 15
pretratamiento. Se proporcionan posteriormente ejemplos no limitantes de hidrólisis, molido, y pre-procesamiento 
con un procedimiento de pretratamiento. La inteína está fusionada internamente en la xilanasa, y la xilanasa 
modificada por una inteína tiene una menor actividad con respecto a la xilanasa que carece de inteína. La 
construcción de expresión puede incluir un promotor unido operativamente a la secuencia que codifica una xilanasa
modificada por una inteína. El promotor unido operativamente puede ser un promotor inducible. El promotor unido 20
operativamente puede ser un promotor constitutivo. Los promotores constitutivos que se pueden proporcionar 
incluyen pero no se limitan a promotores ubiquitina (por ejemplo promotores tales como promotores ubiquitina de 
maíz, ubiquitina de arroz, o ubiquitina de panicum), promotores actina, el promotor fosfoenolpiruvato (PEPC), o el 
promotor del virus del mosaico de la coliflor (CMV). La planta transgénica puede configurarse para permitir que se 
exprese la xilanasa. Si el vector de expresión está configurado para que se exprese la xilanasa modificada con una 25
inteína todas o la mayoría de las veces, se puede acumular la xilanasa modificada por una inteína sin tener que 
realizar ninguna etapa adicional. Si el vector de expresión se configura para expresar la xilanasa modificada por una 
inteína por inducción de la expresión, el procedimiento puede incluir la expresión de la xilanasa modificada por una 
inteína proporcionando las condiciones que contribuyan a la inducción. Ejemplos de promotores y etapas para 
proporcionar las condiciones que contribuyen a la inducción que se pueden proporcionar incluyen pero no se limitan 30
al promotor 1a de la proteína relacionada con la patogénesis del arroz que puede inducirse aplicando ácido salicílico 
exógeno a la planta, el promotor Sag39 del arroz que se induce cuando la planta entra en senescencia, y el 
promotor de la glutelina del arroz que se induce durante el desarrollo de semillas en la planta. Las partes de xilanasa 
desveladas de la xilanasa modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua pueden
ser una xilanasa de Dictyoglomus o una variante de la misma. Las partes de xilanasa desveladas de la xilanasa 35
modificada por una inteína pueden tener una secuencia de aminoácidos que tenga una identidad de al menos el 75, 
80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 19. Las partes de
xilanasa desveladas de la xilanasa modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua
pueden ser una subsecuencia de SEQ ID NO: 19 que sea una variante de SEQ ID NO: 19. Las partes de xilanasa 
desveladas de la xilanasa modificada por una inteína cuando se consideran como una secuencia contigua que tenga 40
menos del 100 % de identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 19 pueden ser una variante de la secuencia que 
tiene el 100 % de identidad con SEQ ID NO: 19. La secuencia desvelada que codifica la parte de xilanasa de la 
xilanasa modificada por una inteína cuando se considera como una secuencia contigua puede incluir un ácido 
nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con una secuencia de aminoácidos de referencia que consiste en la secuencia 45
de SEQ ID NO: 19. La secuencia desvelada que codifica las partes de xilanasa de la xilanasa modificada por una 
inteína cuando se considera como una secuencia contigua puede incluir un ácido nucleico que se hibrida con un
ácido nucleico de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo en 
condiciones de una de baja, alternativamente moderada rigurosidad, o alternativamente de alta rigurosidad. La 
secuencia desvelada que codifica la xilanasa de la xilanasa modificada por una inteína puede incluir un ácido 50
nucleico que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con la 
secuencia de SEQ ID NO: 20 o el complementario del mismo. La xilanasa modificada por una inteína desvelada 
puede tener una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 
96, 97, 98, 99, o el 100 % con una secuencia que se selecciona de entre las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
17, 21, 60, 62, o 64. La secuencia desvelada que codifica la xilanasa modificada con una inteína puede ser un ácido 55
nucleico aislado que se hibrida con un ácido nucleico de referencia que consiste en la secuencia de una de SEQ ID 
NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o la complementaria de las mismas en condiciones de 
baja rigurosidad, alternativamente de rigurosidad moderada, o alternativamente de alta rigurosidad. La secuencia 
desvelada que codifica la xilanasa modificada por una inteína puede ser un ácido nucleico que tiene una identidad 
de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con la secuencia de una de las SEQ ID 60
NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o la complementaria de las mismas. La secuencia 
desvelada que codifica la xilanasa modificada por una inteína puede ser un ácido nucleico aislado que codifica una 
secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o 
el 100 % con una secuencia de aminoácidos de referencia que consiste en la secuencia de una de las SEQ ID NO: 
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 21, 60, 62, o 64. La inteína desvelada en la xilanasa modificada por una inteína puede 65
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tener una secuencia que tiene una identidad de al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 
100 % con una secuencia que se selecciona de entre las SEQ ID NO: 22-30. La planta transgénica puede 
configurarse para que incluya una inteína que se corte y empalme al exponerse a las condiciones de inducción y el 
procedimiento puede incluir además proporcionar una condición para inducir el corte y empalme de inteína. Las 
condiciones para inducir el corte y empalme de la inteína pueden ser pero no se limitan a una temperatura por 5
encima de la temperatura a la que se cultiva la planta transgénica. Las condiciones para inducir el corte y empalme 
de la inteína pueden ser pero no se limitan a una temperatura de 50 ºC a 70 ºC. Las condiciones para inducir el corte 
y empalme de la inteína pueden ser pero no se limitan a cualquier temperatura en un intervalo entre cualquiera de 
dos valores enteros de 50 ºC a 70 ºC. La planta transgénica o parte de la misma puede ser pero no se limita a una 
planta de maíz transgénica o una parte de la misma, una planta transgénica de pasto varilla o parte de la misma, o 10
una planta transgénica de sorgo o parte de la misma. 

En una realización, se proporciona una xilanasa modificada por una inteína de acuerdo con las reivindicaciones 13 o 
14. La xilanasa modificada con una inteína desvelada puede tener una secuencia con una identidad de al menos el 
75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con una de las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 
21, 60, 62, o 64. La identidad puede ser del 100 %.15

En una divulgación, se proporciona un ácido nucleico aislado que tiene una secuencia que se hibrida con un ácido 
nucleico de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 
61, o 63 o el complementario del mismo en condiciones de baja rigurosidad. En una realización, se proporciona un 
ácido nucleico aislado que tiene una secuencia que se hibrida con un ácido nucleico de referencia que consiste en la 
secuencia de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o el complementario del mismo en 20
condiciones de rigurosidad moderada. En una realización, se proporciona un ácido nucleico aislado que tiene una 
secuencia que se hibrida con un ácido nucleico de referencia que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 
9, 11, 13, 15,18, 35, 36, 37, 38, 59, 61, o 63 o el complementario del mismo en condiciones de alta rigurosidad. En 
una divulgación, se proporciona un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos con una identidad de 
al menos el 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con una secuencia de aminoácidos de 25
referencia que consiste en una de las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 21, 60, 62, o 64. El porcentaje de 
identidad puede ser del 100 %.

En una divulgación, se proporciona un ácido nucleico aislado que incluye una secuencia que codifica una xilanasa 
modificada por una inteína que tiene una secuencia con una identidad del 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 
98, 99, o el 100 % con una de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 21, 60, 62, o 64. El porcentaje de identidad puede ser del 30
100 %.

En una divulgación, se proporciona una inteína que tiene una secuencia con una identidad de al menos el 75, 80, 85, 
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o el 100 % con una de SEQ ID NO: 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 30. El 
porcentaje de identidad puede ser del 100 %.

En una divulgación, se proporciona un ácido nucleico aislado que codifica una inteína que tiene una secuencia con 35
una identidad de al menos el 90 % con una de SEQ ID NO: 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 30. El porcentaje de 
identidad puede ser del 100 %.

Como se desvela, se puede proporcionar una xilanasa que tenga menos del 100 % de identidad con una secuencia 
de referencia. La xilanasa desvelada puede proporcionarse como una secuencia contigua o como parte de una 
xilanasa modificada por una inteína. La xilanasa desvelada que tiene menos del 100 % de identidad con una 40
secuencia de referencia puede tener actividad xilanasa cuando se proporciona como una secuencia contigua. La
xilanasa desvelada que tiene menos del 100 % de identidad con una secuencia de referencia puede tener actividad 
xilanasa después del corte y empalme cuando se proporcionan como secuencias en una xilanasa modificada por 
una inteína. La cantidad de actividad xilanasa puede ser la de una variante. La xilanasa desvelada que tiene menos 
del 100 % de identidad con una secuencia de referencia y la actividad de xilanasa puede estar en un procedimiento, 45
una planta transgénica o una secuencia de aminoácido que se desvela en el presente documento. Puede 
proporcionarse un ácido nucleico desvelado que codifique la xilanasa que tiene menos del 100 % de identidad con 
una secuencia de referencia y actividad xilanasa. El ácido nucleico puede proporcionarse en una divulgación de un 
procedimiento, planta transgénica o secuencia de ácido nucleico del presente documento.

Como se desvela, se puede proporcionar una xilanasa modificada por una inteína o una inteína en la que la 50
secuencia de inteína tenga menos del 100 % de identidad con una secuencia de referencia. La inteína desvelada 
puede tener actividad de corte y empalme. La cantidad de actividad de corte y empalme puede ser la de una 
variante. Una inteína desvelada que tenga menos del 100 % de identidad con una secuencia de referencia y que 
tiene actividad de corte y empalme se puede proporcionar en una realización de un procedimiento, planta 
transgénica o secuencia de aminoácido del presente documento. Se puede proporcionar un ácido nucleico 55
desvelado que codifique la inteína que tenga menos del 100 % de identidad con una secuencia de referencia y que 
tenga actividad de corte y empalme. El ácido nucleico desvelado se puede proporcionar en una realización de un 
procedimiento, una planta transgénica o una secuencia de ácido nucleico del presente documento.
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En una realización, se proporciona una semilla de una planta transgénica de acuerdo con la reivindicación 17. La 
planta transgénica a partir de la cual se proporciona la semilla puede ser cualquier planta transgénica del presente 
documento, o una progenie de la misma; o que se deriva de cualquier procedimiento del presente documento. Una 
divulgación incluye la producción de semillas a partir de una planta transgénica que incluye producir una cualquiera 
de las plantas transgénicas del presente documento y recolectar la semilla de la planta transgénica o la progenie de 5
la misma.

Pueden estar presentes una o más mutaciones de la secuencia de xilanasa o la secuencia de inteína de los 
ejemplos posteriores, en cualquiera de una xilanasa, partes de xilanasa de una enzima modificada por una inteína, 
inteína en una xilanasa modificada por una inteína, o una inteína del presente documento. Pueden estar presentes 
una o más mutaciones de una secuencia de xilanasa o secuencia de inteína de los ejemplos posteriores en 10
cualquier xilanasa, partes de xilanasa de una enzima modificada por una inteína, inteína en una xilanasa modificada 
por una inteína o inteína codificada por uno cualquiera de los ácidos nucleicos de cualquiera de las realizaciones 
precedentes.

