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DESCRIPCIÓN

Enzimas que degradan la lignina de Macrophomina phaseolina y usos de las mismas

Solicitudes relacionadas5

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos con número
de serie 61/683913, presentada el 16 de agosto de 2012; cuyo contenido se incorpora como referencia en la presente
descripción.

10
Campo de la invención

Esta invención se relaciona con enzimas/proteínas que degradan la lignina y genes de M. phaseolina. Más
específicamente, la presente invención describe las secuencias de ácidos nucleotídicos de estas proteínas y facilita la
reducción del contenido de lignina de materiales lignocelulósicos. La presente invención también se relaciona con15
métodos para la selección y aislamiento de enzimas de M. phaseolina que son capaces de degradar lignina, procesos
para clonaje de un segmento de gen de M. phaseolina, y métodos para usar el producto enzimático del segmento de
gen.Particularmente se puede usar en la producción o procesamiento de pulpas, pulpa de madera, metanol y textiles.

Antecedentes de la invención20

La lignina es el segundo polímero orgánico más abundante, superado solamente por la celulosa. Se une con fibras de
celulosa que constituyen aproximadamente un cuarto del peso de la madera seca. Este polímero aromático es
recalcitrante a la degradación. La lignina se asocia covalentemente con la hemicelulosa en la pared celular a través de
numerosos tipos de enlaces. Entre los enlaces, la subestructura de lignina más abundante es la β-aril éter, que25
representa aproximadamente 40 % de los enlaces inter fenil propano (Higuchi T 1990. Lignin biochemistry: biosynthesis
and biodegradation. Wood Sci. Technol. 24: 23-63).Además, la lignina no posee ninguna unidad repetida como otros
biopolímeros tales como celulosa, proteínas, almidón, etc. Los enlaces éter a menudo prevalecen, proporcionando una
variedad de enlaces a los numerosos residuos aromáticos. Estas características estructurales dictan las restricciones
sobre la degradación de la lignina.Una porción de una estructura típica se ilustra en La Figura 1 y la estructura en color30
rojo de aril glicerol β- aril éter en la figura es cuantitativamente el enlace más importante, que constituye al menos 40 %
del polímero. Sin embargo, la biodregadación de la lignina es un requisito previo para el procesamiento del bio
combustible y la pulpa de madera a partir de materias primas vegetales. La mejora de la degradación de la lignina
impulsaría el rendimiento del procesamiento del biocombustible para obtener una mejor ganancia o un mejor factor de
eficiencia.35

La lignina es un componente de lignocelulosa, que debe degradarse para permitir el uso eficiente del material celulósico
para la sacarificación, producción de papel, producción de biocombustible o para el mejoramiento del forraje. La
degradación de la lignocelulosa es un proceso multienzimático que involucra tanto a enzimas hidrolíticas como
oxidativas. Generalmente, la lignina está compuesta de tres bloques de construcción principales denominados, alcohol40
p- cumarílico, alcohol coniferílico y alcohol sinapílico. Además, la lignina de las gramíneas y dicotiledóneas también
contiene grandes cantidades de ácidos fenólicos como el ácido p-cumário y el ácido ferúlico, que se esterifican a grupos
alcohólicos.

Las lignina peroxidasas (LiP), las manganeso peroxidasas (MnP) y las lacasas son tres familias de enzimas que están45
involucradas en la degradación biológica de la lignina. Las LiP oxidan a subestructuras no fenólicas de lignina
removiendo un electrón y generando radicales catiónicos (Kirk TK, Tien M, Kersten PJ, Mozuch MD and Kalyanaraman
B 1986. Ligninase of Phanerochaete chrysosporium. Mechanism of its degradation of the non-phenolic arylglycerol β-aryl
ether substructure of lignin. Biochem J 236: 279-287; Kirk TK and Farrell RL 1987. Enzymatic "combustion": The
microbial degradation of lignin. Annu Rev Microbiol 41: 465-505) and MnP oxidizes phenolic rings to phenoxyl radicals50
which lead to decomposition of Lignin (Gold MH, Wariishi H and Valli K 1989. Extracellular peroxidases involved in lignin
degradation by the white-rot basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. In: Biocatalysis in Agricultural Biotechnology,
pp. 127-140. Edited by Whitaker JR and Sonnet PE. American Chemical Society, Washington, DC).Aunque la lacasa es
capaz de oxidar las fracciones fenólicas y las no fenólicas de la lignina ésta última depende posteriormente de la
presencia simultánea de sustratos primarios de lacasa (Bourbonnais R and Paice MG 1990. Oxidation of non-phenolic55
substrates. An expanded role for laccase in lignin biodegradation. FEBS Lett 267(1): 99-102). La Figura 2 mostró un
modelo dimérico de los compuestos que representan la principal estructura de arilglicerol β-aril éter lignina sometida a
una división Cα -Cβ tras la oxidación por LiP (Kirk y otros 1986. Ligninase of Phanerochaete chrysosporium. Mechanism
of its degradation of the non-phenolic arylglycerol β-aryl ether substructure of lignin. Biochem J 236: 279-287).