La introducción de enzimas que degradan la pared celular modificadas por una inteína en las plantas puede 
utilizarse para crear características de procesamiento celulósico valiosas que ayuden a afrontar los costes de 15
pretratamiento, costes de enzimas y desafíos en la capacidad de producción de enzimas, a la vez que hace posible 
la producción de biocombustibles a partir de biomasa no alimentaria. Como se muestra en el presente documento, 
las plantas que expresan una enzima iXynB no tienen el fenotipo de semilla arrugada que se encuentra en las 
plantas de maíz transgénicas que expresan la XynB nativa de tipo silvestre (SEQ ID NO: 20). Tras la cosecha de las 
plantas, las enzimas modificadas con una inteína aún proporcionan niveles de actividad tras un tratamiento con calor20
que eran lo suficientemente altos como para mejorar significativamente la hidrólisis del forraje de maíz, con o sin el 
uso de una xilanasa externa, en comparación con el forraje de maíz de tipo silvestre (AxB). Dichas características de 
procesamiento de las plantas pueden ser particularmente valiosas si pueden reducir o eliminar el coste de las 
enzimas (estimado en más de 1,89$/l) (Lebler, 2010), reducir los costes de pretratamiento (estimados en 1,14$/l) 
(Mosier y col., 2005), y ayudar a reducir la necesaria planificación de la capacidad de producción enzimática que 25
sería necesaria para igualarse con los combustibles celulósicos renovables convencionales.

Realizaciones adicionales incluyen las que se forman leyendo cualquiera de las reivindicaciones dependientes del 
listado de reivindicaciones posterior que dependen de cualquiera o más de las reivindicaciones precedentes e 
incluyen su reivindicación de base independiente.

Las divulgaciones adicionales incluyen las que se pueden formar suplementando cualquier realización con uno o 30
más elementos de cualquiera o más de otras realizaciones del presente documento.

Ejemplos Los siguientes ejemplos no limitantes se proporcionan para ilustrar realizaciones particulares. Las 
divulgaciones a lo largo del presente documento se pueden suplementar con uno o más detalles de uno cualquiera o 
más de los ejemplos posteriores.

Los números de posición de XynB a los que se hace referencia en el presente documento son con respecto a la 35
secuencia nativa, que incluye un péptido de señal de 24 aminoácidos (SEQ ID NO: 39); la posición 1 en SEQ ID NO: 
19 se cuenta como la posición 25. Con esta numeración S158, que se muestra subrayado a continuación, aparece 
en la posición 134 de SEQ ID NO: 19.

40

Los números de posición de mutaciones en la inteína Tth a los que se hace referencia en el presente documento, se 
numeran basándose en la secuencia nativa de inteína Tth (SEQ ID NO: 34) incluso en el contexto de un contexto de 
proteína más grande modificada con una inteína. Por ejemplo, una mutación en R51 se refiere a una mutación en la 
Arg 41 de la SEQ ID NO: 34 incluso si la secuencia de inteína Tth o una parte de la misma está en otra proteína.

Ejemplo 1 Para mejorar la digestibilidad del forraje de maíz, se desarrolló una xilanasa modificada por una inteína. 45
Se clonó el gen de xilanasa termoestable de Dictyoglomus thermophilum (xynB) en un vector de expresión lambda. 
Para generar una XynB con una actividad hidrolítica regulada, durmiente, se insertó la secuencia codificante de la 
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inteína termoestable, Thermus thermophilus, Tth-HB27 DnaE-1 (Tth), en el xynB directamente corriente arriba de 
codones seleccionados de cisteína (C), serina (S), o treonina (T). En total, la secuencia codificante de la inteína Tth 
se insertó en 23 sitios individuales (un C, ocho S, y 14 T) de xynB, dando como resultado 23 genes xynB diferentes 
modificados con inteína Tth. Estos sitios se seleccionaron de entre 82 sitios C, S, T posibles en XynB debido a que 
abarcaban el dominio catalítico de la enzima y residían primariamente entre los restos catalíticos de la secuencia 5
primaria de la enzima (E118 y E208). En referencia a la FIG. 1A, se cultivaron células de E. coli transfectadas con el 
fago lambda que codifica xynB en placas de agar de diagnóstico que contenía un sustrato de xilano insoluble (xilano 
AZCL, Megazyme) Los halos azules que se desarrollaban en y alrededor de las placas eran indicativos de actividad 
hidrolítica. Se utilizaron cuatro diluciones 10 x en serie de los fagos que expresaba la XynB nativa, no xilanasa 
(pBluescript, pBS), iXynB S158, iXynB S158-30, o iXynB T134-195, para transfectar células de E. coli XL1-Blue 10
MRF’ y se colocaron en placas en cuadrantes sobre placas NZY que contenían IPTG y xilano AZCL. La iXynB S158 
se derivó insertando la inteína Tth (SEQ ID NO: 34) en la XynB (SEQ ID NO: 19) adyacente a S158.

La iXynB Tth S158-30 es un derivado mutante de iXynB S158, mientras que iXynB 134-195 es un derivado mutante 
de la inserción de la inteína Tth en XynB antes de T134. Se incubaron placas por repetido durante una noche a 37 
ºC, y se continuó cada una durante 2 horas de incubación a 37 ºC o 50 ºC o 70 ºC. Las placas que expresaban estos 15
genes se exploraron en cuanto a su actividad termorregulada. Dependiendo del sitio de inserción, la inteína Tth 
afectaba diferencialmente la actividad de XynB y las placas se puntuaron de acuerdo con su actividad, según se 
evidenciaba por el desarrollo del color azul (“fenotipo de placa”). Las placas se definieron como “permisivas” si se 
volvían azules espontáneamente sin tratamiento con calor (37 ºC o menos), “de cambio” si se volvían azules solo 
tras incubar las placas a una temperatura elevada (50 ºC, 60 ºC , 65 ºC, o 70 ºC), o “no permisivas” si las placas 20
permanecían transparentes bajo todas las condiciones. Las placas que expresaban la XynB modificada por una 
inteína (iXynB) se clasificaron de acuerdo con el sitio de inserción + 1: permisivas (S63, S112, S135, S170, S174, 
S178, C206), no permisivas (T113, T140, T145, T151, T152, T164, T180, T182, T184, T199 y T204) y de cambio 
(S124, T134, S158, T173, T177). La inserción de inteína Tth antes de una cisteína o serina daba como resultado 
más a menudo un fenotipo permisivo o de cambio, mientras que la inserción antes de una treonina creaba más a 25
menudo un fenotipo no permisivo, sugiriendo que un resto C+1 o S+1 favorece el corte y empalme de inteína Tth en 
XynB.

Para desarrollar una iXynB termorregulada con una robusta actividad regulada por la temperatura, se exploraron 
bibliotecas de iXynB Tth mutagenizadas en los sitios de inserción T134 y S158, utilizando la exploración en placas 
de agar de diagnóstico, como se ha descrito anteriormente. Estos sitios se seleccionaron debido al cambio de su 30
fenotipo de placa con la inteína Tth de tipo silvestre y debido a que producían una iXynB estable que se detectaba 
fácilmente en una transferencia de western. Se exploraron aproximadamente 2,5 x 106 placas que representaban 
tres bibliotecas mutagenizadas independientemente en el sitio T134. En el sitio S158, se exploraron unas 3,5 x 106

placas que representaban cuatro bibliotecas mutagenizadas independientemente. La frecuencia de placas con una 
mejora reproducible del fenotipo de cambio era aproximadamente del 0,01 % en el sitio T134, y del 0,004 % en el35
sitio S158. Se rescataron los fagémidos de las placas que daban como resultado un fenotipo de cambio reproducible 
y se ensayaron en un ensayo de actividad para medir como afectaba el pretratamiento de temperatura a la actividad 
de los mutantes iXynB Tth aislados. En estos ensayos, se trataron con calor los lisados celulares con varias 
temperaturas (25 ºC-65 ºC) en ausencia de sustrato de xilano, se enfriaron en hielo, y luego se ensayaron en cuanto 
a su actividad hidrolítica a 37 ºC utilizando xilano AZCL. El tratamiento con calor inicial que se llevó a cabo en 40
ausencia de sustrato distinguía el efecto del tratamiento con calor sobre el corte y empalme de inteína del efecto que 
hubiera tenido la temperatura elevada sobre la actividad específica de la enzima.

Para cada clon que se evaluó, se calculó la inducción de plegamiento, FI, como la relación de actividad en caliente 
dividida por la actividad sin calor; una FI de uno significaría que no se produjo inducción, una FI < 1 indicaría una 
disminución de la actividad enzimática después del calentamiento, una FI > 1 indicaría un aumento de la actividad 45
termorregulada por el tratamiento con calor. La FI de la XynB de tipo silvestre no se alejaba significativamente de la 
unidad, mientras que se observaron aumentos de la FI en las XynB mutantes, demostrando que la inserción de la 
inteína era responsable de la termorregulación, y que esta propiedad no era inherente a la XynB nativa. Para 
desarrollar una actividad termorregulada mejorada, los clones se seleccionaron basándose en la FI y se utilizaron en 
múltiples rondas de mutagénesis. En referencia a la FIG. 1B, se comparó la termorregulación de diferentes mutantes 50
en el programa de exploración. La actividad se midió y se comparó entre muestras tratadas con calor alto (59 ºC 
durante cuatro horas) y bajo (37 ºC durante cuatro horas). Los candidatos iXynB Tth mutagenizados se evaluaron 
con un ensayo de cambio en el que se calentaron alícuotas de lisado durante 4 horas a 37 ºC (barra de la izquierda 
en cada par de barras sobre de cada etiqueta de muestra) o 59 ºC (barra derecha en cada par de barras sobre cada 
etiqueta de muestra) sin sustrato, se enfriaron en hielo y se incubaron con xilano AZCL a 37 ºC durante 2 horas. Se 55
midió la absorbancia del producto a 590 nm. Se utilizó el lisado de las células transformadas con pBS, y de las 
células que expresaban XynB como controles. Para los candidatos iXynB Tth, la FI calculada variaba desde 1,5-9, 
mientras que para la enzima XynB de tipo silvestre era de 0,8-1,2.

En referencia a la FIG. 1C, se estableció la temperatura del tratamiento con calor y el tiempo que producían la FI 
máxima siguiendo el trascurso del corte y empalme de inteína utilizando el ensayo de actividad. Los lisados 60
celulares bacterianos de varios candidatos o no se calentaron (muestras de control a 25 ºC) o se calentaron a 37 ºC, 
50 ºC y 59 ºC durante 1, 4 y 6 horas sin sustrato. Las muestras se enfriaron en hielo y luego se incubaron con xilano 
AZCL a 37 ºC durante 2 horas. El producto hidrolizado se midió a una absorbancia a 590 nm. El lisado de las células 
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transformadas con pBS y XynB nativa se utilizaron como controles. En el panel de una hora, las muestras aparecen 
de arriba a abajo como XynB, T134-1065, T134-1101, S158-3110, S158-3108, y pBluescript. En el panel de cuatro 
horas, las muestras aparecen de arriba a abajo como XynB, T134-1101, T134-1065, S158-3110, S158-3108, y 
pBluescript. En el panel de seis horas a 50 ºC, las muestras aparecen de arriba a abajo como XynB, T134-1101, 
T134-1065, S158-3110, S158-3108, y pBluescript. Como se muestra en la FIG. 1C, la mayoría de los candidatos 5
alcanzaban un pico de actividad aproximadamente a las 4 horas y 59 ºC. En algunos candidatos, la actividad 
máxima recuperada de iXynB alcanzaba ≥ 60 % que la XynB nativa, mientras que la actividad de la línea base (37 
ºC, 4 horas de tratamiento con calor) era ≤ 10 %. El tratamiento con calor sobrepasando el tiempo de calentamiento 
o temperatura óptimos a menudo reducía la actividad por debajo de la inducción de plegamiento (FI) óptima.

En referencia a la FIG. 1D, el trascurso de la FI se correlacionaba con el transcurso del corte y empalme de la 10
inteína en candidatos que se seleccionaron para investigar si el corte y empalme de la inteína podía producir la 
actividad termorregulada de xilanasa. Se utilizó una transferencia de western para evaluar los candidatos iXynB Tth 
con el corte y empalme de inteína. La FIG. 1D ilustra una transferencia representativa de S158-3103 después del 
tratamiento con calor del lisado a 37 ºC, 50 ºC, 59 ºC y 65 ºC durante 1, 2, 4, 8 y 16 horas. La muestra no calentada
y el lisado de las células transformadas con pBluescript (pBS) y la XynB nativa se utilizaron como controles. Las 15
flechas indican el candidato iXynB S158-3103 (proteína precursora) y la XynB madura (proteína madura) con el corte 
y empalme de inteína. Los lisados celulares se calentaron durante diferentes tiempos y temperaturas, y se 
analizaron por transferencia de western utilizando un anticuerpo anti-XynB. La FIG. 1D muestra la acumulación 
progresiva de la proteína madura durante el tratamiento con calor y una disminución proporcional del precursor 
iXynB Tth, lo que es consistente con el corte y empalme inducible por calor. De los 103 candidatos ensayados, 76 20
mostraban corte y empalme inducido por calor que se correlacionaba con actividad enzimática inducible por calor en 
las condiciones ensayadas.

Se examinaron las secuencias para entender mejor la base molecular de la actividad termorregulada y el corte y 
empalme de los clones iXynB Tth. Se examinaron las secuencias de 67 candidatos con una FI ≥ 3 que presentaban 
una proteína precursora detectable de las muestras sin calentar y XynB madura cortada y empalmada de las 25
muestras calentadas, en una transferencia de western. En referencia a la FIG. 2A, se observaron múltiples 
mutaciones, pero todos estos candidatos compartían mutaciones en uno de cuatro aminoácidos. Los cuatro 
aminoácidos se recuperaron con una alta frecuencia en los candidatos mutados y cada uno era suficiente para el 
corte y empalme sensible a la temperatura de la inteína. Dos mutaciones (R51 y P71) se producían en la inteína y 
dos mutaciones (S135 y P136) se producían hacia el extremo C de la exteína cerca del sitio de inserción de la 30
inteína. La mutación R51 se recuperó solo en los candidatos en los que se había insertado la inteína Tth antes de 
S158 de la XynB, las otras tres mutaciones se recuperaron solo en los candidatos en los que se había insertado la 
Tth enfrente de T134 de la XynB. Las secuencias de exteína T134 están subrayadas y en negrita, las secuencias de 
exteína S158 están subrayadas, y las mutaciones clave están subrayadas, en negrita y en cursiva (la primera R en 
GVREVVRL, la segunda P en VLTPDHPL, y la S en SLGQ). La numeración 1-423 corresponde a la inteína, con el 35
primer aminoácido cisteína como número uno, y la última asparagina con el número 423. El sitio de inserción de 
aminoácidos, T134 y S158, se resaltan con superíndices que indican el número de aminoácido en la XynB nativa. 
Las mutaciones que se observan en la inteína, como se hace referencia a partir del primer aminoácido de la inteína 
Tth, eran R51 G (recuperada 16 veces o 16x) o R51 S (4x) cuando se insertaban en el sitio S158; mientras que se 
encontraron P71L (7x), P71T (2x), o P71Q (1x) cuando la inteína Tth se insertaba en el sitio T134. El resto de40
mutaciones, S135V (11x), S135G (1x), o inserción P136 (24x), se encontraron hacia el extremo C de la exteína 
(posición +2 y +3, respectivamente) cuando la inteína Tth se insertaba en el sitio T134 de XynB. Como control para 
ver si cualquiera de estas mutaciones se producían en candidatos que no mostraban corte y empalme 
termorregulado, se secuenciaron más de 30 clones aleatorios con FI < 2 y aunque se identificaron otras mutaciones, 
ninguno de los clones aleatorios tenían mutaciones en R51, P71, S135, o una inserción P136. Además, los45
candidatos que portaban mutaciones en una de las cuatro posiciones conservadas se recuperaron 
independientemente de siete materias primas de inteína mutagenizada distintas que se utilizan para producir las 
bibliotecas de iXynB, como argumento contra que sea una tendencia potencial debido a los efectos de clonación y 
amplificación por PCR.

Se llevó a cabo la mutagénesis dirigida al sitio para ensayar adicionalmente la importancia de estos aminoácidos en 50
la termorregulación de la actividad de iXynB Tth y el corte y empalme. Cuando cada una de las mutaciones R51G, 
R51S, P71L, P136 (inserción) se insertaron en otra iXynB no mutagenizada de otra manera, la actividad 
termorregulada aumentaba (FI ≥ 2) y se observaba el corte y empalme de la inteína. Entre todas las combinaciones 
de mutaciones que se ensayaron, las únicas mutaciones que presentaban una FI ≥ 3 eran mutaciones R51G cuando 
la Tth se insertaba en S158, y la inserción P136 cuando la Tth se insertaba en T134.55

Para los candidatos iXynB Tth que poseían actividad termorregulada y corte y empalme de inteína utilizando el sitio 
de inserción T134, las mutaciones S135 y P136 se produjeron hacia el extremo C de la exteína adyacente a la unión 
del corte y empalme (posición +2 y +3, respectivamente), consistente con el hallazgo de que los aminoácidos de la 
exteína en la vecindad afectan la actividad de la inteína (Amitai y col., 2009). Por el contrario, las mutaciones R51 y 
P71 residen en la inteína, lejos de sus sitios de corte y empalme en la cadena proteica primaria (FIG. 2A). En 60
referencia a la FIG. 2B, que muestra una estructura secundaria prevista de inteína, R51 y P71 se sitúan ambas en 
estrecha proximidad con la unión inteína-exteína con R51 a 3,3 angstroms del resto del extremo amino de la inteína 
insertada, mientras que la P71 se encuentra a 5,6 angstroms del resto del extremo carboxilo de la inteína. En la FIG. 
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2B, un modelo estructural de la inteína Tth muestra la posición de los aminoácidos clave en relación con la unión de 
corte y empalme. R51 (referencia 240, a la izquierda del centro de la figura) está en estrecha proximidad con C1 
(referencia 230, a la derecha de R51 en la figura) el primer aminoácido de la inteína Tth. P71 (carácter de referencia 
210, arriba en el centro de la figura) está en estrecha proximidad con N423 (referencia 220, cerca del centro en la 
figura) y el último aminoácido del extremo C de Tth. Tanto R51 como P71 están alineados cerca de los aminoácidos 5
que están directamente implicados en el corte y empalme de inteína. El posicionamiento espacial de estas 
mutaciones en la estructura plegada prevista de los precursores de iXynB pueden capacitarles para que interactúen 
con los aminoácidos del sitio de unión de manera termorregulada. La colocación de la mutación R51G en la inteína 
Tth insertada en la posición T134, o la introducción de la P71L en la inteína Tth insertada en el sitio S158 da como 
resultado la pérdida del cambio inducible por el calor y el corte y empalme (datos no mostrados), sugiriendo que las 10
mutaciones de inteína y la funcionalidad son específicas del contexto. La combinación de dos mutaciones, R51G y 
P71L, en una inteína también da como resultado la pérdida del cambio inducible por calor y el corte y empalme en 
ambos sitios.

En referencia a la FIG. 3, los análisis adicionales de la estructura cristalina de XynB revelaron que el resto T134 se 
localiza en la superficie, aproximadamente a 17,4 angstroms del agrupamiento de los restos más cercanos al sitio 15
activo de XynB, mientras que el resto S158 se localiza directamente en la parte superior del agrupamiento y solo a 
8,2 angstroms del sitio activo. En la FIG. 3 las bolas T34 y S158 representan los sitios de inserción de la inteína Tth 
en XynB, mientras que la bola 300 indica el resto más cercano al sitio activo de XynB. Indica el sitio de unión al
sustrato en XynB. La distancia del resto T134 al sitio activo sugiere que una inserción de inteína solo puede bloquear 
parcialmente la unión al sustrato, mientras que la inserción antes del resto S158 podría imponer un bloqueo casi 20
completo de la unión al sustrato. Las actividades mucho más bajas de la línea base de los candidatos S158 en 
comparación con las de los candidatos T134 (FIG. 1B) son consistentes con esta hipótesis. 

Para ensayar la utilidad de la iXynB termorregulada como un característica del procesamiento celulósico, la enzima
durmiente precursora de iXynB se expresó en maíz, fusionada con una secuencia de señal de alfa amilasa de 
cebada (BAASS) para dirigirla a la pared celular (Rogers, 1985), a partir del gen promotor constitutivo Ubi3 de arroz 25
(Sivamani y Qu, 2006). En plantas transgénicas que expresaban la XynB nativa, se observó un fenotipo muy 
arrugado de las semillas, mientras que dicho fenotipo no se encontró en plantas que expresaban iXynB. Las plantas 
transgénicas que expresaban la XynB nativa y la iXynB se cruzaron con líneas de maíz de tipo silvestre (AxB). En 
referencia a la FIG. 4A, las mazorcas de las plantas que expresaban la XynB nativa se desarrollaban pobremente, 
portando granos que se segregaban en fenotipos arrugado (el 55,3 % de los granos, 57 ± 28 mg por grano) y normal 30
(el 44,7 % de los granos, 184 ± 39 mg por grano). Este fenotipo segregado con presencia del transgén en el 83 % de 
los casos se determinó por genotipado basado en PCR. La FIG. 4A ilustra experimentos en los que las semillas de 
plantas transgénicas que expresan la XynB nativa (n = 535) y la iXynB Tth (n = 610), y de tipo silvestre (AxB, n = 
269) se puntuaron como normales o arrugadas. Se calculó la fracción de semillas normales y arrugadas, sobre el 
total de semillas.35

En referencia a la FIG. 4C, se evaluó la biomasa de las semillas. Las semillas que expresaban la XynB nativa 
(arrugadas), iXynB (normales), y tipo silvestre (AxB, normales) se puntuaron según la presencia o ausencia del 
transgén y se pesaron. La masa media por semilla se representó gráficamente. Al contrario que en las plantas que 
expresaban la XynB nativa, que se han descrito anteriormente, las plantas que expresaban la iXynB producían 
mazorcas normales con granos normales (un 88,3 % de los granos, 174 ± 49 mg por grano), al igual que las plantas 40
de control AxB (el 96 % de los granos, 170 ± 69 mg por grano). En referencia a la FIG. 4D, se evaluó la germinación 
de las semillas. Las semillas (n = 12) de plantas que expresaban la XynB nativa, la iXynB Tth y de plantas de tipo 
silvestre (AxB) se dejaron germinar en papel húmedo y se puntuaron las semillas germinadas. Las semillas 
transgénicas que codifican la XynB nativa germinaban pobremente (un 8,3 %) en comparación con las semillas 
transgénicas que codificaban iXynB (un 91,7 %), o las de tipo silvestre (AxB) no transgénicas (un 83,5 %). En 45
referencia a la FIG. 4E, se evaluó la morfología de las semillas. Las semillas 410 de plantas transgénicas que 
expresaban XynB nativa y las semillas 420 de plantas transgénicas que expresaban iXynB se compararon con las 
semillas 430 de las plantas de control (AxB). Todas las semillas se fotografiaron con la misma magnificación. Como 
se muestra, las semillas que expresaban XynB estaban arrugadas, mientras que las semillas que expresaban iXynB 
eran normales.50

En referencia a la FIG. 4B, las semillas se puntuaron por la presencia o ausencia del transgén y se ensayaron tres 
semillas de cada clase en cuanto a la actividad de xilanasa. La actividad media de xilanasa se representó 
gráficamente. La actividad de xilanasa era detectable en los extractos proteicos de los granos arrugados que 
poseían el gen xynB, mientras que los granos de tipo silvestre de la misma mazorca no tenían actividad. Los granos 
que portaban el gen iXynB parecían normales, pero después de un tratamiento con calor a 60 ºC presentaba 55
actividad de xilanasa (13.638 ± 794 μg RBB/mg de proteína/180 minutos; véanse los procedimientos suplementarios 
en línea) con niveles comparables a los de los granos arrugados de las plantas que expresaban XynB nativa (8.793 
± 489 μg RBB/mg proteína/180 minutos).