60
La investigación sobre la biodegradación de la lignina ha aumentado enormemente en años recientes. Especialmente
desde el descubrimiento del primer hongo que degrada la lignocelulasa Phanerochaete chrysosporium el genoma se
secuenció debido al interés en la degradación biológica de la lignina (Martinez y otros 2004. Genome sequence of the
lignocellulose degrading fungus Phanerochaete chrysosporium strain RP78. Nature Biotehnol 22(6): 695-700).Quizá la
mejor estudiada, es la degradación de lignina en lignocelulasa por hongos de la podredumbre blanca, Phanerochaete65
chrysosporium (Aust SD 1995. Mechanisms of Degradation by White Rot Fungi. Environ Health Perspect 103:59-61;
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Leisola MSA, Ulmer D and Fiechter A 1984. Factors affecting lignin degradation in lignocellulose by Phanerochaete
chrysosporium. Arch Microbiol 137: 171-175; Ulmer D, Leisola M, Puhakka J and Fiechter A 1983. Phanerochaete
chrysosporium: Growth pattern and lignin degradation. Appl Microbiol Biotechnol 18: 153-157; Chua MGS, Chen CL,
Chang HM and Kirk TK 1982. 13CNMR spectroscopic study of lignin degraded by Phanerochaete chrysosporium. I. New
structures. Holzforschung 36: 165-172). Los hongos de la podredumbre blanca producen una variedad de enzimas5
lignolíticas extracelulares, que incluyen las ligninas peroxidasas dependientes de hemo, las manganeso peroxidasas y
las peroxidasas versátiles y las lacasas dependientes de cobre (Sanchez C 2009. Lignocellulosic residues:
biodegradation and bioconversion by fungi. Biotechnol Adv 27: 185-194; Ten Have R, Teunissen PJM 2001. Oxidative
mechanisms involved in lignin degradation by white-rot fungi. Chem Rev 101: 3397-3413).Con la ayuda de estas
enzimas extracelulares peroxidasa y lacasa, los hongos de la podredumbre blanca degradan la lignina (Timothy DHB,10
Ahmad M, Hardiman EM and Rahmanpour R 2001. Pathways for degradation of lignin in bacteria and fungi. Nat. Prod.
Rep 28: 1883-1896).

El creciente interés en la explotación de la biomasa vegetal como un recurso renovable ha impulsado la investigación
sobre la degradación microbiana de la lignocelulasa. Grandes cantidades de biomasa (principalmente materiales15
lignocelulósicos) se generan de la silvicultura, agricultura y la industria alimenticia que no se usan en los procesos de
subproductos. Para utilizar efectivamente esta biomasa vegetal como recursos renovables, se necesita explorar los
medios alternativos de degradación de lignocelulasa. Se desea identificar nuevos hongos capaces de degradar la lignina
para su uso en la elaboración de productos celulósicos a partir de materiales lignocelulósicos.

20
Para ser eficiente, la degradación de la lignina requiere varios tipos de enzimas que actúan cooperativamente. Al menos
se necesitan dos categorías de enzimas para degradar la lignina: La lignina peroxidasa que oxida las estructuras de
lignina no fenólicas y la lacasa que oxida la subestructura de lignina fenólica y no fenólica por lo que pueden degradarse
cooperativamente. Para materializar y comercializar las mencionadas enzimas, se necesita un suministro estable de
diversas proteínas que degradan la lignina. Por lo tanto, se desea que la industria identifique completamente estos25
genes que degradan la lignina y sus proteínas codificadas, utilizando así la información genética para la degradación de
lignina de materiales lignocelulósicos.

Sumario de la invención
30

Sorprendentemente se ha encontrado que los hongos M. phaseolina, que no están estrechamente relacionados ni con
Trichoderma reesi ni con Phanerochaete chrysoporium, son capaces de producir enzimas que degradan la lignina.

Por consiguiente, entre otras cosas, la presente invención se refiere a la identificación y correspondiente uso de
enzimas que degradan la lignina que se derivan de M. phaseolina. La presente invención también se refiere al uso de35
los hongos M. phaseolina en la degradación de los contenidos de lignina de materiales celulósicos.

El objetivo principal de la presente invención es divulgar el conjunto de secuencias nucleotídicas que codifican para la
lignina peroxidasa (sec. con núms. de ident. 1, 2, 4, 5, 7, 8, y/u otras mezclas/combinaciones de las mismas, del hongo
M. phaseolina. En la presente descripción también se describe un conjunto de secuencias nucleotídicas que codifican40
para la multicobre oxidasa (sec. con núms. de ident. 46, 47, 49, 50, 52, 53, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 65, 67, 68, 70, 71,
73, 74, 76, 77, 79, 80, 82, 83, 85, 86, 88, 89, 91, 92, 94, 95, 97, 98, 100, 101, 103, 104, 106, 107, 109, 110, y/u otras
mezclas/combinaciones de las mismas del hongo M. phaseolina.