En referencia a la FIG. 5A, se evaluó la actividad de xilanasa en el forraje de maíz. Se suspendieron las muestras de 
forraje (15 mg) de plantas transgénicas que expresaban XynB e iXynB, y plantas de tipo silvestre (AxB), en 500 ul de 60
tampón de extracción proteico, y luego se incubaron a 60 ºC durante 4 horas con un comprimido de xilazyme 
(Megazyme). Las reacciones por triplicado se pararon añadiendo 1 ml de base Tris al 2 %, entonces se leyó la 
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absorbancia a 590 nm de 10 ml de cada reacción en 90 ml de agua. La media de las tres plantas con expresión más 
alta se representó gráficamente. La iXynB se ensayó como la base para una característica del procesamiento 
celulósico en la hidrólisis de forraje de maíz transgénico, seco. Las muestras de forraje de múltiples casos 
transgénicos se ensayaron en cuanto a la actividad xilanasa y se seleccionaron los que mostraban una actividad
xilanasa representativa.5

En referencia a la FIG. 5B, se analizó la liberación de glucosa a partir del forraje de maíz. Tras un único
pretratamiento con agua de las muestras de forraje de maíz, se hidrolizaron los sólidos utilizando cócteles de 
enzimas, con o sin una xilanasa (50 ºC durante 48 horas), tras lo cual se determinó el rendimiento en glucosa. En 
particular, el forraje de maíz (20 mg) de las plantas que expresaban XynB e iXynB, y plantas de tipo silvestre (AxB) 
se trataron con calor y se midió la liberación de glucosa (g/100 g de forraje de maíz) tras la incubación con cócteles10
de enzimas con (coctel con xilanasa externa) y sin (coctel sin xilanasa) adición externa de xilanasa. Las muestras de 
forraje que expresaban la XynB nativa o la iXynB Tth mostraban una hidrólisis mejorada en comparación con el 
forraje de control de las plantas de tipo silvestre (AxB). Mientras que la xilanasa externa (0,3 μM) mejoraba el 
rendimiento de glucosa un 23,0 % en las plantas de tipo silvestre (AxB), el forraje de las plantas iXynB tenía una 
liberación de glucosa mejorada con respecto a las plantas de tipo silvestre (AxB) de más del 41 %, con o sin el uso 15
de una xilanasa externa (0,3 μM). Los aumentos de la producción de glucosa durante la hidrólisis se correlacionan 
por lo tanto con la actividad de xilanasa presente en las muestras de forraje que se utilizaron. La enzima modificada 
por una inteína rescataba y protegía el fenotipo de la semilla, evitando de esta manera la pérdida de granos, y 
manteniendo la actividad de xilanasa en las semillas y el forraje. La actividad de xilanasa se podía recuperar tras el 
tratamiento con calor. Estos resultados muestran que se puede proporcionar una iXynB como una característica de 20
procesamiento celulósico y como un nuevo procedimiento para controlar la actividad enzimática DPC.

Ejemplo 2 El xynB de xilanasa, sin su péptido de señal nativo, y las regiones codificantes de inteína Tth-HB27 
DnaE1 se optimizaron por codón para la expresión en maíz (Codon Devices, Cambridge, MA). La inteína se insertó 
en el gen diana por PCR de solapamiento de la N-exteína, inteína, y fragmentos de exteína hacia el extremo C de 
exteína. Para la mutagénesis, se amplificaron 5 μg de plásmido ADN que codificaba las secuencias diana en 10 25
ciclos PCR utilizando el kit de mutagénesis aleatoria GeneMorph II (Stratagene). Se digirieron los productos PCR y 
se ligaron en el vector lambda ZAPII precortado. El empaquetamiento y manejo del fago se llevaron a cabo de 
acuerdo con los protocolos del fabricante (Stratagene). Las células XL1-Blue MRF’ infectadas con el fago se 
cultivaron en placas NZY que contenían IPTG (2,5 mM) y sustrato de xilano AZCL de avena al 0,2 % (Megazyme).

Ejemplo 3 Se llevaron a cabo ensayos de actividad de xilanasa con los fagémidos clones rescatados en células de 30
E. coli SOLR (Agilent Technologies). Los cultivos de una noche se cultivaron en placas de 96 pocillos en AIM 
(Novagen) y se lisaron en tampón de lisis FastBreak 1x (Promega). El lisado se centrifugó, se trató con calor, y luego 
se enfrió en hielo. Tras la incubación con xilano AZCL (a 37 ºC) se midió la actividad de xilanasa a 590 nm en un 
lector de placas Paradigm. Los datos se presentan como la media y d.e. de la transferencia de Western siguiendo 
los procedimientos convencionales.35

Ejemplo 4 Se generaron modelos estructurales de la iXynB Tth insertando el modelo de homología de la inteína Tth 
en una estructura cristalina de rayos X del dominio catalítico de XynB (pdbID 1f5j) utilizando el módulo de inserción 
de dominios de Rosetta ++ v2.3 (Berrondo, M., y col., 2008; Rohl y col., 2005; Rohl y col., 2004; Kuhlman, y col., 
2003).

Ejemplo 5 Los vectores de expresión en plantas se basaban en el sistema “súper-binario” (Hiei y col., 1994; Ishida y 40
col., 1996; Hiei y col., 2006; Komari y col., 1996, y se transformaron en maíz como se ha descrito (Negrotto, D., 
Jolley M., Beer S., Wenck A.R., Hansen G. The use of phosphomannoseisomerase as a selectable marker to recover 
transgenic maize plants (Zea mays L.) via Agrobacterium transformation. Plant Cell Reports (2000)19:798-803, que 
se incorpora en el presente documento por referencia como si se expusiera completamente). Se produjo la 
germinación en papel húmedo. Se llevó a cabo la hidrólisis del forraje utilizando un procedimiento de tres etapas que 45
incluía un pretratamiento de 16 horas en agua a 55 ºC, una autolisis de 24 horas a 55 ºC, y una incubación de 48 
horas en cócteles de enzimas con o sin la adición de xilanasa a 50 ºC. Se cuantificó la liberación de glucosa como 
se ha descrito (NREL Laboratory Analytical Procedure (LAP) technical report (NREL/TP-510-42623): A. Sluiter, B. 
Hames, R. Ruiz, C. Scarlata, J. Sluiter, y D. Templeton, "Determination of Sugars, Byproducts, and Degradation 
Products in Liquid Fraction Process Samples").50

Ejemplo 6 Clonación y expresión de xilanasa. La xilanasa de Dictyoglomus thermophilum (número de registro 
P77853) se optimizó con codón de maíz, se sintetizó (Codon Devices) y se amplificó por reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). La secuencia de la P77853 optimizada por codón de maíz se expone posteriormente. El gen 
xynB que codifica la proteína XynB nativa, sin los nucleótidos que codifican los aminoácidos 2-24 del péptido de 
señal del extremo N, se clonaron en los sitios EcoRI y XhoI del vector ZAP® II lambda siguiendo el protocolo del 55
fabricante (Stratagene). Las células de E. coli XL1-Blue MRF’ se colocaron en placas en placas de agar NZY que 
contenían 2,5 mM de IPTG (Research Products International, Corp.) y un 0,2 % de sustrato de xilano AZCL de 
avena. Tras una incubación de una noche a 37 ºC, las placas se inspeccionaron visualmente en cuanto al desarrollo 
de color azul en y alrededor de las placas de fagos, lo que indicaba la actividad xilanasa.
Secuencia de XynB (P77853) de maíz optimizada por codón. (SEQ ID NO: 31)60
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Los lisados de fago se produjeron utilizando las células de E. coli XL1-Blue MRF’ siguiendo el protocolo 
convencional (Stratagene). La actividad xilanasa de cada uno de los lisados se midió o bien utilizando el kit 
Enzchek® (Invitrogen™) o añadiendo un sustrato de xilano AZCL al 0,2 %, incubando a 37 ºC durante hasta 4 h, y 5
midiendo la absorbancia a 590 nm.

Ejemplo 7 Inserción de inteína Tth en xynB. La inteína Tth de T. thermophilus se optimizó con el uso del codón de 
maíz (SEQ ID NO: 32, posteriormente), se sintetizó (Codon Devices), y se insertó en xynB en el lado 5’ de los 
codones seleccionados de cisteína, serina, o treonina utilizando PCR de solapamiento. En resumen, tres porciones 
de ADN que representaban la parte N de la exteína (N) y la parte C de la exteína (C) de xynB, y la inteína Tth (I), se 10
amplificaron por PCR utilizando cebadores que solapaban los fragmentos de ADN adyacentes. Estas porciones 
individuales de ADN se ensamblaron entonces en una única reacción PCR utilizando un cebador directo de exteína 
N y un cebador inverso de exteína C para generar construcciones del gen xynB modificadas con inteína (a las que 
se hace referencia en el presente documento como NIC). El extremo 5’ del cebador de exteína N XynB incluía el sitio 
de restricción EcoRI y el cebador inverso exteína C XynB incluía el sitio de restricción XhoI. Las NIC se purificaron 15
en gel utilizando un kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen), se digirieron con las enzimas de restricción EcoRI y 
XhoI (New England Biolabs), el fragmento de ADN resultante se purificó en gel utilizando el kit de extracción en gel 
QIAquick (Qiagen). La NIC purificada se unió en los sitios EcoRI y XhoI del vector ZAP® II precortado y se 
empaquetaron en el fago con un paquete de extracto siguiendo el procedimiento del fabricante (Stratagene).
Secuencia de inteína Tth (SEQ ID NO: 32):20
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Ejemplo 8 Exploración en placa de diagnóstico de la actividad de xilanasa. Se colocaron en placas células XL1-Blue 
MRF’ infectadas con fago (2 ~ 4 x 103 ufp/150 mm de placa) en placas de agar NZY que contenían un 0,2 % de 
xilano AZCL y 2,5 mM de IPTG. Tras una incubación de una noche a 37 ºC, se puntuaron las placas en cuanto a la 
actividad de xilanasa (que se manifiesta con el desarrollo de color azul en y alrededor de las placas), luego se 5
incubaron las placas a 70 ºC durante hasta seis horas para identificar placas que expresaban xilanasa modificada
por una inteína termorregulada (véase la FIG. 1A). Basándose en el desarrollo del color azul, cada placa se 
categorizó de la siguiente manera: permisiva (azul a 37 ºC), no permisiva (sin color) y de cambio (azul solo tras la 
exposición a 70 ºC). En consecuencia, la respectiva inserción de inteína en la xilanasa se categorizó como: 
permisiva (la inserción de inteína no interfiere con la función proteica, o la inteína se corta y empalma durante la 10
incubación de una noche a 37 ºC), no permisiva (la inserción de inteína interfiere con la función proteica en todas las 
condiciones ensayadas), o de cambio (la actividad no se observaba tras la incubación de una noche a 37 ºC, pero se 
observaba actividad de xilanasa tras un tratamiento adicional con calor a 70 ºC).

Las placas candidatas que mostraban un desarrollo del color azul inducible por calor (al que se hace referencia en el 
presente documento como “fenotipo de cambio”) se aislaron y purificaron. Se rescataron individualmente los 15
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fagémidos de las placas candidatas purificadas con un fenotipo repetible en células de E. coli SOLR siguiendo los 
procedimientos del fabricante (Stratagene). Los candidatos se especificaron por el sitio de inserción de la inteína, 
tales como T134 y S158, seguido por un número para designar la mutante específica. Los mejores candidatos se 
analizaron utilizando un ensayo de actividad de cambio de xilanasa (descrito posteriormente), transferencia de 
western, y análisis de secuencia de ADN.5

Ejemplo 9 Ensayo de actividad de cambio de xilanasa. Los cultivos que expresaban XynB nativa o la iXynB en 
células SOLR se inocularon a partir de una única colonia y se cultivaron en 5 ml de AIM (Novagen) suplementado 
con Carbenicilina (100 mg/l) y Kanamicina (50 mg/l) a 37 ºC durante 10 horas y luego a 30 ºC durante 6 horas en 
una incubadora con agitado, a 250 rpm. Se recolectaron las células a 3000 rpm durante 15 minutos, los 
aglomerados se resuspendieron en 250 μl de tampón de lisis que contenía 200 mM de fosfato sódico pH = 6,5, 1x de 10
Tampón de lisis FastBreak™ (Promega), y 0,2 μl de DNasa/ml de nucleasa Benzonasa (Novagen). El lisado se 
diluyó 10 veces en 200 mM de tampón de fosfato sódico pH = 6,5. A partir de las diluciones, se pretrataron con calor
alícuotas de 100 μl a 25 ºC - 65 ºC durante hasta 16 h y se colocaron en hielo. Las muestras pretratadas con calor
se mezclaron con 0,2 μg de sustrato sólido de suelo fino de xilano AZCL de avena (Megazyme) y se incubaron a 37 
ºC durante hasta cuatro horas. Las muestras se agitaron, se centrifugaron a 4.000 rpm durante siete minutos y se 15
midió la absorbancia de 50 μl del sobrenadante a 590 nm en un espectrofotómetro Thermo Scientific. En los ensayos 
de validación, se cultivaron los cultivos en placas de 96 pocillos, los ensayos enzimáticos se llevaron a cabo en 
placas de 384 pocillos y se leyó la absorbancia en un lector de microplacas BioTek Synergy™ Multi-mode. La 
actividad relativa respecto a la XynB nativa y las desviaciones estándar se calcularon a partir de los ensayos de 
ocho réplicas de cultivo inoculados independientemente.20

Ejemplo 10 Análisis de transferencia de Western. Se cultivaron las células, se recolectaron y se lisaron como se ha 
descrito anteriormente. El lisado celular total se mezcló concienzudamente y se hizo una dilución 1:50 utilizando 1x 
PBS (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 4,3 mM de Na2HPO4, y 1,47 mM de KH2PO4 ajustado a un pH de 7,4). Se 
transfirieron 50 μl de cada dilución a una centrífuga estéril o un tubo de PCR y se trató con calor a las temperaturas 
y horas especificadas.25

Ejemplo 11 Secuenciación de ADN. Toda la secuenciación de ADN la llevó a cabo Agencourt (www.agencourt.com).

Ejemplo 12 Modelos estructurales. La estructura cristalina por rayos X del dominio catalítico de la XynB se extrajo 
del PDB (pdbID 1f5j). El modelo de homología de inteína Tth se generó utilizando el SwissModel (Arnold y col., 
2006; Kiefer y col., 2009; Schwede y col., 2003; Guex y Peitsch, 1997; Peitsch, 1995, y la secuencia de inteína Tth
de GenPept (gi: 46200108, restos 768-1190). En resumen, esta secuencia se alineó contra las secuencias de la 30
base de datos de secuencias de la Base de datos Proteica NCBI utilizando el NCBI Blast blastp con los parámetros 
por defecto. Esto daba como resultado los resultados del principio y final de la secuencia.

>pdb|2IMZ|A Estructuras relacionadas Cadena A, Estructura Cristalina del Dominio de corte y empalme 
de la Inteína Mtu Reca 

pdb|2IMZ|B Estructuras relacionadas Cadena B, Estructura Cristalina del Dominio de corte y empalme de 35
la Inteína Mtu Reca

Longitud=168

Puntuación = 64,7 bits (156), Esperada = 5e-ll, Procedimiento: ajuste de matriz compuesta.

Identidades = 44/120 (36 %), Positivos = 57/120 (47 %), Huecos = 3/120 (2 %) 

Consulta                   2                                      LAEGSLVLDAATGQRVPIEKVRPG—40

MEVFSLGPDYRLYRVPVLEVLESGVREVVRLRT 58

LAEG+ + D TG    IE V G   +V+   D L+ PV+   + G R+V+LR

Sometida                                                                                                                         2

LAEGTRIFDPVTGTTHRIEDVVDGRKPIHVVAAAKDGTLHARPVVSWFDQGTRD 

VIGLRI 6145

Consulta                                                                                                                        59

RSGRTLVLTPDHPLLTPEGWKPLCDLPLGTPIAVPAELPVAGHLAPPEERVTLLA 

LLLGD 118

G L TPDH+LT GW+   +L G +A P      G AP   RV LA L D

Sometida                                                                                                                        6250

AGGAILWATPDHKVLTEYGWRAAGELRKGDRVAQPRRFDGFGDSAPIPARVQA 

LADALDD 121
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Puntuación = 38,1 bits (87), Esperada = 0,006, Procedimiento: ajuste de matriz compuesta. 

Identidades = 32/117 (27 %), Positivos = 49/117 (41 %), Huecos = 15/117 (12 %) 

Consulta                                                                                                                    313

LRLVLPAVAYRVSEAKRRSGFSWSEAGRRVAVAGSCLSSGLNLKLPRRYLSR-—

--H 3655

LR+   A+++K+ + WAG        LG + PRR+

Sometida               59                       LRIAGGAILWATPDHKVLTEYGWRAAGE--------

LRKGDRVAQPRRFDGFGDSAPIPA 110

Consulta                                                                                                                    366

RLSLLGEAFADPGLEALAEGQVLWDPIVAVEPAGKARTFDLRVPPFANFVSEDLV10

VH 422

R+ L +A D L +   ++ + I V P +ARTFDL V      V+E +VVH 

Sometida                                                                                                                      111

RVQALADALDDKFLHDMLAEELRYSVIREVLPTRRARTFDLEVEELHTLVAEGV 

VVH 16715

Debido al hecho de que no había un buen resultado del dominio de endonucleasa, la secuencia se adaptó para que 
se aproximase a la retirada del dominio de endonucleasa (aminoácidos 1-102, 379-423), y se alineó contra la base 
de datos de secuencias PDB. Esto daba como resultado alineamientos de alta puntuación de los dominios del 
extremo N y el extremo C de la inteína mini-RecA con la secuencia de inteína Tth.

>pdb|2IMZ|A Estructuras relacionadas Cadena A, Estructura Cristalina del Dominio de corte y empalme 20
de la Inteína Mtu Reca 

Longitud =168

Puntuación = 74,7 bits (182), Esperada = le-14, Procedimiento: ajuste de matriz compuesta. 

Identidades = 54/166 (32 %), Positivos = 75/166 (45 %), Huecos = 17/166 (10 %) 

Consulta                  2                                      LAEGSLVLDAATGQRVPIEKVRPG—25

MEVFSLGPDYRLYRVPVLEVLESGVREVVRLRT 58

LAEG+ + D TG    IE V G   +V+   D L+ PV+   + G R+V+LR

Sometida                                                                                                                         2

LAEGTRIFDPVTGTTHRIEDVVDGRKPIHVVAAAKDGTLHARPVVSWFDQGTRD 

VIGLRI 6130

Consulta   59     RSGRTLVLTPDHPLLTPEGWKPLCDLPLGTPIAVPAEL--------------

PVAGHLAD 104

G L TPDH+LT GW+   +L G +A P                 +A L D

Sometida                                                                                                                        62

AGGAILWATPDHKVLTEYGWRAAGELRKGDRVAQPRRFDGFGDSAPIPARVQA 35

LADALDD 121

Consulta 105 PGLEALAEGQVLWDPIVAVEPAGKARTFDLRVPPFANFVSEDLVVH 

150

L +   ++ + I V P +ARTFDL V      V+E +VVH

Sometida 122 KFLHDMLAEELRYSVIREVLPTRRARTFDLEVEELHTLVAEGVVVH 40

167

Utilizando este alineamiento de secuencias se construyó un modelo de homología de Tth (sin el dominio 
endonucleasa) utilizando el Swiss Model. Las secuencias en la comparación anterior tienen asignados los números 
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de identificación de secuencia de la siguiente manera:

LAEGSLVLDAATGQRVPIEKVRPG—

MEVFSLGPDYRLYRVPVLEVLESGVREVVRLRT (SEQ ID NO: 42); LAEG (SEQ ID 

NO:                                                                                                                       43);

LAEGTRIFDPVTGTTHRIEDVVDGRKPIHVVAAAKDGTLHARPVVSWFDQGTRDVIG 5

RI                          (SEQ                          ID                          NO:                          44);

RSGRTLVLTPDHPLLTPEGWKPLCDLPLGTPIAVPAELPVAGHLAPPEERVTLLALLLC 

D        (SEQ        ID        NO:        45);        TPDH        (SEQ        ID        NO:        46);

AGGAILWATPDHKVLTEYGWRAAGELRKGDRVAQPRRFDGFGDSAPIPARVQALAD 

ALDD                         (SEQ                         ID                        NO:                         47);10

LRLVLPAVAYRVSEAKRRSGFSWSEAGRRVAVAGSCLSSGLNLKLPRRYLSR-------H

(SEQ       ID      NO:       48);            LRIAGGAILWATPDHKVLTEYGWRAAGE--------

LRKGDRVAQPRRFDGFGDSAPIPA             (SEQ             ID             NO:             49);

RLSLLGEAFADPGLEALAEGQVLWDPIVAVEPAGKARTFDLRVPPFANFVSEDLVVH 

(SEQ         ID         NO:         50);         ARTFDL         (SEQ         ID         NO:         51);15

RVQALADALDDKFLHDMLAEELRYSVIREVLPTRRARTFDLEVEELHTLVAEGVVVH

(SEQ ID NO: 52); RSGRTLVLTPDHPLLTPEGWKPLCDLPLGTPIAVPAEL--------------

PVAGHLAD                      (SEQ                      ID                      NO:                      53);

PGLEALAEGQVLWDPIVAVEPAGKARTFDLRVPPFANFVSEDLWH (SEQ ID NO: 54); 

y KFLHDMLAEELRYSVIREVLPTRRARTFDLEVEELHTLVAEGVWH (SEQ ID NO:20

55). 

Ejemplo 13 Construcción de vectores para la transformación del maíz. La secuencia de señal de la alfa amilasa de 
cebada (BAASS) que se dirige a la pared celular se unió al extremo 5’ de la secuencia de nucleótidos xynB que 
codifica la proteína XynB madura, utilizando PCR de fusión. La XynB nativa o la iXynB Tth se clonaron en el vector 
intermediario pBluescript entre el promotor Ubi3 de arroz (Sivamani y Qu, 2006) y las secuencias terminadoras nos. 25
El casete de expresión se clonó entonces en los sitios KpnI-EcoRI de pAG2004 para generar un segundo vector 
intermediario capaz de recombinarse con el vector pSB1 en un cruce triparental en la cepa LBA4404 de 
Agrobacterium tumefaciens utilizando procedimientos que se han expuesto anteriormente (Hiei y col., 1994; Ishida y 
col., 1996; Hiei y col., 2006; Komari y col., 1996).

El pAG2004 (SEQ ID NO: 56) es un derivado de pSB11, que en sí mismo es un derivado de pBR322 y está 30
disponible en Japan Tobacco. El plásmido pSB11, que se muestra en la FIG. 6, es adecuado para clonación y se 
puede mantener fácilmente en E. coli. El pSB11 se conjuga con el vector receptor pSB1 “súper-binario” (un plásmido 
Ti desarmado), que se puede mantener en la cepa LB4404 de Agrobacterium tumefaciens, a través de 
recombinación homóloga utilizando los sitios cos y ori presentes en ambos vectores. El producto de la integración 
representa un vector híbrido que se puede utilizar posteriormente para la transformación de plantas. El pSB1 35
contiene genes de virulencia tales como virB, VriC y virG necesarios para el procesamiento de T-ADN y el suministro 
a la célula vegetal. El pSB11 tiene múltiples sitios de clonación que contienen sitios de reconocimiento de enzimas 
de restricción únicas para los casetes de expresión con las secuencias genéticas diana. El pAG2004 tiene algunos 
sitios de restricción eliminados en comparación con pSB22, una conexión de promotor Ubi3 de arroz y PMI en 
HindIII-SpeI, y un sitio de clonación múltiple alterado. El vector pAG2014 (SEQ ID NO: 57) incluye la secuencia que 40
codifica el péptido de señal de alfa amilasa de cebada (BAASS, SEQ ID NO: 33) fusionada con P77853 (SEQ ID 
NO: 19) que se clona en pAG2005, y pAG2029 (SEQ ID NO: 58) incluye BAASS fusionada a la secuencia que 
codifica P77853T134-195 (SEQ ID NO: 21).

Ejemplo 14 Fenotipo de las semillas y actividad xilanasa. La actividad de xilanasa se midió en las semillas de maíz. 
Las semillas individuales se pesaron, se molieron en un polvo fino (100-150 mg) y se dispensaron en pocillos 45
individuales de un bloque de molido de 96 pocillos (Costar) cargado con bolas de acero de 5,0 mm (Abbot). Tras 
añadir 500 μl de solución Fast Break (Promega), se selló el bloque con un tapete (Costar), se agito a máxima 
velocidad en un agitador Klecko durante 45 segundos y se centrifugó a 3200 x g durante 10 min a 4 ºC. Se 
extrajeron entonces alícuotas de sobrenadante de 100 μl y 2 μl de cada pocillo para el pretratamiento y los ensayos 
proteicos, respectivamente. Las muestras se pretrataron a 60 ºC en ausencia de sustrato. Posteriormente, se 50
determinó la actividad de xilanasa en un bloque de ensayo de 96 pocillos (Costar) utilizando arabinoxilano 
entrecruzado con azurina (Megazyme, 40 mg de comprimido/pocillo) como sustrato en un medio (400 μl) que 
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contenía 100 mM de fosfato sódico pH 6,5, a 55 ºC durante 3 horas. La reacción se terminó por adición de Tris base 
al 2 % (500 μl) seguido por centrifugación a 3200 x g durante 5 minutos. Se transfirieron alícuotas (100 μl) de cada 
pocillo a una placa de 96 pocillos y se determinó la absorbancia a 596 nm utilizando un lector Tecan M 1000. Se 
utilizó una dilución en serie (100 μg a 1 μg en 100 μl) de azul brillante Remazol R (RBB, Sigma) para generar una 
curva de referencia para la conversión de los valores de absorbancia que se obtenían del ensayo de xilanasa en 5
microgramos de RBB. La actividad enzimática específica se expresaba como μg RBB/mg proteína/180 min. La 
concentración de proteína se determinó por el procedimiento Bradford Quick Start (Biorad) utilizando albúmina de 
suero bovino (Pierce) como proteína de referencia.

Ejemplo 15 Hidrólisis de forraje de maíz. El forraje de maíz se secó en un horno de aire circulante a 37 ºC durante 
dos semanas, se cortó manualmente (2,54-3,81 centímetros) y se molió utilizando un molino UDY (modelo 014, UDY 10
Corporation, Fort Collins, Co). El forraje (20 mg) se mezcló con 195 μl de H2O y se pretrató por incubación en una 
incubadora con agitado a 55 ºC, 300 rpm durante 16 h. El forraje pretratado se suspendió en 640 μl de politampón 
(50 mM de citrato sódico, 20 mM de fosfato potásico dibásico, 17 mM de arginina, 40 mM de glicina, 25 mM de 
EPPS, 20 mM de HEPES, un 0,02 % de azida sódica) a pH 6,5 y se colocó en una incubadora con agitado a 55 ºC, 
300 rpm durante 48 h (primera hidrólisis) con un coctel de enzimas (0,5 μM de Endoglucanasa (C8546; Sigma, St. 15
Louis, MO), 0,1 μM de Celobiohidrolasa (E-CBHI; Megazyme, Wicklow, Irlanda), 0,01 μM de β-glucosidasa (49291; 
Sigma)), o el coctel de enzimas más 0,3 μM de xilanasa (X2753; Sigma).

Ejemplo 16 Tras la hidrólisis, las muestras se calentaron a 95 ºC durante 20 min, se centrifugaron a 9.000 rpm 
durante 3 min, y se clarificaron con filtros PVDF de 0,20 μm (Fisher Scientific, Pittsburg, PA). Se cuantificó la glucosa 
por HPLC con una columna Aminex HPX-87P (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) y un detector RI (RID 10 AD), 20
que funciona a 0,6 ml/min y 85 ºC, con agua desgaseada como fase móvil.

Ejemplo 17 P77853-T134-100-101 (P77T134-100-101). Se utilizaron las siguientes secuencias en el presente 
ejemplo. Secuencia de la xilanasa modificada por una inteína P77T134-100-101:

Secuencia de nucleótidos P77T134-100-101 (SEQ ID NO: 59)
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Secuencia de aminoácidos P77T134-100-101 (SEQ ID NO: 60)

Secuencia codificante de la xilanasa modificada por una inteína Tth que se dirige a la pared celular P77T134-100-
101:

Secuencia de nucleótidos BAASS: P77T134-100-101 (SEQ ID NO: 61)5
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BAASS: Secuencia de aminoácidos P77T134-100-101 (SEQ ID NO: 62)
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Secuencia codificante para la retención ER de la xilanasa modificada por una inteína Tth P77T134-100-101:

BAASS: P77T134-100-101: Secuencia de nucleótidos SEKDEL (SEQ ID NO: 63)
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BAASS: P77T134-100-101: Secuencia de aminoácidos SEKDEL (SEQ ID NO: 64)

Las secuencias codificantes de las SEQ ID NO: 59, 61 y 63 se insertaron entre el promotor Ubi3 de arroz y el 
terminador NOS para generar construcciones designadas pAG2227, pAG2228 y pAG2229, respectivamente.5

El casete de expresión en pAG2227 (SEQ ID NO: 72) es OsUbi3P: P77853-T134-100-101, y tiene la secuencia de 
SEQ ID NO: 65:
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El casete de expresión en pAG2228 (SEQ ID NO: 73) es OsUbi3P: BAASS: P77853-T134-100-101: NosT, y tiene la 
secuencia de SEQ ID NO: 66:
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El casete de expresión en pAG2229 (SEQ ID NO: 74 es OsUbi3P:BAASS:P77853-T134-100-101:SEK DEL:NosT, y 
tiene la secuencia de SEQ ID NO: 67:
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Los casetes de expresión en pAG2361 (SEQ ID NO: 70) y pAG4004 (SEQ ID NO: 71) son 
ZmUbi1P:mmUBQ:ZmKozak:BAASS:P77853-T134-100-101:SEKDEL:NosT, con una secuencia de SEQ ID NO: 68:
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La introducción de las anteriores construcciones por transformación creaba los siguientes casos transgénicos: 
2227.02, 2227.03, 2227.05, 2227.08, 2227.09, 2228.104, 2228.11 y 2229.11. Los primeros cuatro números en cada 
uno de estos casos indica el número de plásmido pAG según el plásmido utilizado para crear la planta. Por ejemplo, 
se utilizó pAG2227 para crear el caso de maíz transgénico 2227.02. Los números después del punto indican el 5
número específico del caso. Por ejemplo, 2227.02, 2227.03, 2227.05, 2227.08, y 2227.09 eran casos transgénicos 
independientes producidos con pAG2227; 2228.104 y 2228.11 son casos transgénicos independientes producidos 
con pAG2228; y 2229.11 es un caso transgénico independiente producido con pAG2229. En las FIG. 7A-7C, 
“4000.11” se refiere a un caso transgénico de control que contiene el casete de selección que está presente en 
pAG4000.10

Condiciones de procesamiento

El forraje de maíz transgénico se molió y se procesó con un procedimiento modificado de pretratamiento e hidrólisis. 
Se añadieron 20,0 mg de forraje molido en tubos de Eppendorf de 2 ml con un pretratamiento de solución química 
(195 ul de (NH4) HSO3 0,175 M, 0,175 M de (NH4)2CO3) con una relación de líquido respecto a sólido (L/S) de 10 o 
menos. El pretratamiento se llevó a cabo en un agitador con 350 rpm a 55 ºC (condición por defecto que se utilizó a 15
menos de que se indique otra cosa), 65 ºC, 75 ºC, u 85 ºC durante 16 horas.

El forraje pretratado se sometió a hidrólisis enzimática en politampón de Britton-Robinson con azida sódica. La 
hidrólisis enzimática se llevó a cabo con un contenido de sólidos del 2 % (p:v), pH 4,9, 50 ºC en un agitador New 
Brunswick a 250 rpm durante cantidades de tiempo variables, hasta 72 horas). Se utilizó un coctel enzimático (FCt) 
totalmente preparado en el laboratorio que comprendía los componentes enzimáticos individuales más importantes 20
para la evaluación del forraje vegetal con una carga de ~ 10 UFP. En conjunto, se ejecutaron dos tipos de hidrólisis 
en paralelo: con el coctel enzimático completo (FCt), y con un coctel menos una enzima (NCt). Se cargó 
Accellerase™ 1500 a 10 UFP/g de masa seca y Accellerase™ XY a 0,1 ml/g de peso seco. Se midió el rendimiento 
en glucosa por YSI.

Los resultados del procesamiento se presentan en la Tabla 1, posteriormente, y en las FIG. 7A, 7B y 7C.25
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La FIG. 7A muestra los resultados del procesamiento para las plantas transgénicas producidas utilizando pAG4000, 
pAG2229, y pAG2227. Se muestra la hidrólisis que utiliza un coctel enzimático completo (FCt) o un coctel sin enzima 
externa (NCt). En la FIG. 7A, la planta transgénica marcada 4000.11 representa un control negativo, que no expresa
una enzima modificada por una inteína. En la Figura 7A, todas las plantas transgénicas que expresaban una enzima 
modificada por una inteína sobrepasaban a 4000.11 debido a que producían más glucosa en condiciones tanto de5
FCt como de NCt. La FIG. 7B muestra resultados similares del procesamiento para las plantas transgénicas 
producidas utilizando pAG2014, pAG2228, y pAG2229, y la planta no transgénica con la etiqueta “AxB”. En la FIG. 
7B, todas las plantas transgénicas superaban la planta no transgénica, AxB, en términos de producción de glucosa. 
La FIG. 7C muestra los resultados del procesamiento a diferentes temperaturas para una planta no transgénica 
(AxB), una planta transgénica producida con pAG4000 (4000.11), y una planta transgénica que expresaba una 10
enzima modificada por una inteína producida con pAG2229 (2229.11). En la FIG. 7C el pretratamiento se llevó a 
cabo a 65 ºC, 75 ºC, u 85 ºC.

Ejemplo 18

Secuencias adicionales. Las secuencias a las que se hace referencia en el presente documento incluyen pero no se 
limitan a las siguientes:15

>S158-39 (SEQ ID NO: 1)
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>S158-39 (SEQ ID NO: 2)

>S158-21 (SEQ ID NO: 3)
>S158-21 (SEQ ID NO: 4)5
>T134-180 (SEQ ID NO: 5)
>T134-180 (SEQ ID NO: 6)
>T134-100-165 (también llamada T134-1065) (SEQ ID NO: 7)
>T134-100-165 (también llamada T134-1065) (SEQ ID NO: 8)
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>T134-10068 (también llamada T134-100-68) (SEQ ID NO: 9) 
>T134-10068 (también llamada T134-100-68) (SEQ ID NO: 10)
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>T134-10039 (también llamada T134-100-39) (SEQ ID NO: 11) 
>T134-10039 (también llamada T134-100-39) (SEQ ID NO: 12)

>T134-100 (SEQ ID NO: 13)5
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>T134-100 (SEQ ID NO: 14)

Secuencias de S158-30-m79-110 (SEQ ID NO: 15)
>S158-30-m79-110 (la inteína está en cursiva, los cambios de nt se muestran como texto subrayado)5
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>S158-30-m79-110 (SEQ ID NO: 16)

(SEQ ID NO: 17)

5
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(SEQ ID NO: 17 (secuencia de aminoácidos y SEQ ID NO: 18 (secuencia de ácido nucleico)
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SEQ ID NO: 19 (XynB, P77853 secuencia proteica)
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En la secuencia anterior, S158 está subrayado. La numeración de la posición se refiere a la posición 158 de la 
secuencia proteica nativa (véase http/:www.uniprot.org/uniprot/P77853), que incluye un péptido de señal nativo 
(MFLKKLSKLL LVVLLVAVYT QVNA (SEQ ID NO: 39)) que no está presente en la secuencia anterior.

SEQ ID NO: 20 (XynB, P77853 secuencia de ADN)5
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T134-195 (SEQ ID NO: 21)

Tth-S158-39 Secuencia de inteína (SEQ ID NO: 22)

Secuencia de inteína Tth-T134-195 (SEQ ID NO: 23)5
Secuencia de inteína Tth-S158-21 (SEQ ID NO: 24)
Secuencia de inteína Tth T134-180 (SEQ ID NO: 25)
Secuencia de inteína Tth T134-100-65, también llamada secuencia de inteína Tth T134-1065 (SEQ ID NO: 26)
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Tth T134-100-68 secuencia de inteína, también llamada Tth T134-10068 secuencia de inteína (SEQ ID NO: 27)

Secuencia de inteína Tth T134-100-39, también llamada Secuencia de inteína Tth T134-10039 (SEQ ID NO: 28)

5
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Tth T134-100 (SEQ ID NO: 29)

Tth S158-30-m79-110 (SEQ ID NO: 30)

Tth (SEQ ID NO: 34)5
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S158 19 (SEQ ID NO: 35)

E11820542
27-06-2016ES 2 579 054 T3

 



61

E11820542
27-06-2016ES 2 579 054 T3

 



62

S158-3103 (SEQ ID NO: 36) 
S158-3108 (SEQ ID NO: 37) 
S158-30 (SEQ ID NO: 38)

5
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Resumen

El bioprocesamiento consolidado in planta tiene las ventajas de un menor coste de pretratamiento de la biomasa, 
utilizar el exceso de la capacidad de producción de proteína vegetal para la producción enzimática, y menor 
resistencia de transferencia de masa a la difusión de enzimas en su sustrato. Sin embargo, la expresión in planta de 
enzimas que degradan la pared celular (DPC) a menudo da lugar a fenotipos vegetales perjudiciales que tienen un 5
impacto en la producción de grano. Para proporcionar una actividad enzimática DPC in planta sin un fenotipo 
adverso, se modificó una xilanasa termoestable, XynB (EC 3.2.1.8), con una inteína termorregulada, Tth-HB27DnaE-
1 (inteína Tth), que controlaba su actividad hidrolítica por medio de un corte y empalme de inteína condicionado. Las 
plantas de maíz que expresaban la XynB modificada por una inteína Tth se desarrollaban normalmente, incluso 
poseían un aumento de la producción de glucosa tras la cosecha a partir del forraje seco de maíz. La expresión de 10
enzimas DPC como proteínas durmientes modificadas por una inteína que se pueden activar por tratamiento con 
calor tras la cosecha, proporciona la base del desarrollo de una nueva característica del procesamiento celulósico en 
las plantas.

Listado de secuencias sustituto
15

<110> Agrivida, Inc. Shen, Binzhang Apgar, James Bougri, Oleg Raab, R. Michael

<120> DESARROLLO DE UNA CARACTERÍSTICA DE PROCESAMIENTO CELULÓSICO UTILIZANDO UNA 
XILANASA MODIFICADA POR UNA INTEÍNA TERMORREGULADA

20
<130> AGR-PT013WO

<150> 61/377.759
<151> 27-08-2010

25
<160> 74

<170> PatentIn versión 3.5
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<223> Construcción sintética, T134-10039

<400> 1110

ES 2 579 054 T3

 



91

<210> 12
<211> 760
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, T134-10039

<400> 1210

ES 2 579 054 T3

 



92

ES 2 579 054 T3

 



93

ES 2 579 054 T3

 



94

<210> 13
<211> 2280
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, T134-100

<400> 1310

ES 2 579 054 T3

 



95

ES 2 579 054 T3

 



96

<210> 14
<211> 760
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, T134-100

<400> 1410

ES 2 579 054 T3

 



97

ES 2 579 054 T3

 



98

ES 2 579 054 T3

 



99

<210> 15
<211> 2280
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, S158-30-m79-110

<400> 1510

ES 2 579 054 T3

 



100

<210> 16
<211> 759
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, S158-30-m79-110

10
<400> 16

ES 2 579 054 T3

 



101

ES 2 579 054 T3

 



102

ES 2 579 054 T3

 



103

ES 2 579 054 T3

 



104

<210> 17
<211> 759
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, Proteína modificada

ES 2 579 054 T3

 



105

<400> 17

ES 2 579 054 T3

 



106

ES 2 579 054 T3

 



107

ES 2 579 054 T3

 



108

<210> 18
<211> 2280
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, Secuencia codificante de proteína modificada.

<400> 1810

ES 2 579 054 T3

 



109

<210> 19
<211> 325
<212> PRT
<213> Dictyoglomus thermophilum5

<400> 19

ES 2 579 054 T3

 



110

<210> 20
<211> 1014
<212> ADN
<213> Dictyoglomus thermophilum5

<400> 20

ES 2 579 054 T3

 



111

<210> 21
<211> 759
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, T134-195

<400>2110

ES 2 579 054 T3

 



112

ES 2 579 054 T3

 



113

ES 2 579 054 T3

 



114

<210> 22
<211> 423
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, Tth-S158-39 Secuencia de inteína

<400> 2210

ES 2 579 054 T3

 



115

ES 2 579 054 T3

 



116

<210> 23
<211> 423
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Tth-T134-195 Secuencia de inteína

10
<400> 23

ES 2 579 054 T3

 



117

ES 2 579 054 T3

 



118

ES 2 579 054 T3

 



119

<210> 24
<211> 423
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Tth-S158-21 Secuencia de inteína

10
<400> 24

ES 2 579 054 T3

 



120

ES 2 579 054 T3

 



121

ES 2 579 054 T3

 



122

<210> 25
<211> 423
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Tth T134-180 Secuencia de inteína

10
<400> 25

ES 2 579 054 T3

 



123

ES 2 579 054 T3

 



124

ES 2 579 054 T3

 



125

<210> 26
<211> 423
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Tth T134-100-65

10
<400> 26

ES 2 579 054 T3

 



126

ES 2 579 054 T3

 



127

ES 2 579 054 T3

 



128

<210> 27
<211> 423
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Tth T134-100-68

10
<400> 27

ES 2 579 054 T3

 



129

ES 2 579 054 T3

 



130

ES 2 579 054 T3

 



131

<210> 28
<211> 423
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> Construcción sintética, Tth T134-100-39

<400> 28

ES 2 579 054 T3

 



132

ES 2 579 054 T3

 



133

<210> 29
<211> 423
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Tth T134-100

ES 2 579 054 T3

 



134

<400> 29

ES 2 579 054 T3

 



135

ES 2 579 054 T3

 



136

<210> 30
<211> 423
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Tth S158-30-m79-110

10
<400> 30

ES 2 579 054 T3

 



137

ES 2 579 054 T3

 



138

<210>31
<211> 1014
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, XynB (P77853) secuencia optimizada por codones de maíz basada en la secuencia de 
Dictyoglomus thermophilum10

<400> 31

ES 2 579 054 T3

 



139

<210> 32
<211> 1269
<212> ADN5
<213> Thermus thermophilus

<400> 32

ES 2 579 054 T3

 



140

<210> 33
<211> 75
<212> ADN5
<213> Hordeum vulgare

<400> 33

10
<210> 34
<211> 423
<212> PRT
<213> Thermus thermophilus

15
<400> 34

ES 2 579 054 T3

 



141

ES 2 579 054 T3

 



142

ES 2 579 054 T3

 



143

<210> 35
<211> 2349
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, S158 19

10
<400> 35

ES 2 579 054 T3

 



144

<210> 36
<211> 2349
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

220>
<223> Construcción sintética, S158-3103

10
<400> 36

ES 2 579 054 T3

 



145

<210> 37
<211> 2349
<212> ADN

ES 2 579 054 T3

 



146

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, S158-3108

5
<400> 37

ES 2 579 054 T3

 



147

<210> 38
<211> 2349
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, S158-30

<400> 3810

ES 2 579 054 T3

 



148

<210> 39
<211> 24
<212> PRT5
<213> Dictyoglomus thermophilum

<400> 39

ES 2 579 054 T3

 



149

<210> 40
<211> 433
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> Construcción sintética, Tth iXynB clon T134

<400> 4010

ES 2 579 054 T3

 



150

ES 2 579 054 T3

 



151

<210> 41
<211> 433
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial5
<220>
<223> Construcción sintética, Tth iXynB clon S158

<400> 41
10

ES 2 579 054 T3

 



152

<210> 42
<211> 57
<212> PRT5

ES 2 579 054 T3

 



153

<213> Thermus thermophilus

<400> 42

<210> 435
<211>4
<212> PRT
<213> Thermus thermophilus

<400> 4310

<210> 44
<211> 60
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis15

<400> 44

<210> 4520
<211> 60
<212> PRT
<213> Thermus thermophilus

<400> 4525

ES 2 579 054 T3

 



154

<210> 46
<211> 4
<212> PRT5
<213> Thermus thermophilus

<400> 46

<210> 4710
<211> 60
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 4715

<210> 48
<211> 53
<212> PRT20
<213> Thermus thermophilus

<400> 48

ES 2 579 054 T3

 



155

<210> 49
<211> 52
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis5

<400> 49

<210> 5010
<211> 57
<212> PRT
<213> Thermus thermophilus

<400> 5015

<210> 51
<211> 6
<212> PRT
<213> Thermus thermophilus20

<400> 51

ES 2 579 054 T3

 



156

<210> 52
<211> 57
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis5

<400> 52

<210> 5310
<211> 46
<212> PRT
<213> Thermus thermophilus

<400> 5315

<210> 54
<211> 46
<212> PRT
<213> Thermus thermophilus20

<400> 54

ES 2 579 054 T3

 



157

<210> 55
<211> 46
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis

5
<400> 55

<210> 56
<211> 9983
<212> ADN10
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, pAG2004

15
<400> 56

ES 2 579 054 T3

 



158

ES 2 579 054 T3

 



159

ES 2 579 054 T3

 



160

ES 2 579 054 T3

 



161

ES 2 579 054 T3

 



162

<210> 57
<211> 13393
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, pAG2014

10
<400> 57

ES 2 579 054 T3

 



163

ES 2 579 054 T3

 



164

ES 2 579 054 T3

 



165

ES 2 579 054 T3

 



166

ES 2 579 054 T3

 



167

ES 2 579 054 T3

 



168

ES 2 579 054 T3

 



169

ES 2 579 054 T3

 



170

<210> 58
<211> 14662
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> Construcción sintética, pAG2029

<400> 58
10

ES 2 579 054 T3

 



171

ES 2 579 054 T3

 



172

ES 2 579 054 T3

 



173

ES 2 579 054 T3

 



174

ES 2 579 054 T3

 



175

ES 2 579 054 T3

 



176

ES 2 579 054 T3

 



177

<210> 59
<211> 2286
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

ES 2 579 054 T3

 



178

<220>
<223> Construcción sintética, P77T134-100-101 Secuencia de nucleótidos

<400> 59
5

ES 2 579 054 T3

 



179

<210> 60
<211> 761
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, P77T134-100-101 Secuencia de aminoácido

10
<400> 60

ES 2 579 054 T3

 



180

ES 2 579 054 T3

 



181

ES 2 579 054 T3

 



182

<210> 61
<211> 2358
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, BAASS:P77T134-100-101 Secuencia de nucleótidos

10
<400> 61

ES 2 579 054 T3

 



183

<210> 62
<211> 785

ES 2 579 054 T3

 



184

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, BAASS:P77T134-100-101 Secuencia de aminoácido5

<400> 62

ES 2 579 054 T3

 



185

ES 2 579 054 T3

 



186

ES 2 579 054 T3

 



187

<210> 63
<211> 2376
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, BAASS:P77T134-100-101:SEKDEL Secuencia de nucleótidos

10
<400> 63

ES 2 579 054 T3

 



188

<210> 64
<211> 791
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, BAASS:P77T134-100-101:SEKDEL Secuencia de aminoácido

10
<400> 64

ES 2 579 054 T3

 



189

ES 2 579 054 T3

 



190

ES 2 579 054 T3

 



191

ES 2 579 054 T3

 



192

<210> 65
<211> 4654
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Casete de expresión en pAG2227 es OsUbi3P:P77853-T134-100-101

10
<400> 65

ES 2 579 054 T3

 



193

ES 2 579 054 T3

 



194

<210> 66
<211> 4726
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Casete de expresión en pAG2228 - OsUbi3P:BAASS:P77853-T134-100-
101:NosT10

<400> 66

ES 2 579 054 T3

 



195

ES 2 579 054 T3

 



196

ES 2 579 054 T3

 



197

<210> 67
<211> 4744
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Casete de expresión en pAG2229 - OsUbi3P:BAASS:P77853-T134-100-
101:SEK- DEL:NosT10

<400> 67

ES 2 579 054 T3

 



198

ES 2 579 054 T3

 



199

ES 2 579 054 T3

 



200

<210> 68
<211> 4683
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, Casete de expresión en pAG2361 and pAG4004 - ZmUbi1P:mmUBQ:ZmKo-
zak:BAASS:P77853-T134-100-101:SEKDEL:NosT10

<400> 68

ES 2 579 054 T3

 



201

ES 2 579 054 T3

 



202

<210> 69
<211> 10146
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, pAG4000

10
<400> 69

ES 2 579 054 T3

 



203

ES 2 579 054 T3

 



204

ES 2 579 054 T3

 



205

ES 2 579 054 T3

 



206

ES 2 579 054 T3

 



207

ES 2 579 054 T3

 



208

<210> 70
<211> 14622
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, pAG2361

10
<400> 70

ES 2 579 054 T3

 



209

ES 2 579 054 T3

 



210

ES 2 579 054 T3

 



211

ES 2 579 054 T3

 



212

ES 2 579 054 T3

 



213

ES 2 579 054 T3

 



214

ES 2 579 054 T3

 



215

ES 2 579 054 T3

 



216

<210> 71
<211> 14531
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, pAG4004

10
<400> 71

ES 2 579 054 T3

 



217

ES 2 579 054 T3

 



218

ES 2 579 054 T3

 



219

ES 2 579 054 T3

 



220

ES 2 579 054 T3

 



221

ES 2 579 054 T3

 



222

ES 2 579 054 T3

 



223

ES 2 579 054 T3

 



224

<210> 72
<211> 14593
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, pAG2227

10
<400> 72

ES 2 579 054 T3

 



225

ES 2 579 054 T3

 



226

ES 2 579 054 T3

 



227

ES 2 579 054 T3

 



228

ES 2 579 054 T3

 



229

ES 2 579 054 T3

 



230

ES 2 579 054 T3

 



231

ES 2 579 054 T3

 



232

<210> 73
<211> 14665
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, pAG2228

10
<400> 73

ES 2 579 054 T3

 



233

ES 2 579 054 T3

 



234

ES 2 579 054 T3

 



235

ES 2 579 054 T3

 



236

ES 2 579 054 T3

 



237

ES 2 579 054 T3

 



238

ES 2 579 054 T3

 



239

<210> 74
<211> 146835

ES 2 579 054 T3

 



240

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construcción sintética, pAG22295

<400> 74

ES 2 579 054 T3

 



241

ES 2 579 054 T3

 



242

ES 2 579 054 T3

 



243

ES 2 579 054 T3

 



244

ES 2 579 054 T3

 



245

ES 2 579 054 T3

 



246

ES 2 579 054 T3

 



247

ES 2 579 054 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una planta transgénica que tiene una característica hidrolítica, comprendiendo la planta transgénica un vector de 
expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína que tiene la inteína 
fusionada internamente en la xilanasa, en la que la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada teniendo 
un aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa en la xilanasa modificada por 5
una inteína tiene una secuencia de xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 
de entre las SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, o 21; o
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en la secuencia de una de SEQ ID NO: 6, 8,10, 12, 14, o 10
21.

2. Una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica, comprendiendo la planta transgénica un vector 
de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína que tiene la inteína 
fusionada internamente en la xilanasa, en la que la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada teniendo 
un aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa en la xilanasa modificada por 15
una inteína tiene una secuencia xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 
de entre SEQ ID NO: 2, 4, 16, o 17; o
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en la secuencia de una de SEQ ID NO: 2, 4, 16, o 17.20

3. Una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica, comprendiendo la planta transgénica un vector 
de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una inteína que tiene la inteína 
fusionada internamente en la xilanasa, en la que la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada teniendo 
un aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa en la xilanasa modificada por 
una inteína tiene una secuencia xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y25

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 
de entre SEQ ID NO: 60, 62, 64; o
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en la secuencia de una de SEQ ID NO: 60, 62, o 64.

4. Un procedimiento de obtención de un azúcar que comprende proporcionar una planta transgénica o parte de la 30
misma que incluye un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una 
inteína, la inteína fusionada internamente en la xilanasa y la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada 
teniendo un aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa en la xilanasa 
modificada por una inteína tiene una secuencia de xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 35
de entre SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, o 21; o
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en la secuencia de una de SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, o 
21.

5. Un procedimiento de obtención de un azúcar que comprende proporcionar una planta transgénica o parte de la 40
misma que incluye un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una 
inteína, la inteína fusionada internamente en la xilanasa y la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada 
teniendo un aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa en la xilanasa 
modificada por una inteína tiene una secuencia de xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 45
de entre SEQ ID NO: 2, 4, 16, o 17; o
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en la secuencia de una de SEQ ID NO: 2, 4, 16 o 17.

6. Un procedimiento de obtención de un azúcar que comprende proporcionar una planta transgénica o parte de la 
misma que incluye un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por una 50
inteína, la inteína fusionada internamente en la xilanasa y la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada 
teniendo un aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa en la xilanasa 
modificada por una inteína tiene una secuencia de xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 
de entre SEQ ID NO: 60, 62, 64; o55
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
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codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en la secuencia de una de SEQ ID NO: 60, 62, 64.

7. El procedimiento de las reivindicaciones 5 o 6, en el que la inteína se corta y empalma a temperaturas superiores 
a las temperaturas de cultivo de la planta transgénica, comprendiendo el procedimiento además aumentar la 
temperatura de la planta transgénica a una temperatura superior a la temperatura de cultivo de la planta;

- en el que la temperatura superior a la temperatura de cultivo de la planta es preferentemente de 50 ºC a 70 ºC, 5
o
- en el que la temperatura superior a la temperatura de cultivo de la planta es preferentemente de 50 ºC o 70 ºC.

8. Un procedimiento de producción de una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica que 
comprende: proporcionar un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por 
una inteína que tiene la inteína fusionada internamente en la xilanasa y transformar una planta o parte de la misma 10
con la construcción de expresión, en la que la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada teniendo un 
aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa de la xilanasa modificada por 
una inteína tiene una secuencia de xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 
de entre SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, o 21; o15
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en una de SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, o 21.

9. Un procedimiento de producción de una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica que 
comprende: proporcionar un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por 
una inteína que tiene la inteína fusionada internamente en la xilanasa y transformar una planta o parte de la misma 20
con la construcción de expresión, en la que la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada teniendo un 
aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa de la xilanasa modificada por 
una inteína tiene una secuencia de xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 
de entre SEQ ID NO: 2, 4, 16, o 17; o25
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en una de SEQ ID NO: 2, 4, 16, o 17.

10. Un procedimiento de producción de una planta transgénica que tiene una característica autohidrolítica que 
comprende: proporcionar un vector de expresión que tiene una secuencia que codifica una xilanasa modificada por 
una inteína que tiene la inteína fusionada internamente en la xilanasa y transformar una planta o parte de la misma 30
con la construcción de expresión, en la que la xilanasa modificada por una inteína está termorregulada teniendo un 
aumento de la actividad xilanasa tras un tratamiento con calor, en la que la xilanasa de la xilanasa modificada por 
una inteína tiene una secuencia de xilanasa, la inteína tiene una secuencia de inteína; y

- en la que la xilanasa modificada por una inteína tiene una secuencia de aminoácidos de una que se selecciona 
de entre SEQ ID NO: 60, 62, 64; o35
- en la que la secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína es un ácido nucleico aislado que 
codifica una secuencia de aminoácidos que consiste en una de SEQ ID NO: 60, 62, 64.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 10, en el que la planta o parte de la misma es una 
planta de maíz o parte de la misma, una planta de pasto varilla o parte de la misma, o una planta de sorgo o parte de 
la misma.40

12. La planta transgénica de las reivindicaciones 1, 2 o 3, en la que la planta transgénica o parte de la misma es una 
planta transgénica de maíz o parte de la misma, una planta transgénica de pasto varilla o parte de la misma, o una 
planta transgénica de sorgo o parte de la misma.

13. Una xilanasa modificada por una inteína que tiene una secuencia de inteína y una secuencia de xilanasa, 
comprendiendo la xilanasa modificada por una inteína una secuencia de una de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, o 45
21.

14. Una xilanasa modificada por una inteína que tiene una secuencia de inteína y una secuencia de xilanasa, 
comprendiendo la xilanasa modificada por una inteína una secuencia de una de SEQ ID NO: 60, 62, 64.

15. Un ácido nucleico aislado que codifica una xilanasa modificada por una inteína que tiene una secuencia de 
xilanasa y una secuencia de inteína, codificando el ácido nucleico aislado una secuencia de aminoácidos que 50
comprende una secuencia de una de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, o 21.

16. Un ácido nucleico aislado que codifica una xilanasa modificada por una inteína que tiene una secuencia de 
xilanasa y una secuencia de inteína, codificando el ácido nucleico aislado una secuencia de aminoácidos que 
comprende una secuencia de una de SEQ ID NO: 60, 62, 64.
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17. Una semilla de una planta transgénica de una de las reivindicaciones 1, 2, 3 o 12, en la que la semilla incluye la 
secuencia que codifica la xilanasa modificada por una inteína.

18. La planta transgénica de la reivindicación 1, 2, 3 o 12, en la que la planta transgénica se selecciona de entre 
maíz, sorgo, y pasto varilla.

19. El procedimiento de las reivindicaciones 4 - 11, en el que la planta transgénica se selecciona de entre maíz, 5
sorgo, y pasto varilla.
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