Se prefiere que el polinucleótido aislado en la presente descripción consista y/o comprenda una secuencia de ácido45
nucleico seleccionada del grupo que comprende y/o consiste en las sec. con núms. de ident. 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23,
26, 29, 32, 35, 38, 41, 44, 47, 50, 53, 56, 59, 62, 65, 68, 71, 74, 77, 80, 83, 86, 89, 92, 95, 98, 101, 104, 107, 110, 1, 4,
7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52, 55, 58, 61, 64, 67, 70, 73, 76, 79, 82, 85, 88, 91, 94, 97, 100,
103, 106 y 109, y/u otras mezclas/combinaciones de las mismas, que codifiquen para el polipéptido seleccionado de un
grupo que comprende y/o consiste en las sec. con núms. de ident. 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45,50
48, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87, 90, 93, 96, 99, 102, 105, 108 y 111, y/u otras
mezclas/combinaciones de las mismas. La presente descripción también se refiere a un polinucleótido aislado que
consiste y/o comprende el complemento de las secuencias nucleotídicas descritas anteriormente.

Otro objetivo de la presente invención es proporcionar la información genética y de biología molecular del grupo de55
genes y enzimas del objetivo primario para utilizarla en la regulación y conversión de la degradación de lignina para la
producción de productos valiosos de materiales lignocelulósicos.

En otro aspecto, para facilitar la producción in vitro del polipéptido que degrada la lignina, la presente descripción incluye
una construcción de la expresión capaz de expresar un polipéptido que contiene al menos 70% de las secuencias de60
aminoácidos como se exponen en las sec. con núms. de ident. 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48,
51, 54, 57, 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87, 90, 93, 96, 99, 102, 105, 108 y 111.Preferentemente, la construcción de
la expresión tiene insertado un ADN o un ADNc con secuencia nucleotídica como se expone en las sec. con núms. de
ident. 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 29, 32, 35, 38, 41, 44, 47, 50, 53, 56, 59, 62, 65, 68, 71, 74, 77, 80, 83, 86, 89, 92,
95, 98, 101, 104, 107, 110, 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52, 55, 58, 61, 64, 67, 70, 73,65
76, 79, 82, 85, 88, 91, 94, 97, 100, 103, 106 y 109. En la presente descripción se describe, además, una construcción de
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un gen recombinante que comprende un molde de polinucleótido que tiene una secuencia nucleotídica que se ecpone
en las sec. con núms. de ident. 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 29, 32, 35, 38, 41, 44, 47, 50, 53, 56, 59, 62, 65, 68, 71,
74, 77, 80, 83, 86, 89, 92, 95, 98, 101, 104, 107, 110, 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52,
55, 58, 61, 64, 67, 70, 73, 76, 79, 82, 85, 88, 91, 94, 97, 100, 103, 106 y 109, en donde el molde de polinucleótido se
expresa en la célula huésped para producir una enzima que oxida la lignina a partir de materiales lignocelulósicos.5
Preferentemente, la construcción del gen recombinante comprende, además, una región promotora ligada
operativamente al aumento de la expresión del molde del polinucleótido.

De acuerdo con una de las modalidades preferidas de la presente descripción, la cepa ms6 del hongo M. phaseolina se
aisló de una planta de yute infestada. El polipéptido aislado también se deriva preferentemente de esta cepa.10

Otro objetivo de la presente descripción es proporcionar una vía potencial y comercialmente factible de aislar la enzima
que degrada la lignina de M. phaseolina para estar en consonancia con la demanda creciente global de
explotación/utilización de la biomasa vegetal como un recurso renovable para la elaboración de productos de celulosa.

15
Otro objetivo de esta descripción se dirige a la utilización de sustancias que degradan la lignina en alimento para
animales, biocombustibles, pulpa de madera, textiles e industria del papel.

Una persona con experiencia en la técnica apreciará fácilmente que la presente invención se adapta bien para llevar a
cabo los objetivos y obtener los fines y ventajas mencionadas, así como los inherentes a los mismos. Las modalidades20
descritas en la presente descripción no pretende ser limitaciones del alcance de la presente invención.

Breve descripción de las figuras

Las figuras que se acompañan, las cuales se incorporan y forman parte de la descripción, ilustran las modalidades de la25
presente invención y, conjuntamente con la descripción, sirven para explicar los principios de la invención.

La Figura 1 muestra una estructura común de lignina de madera suave. La estructura principal de arilglicerol-β-aril éter
se muestra en color rojo. El recuadro muestra el alcohol coniferílico, el bloque de construcción fenilpropanoide de la
lignina de madera blanda.30

La Figura 2 muestra una escisión de la estructura interna de lignina no fenólica arilglicerol-β-aril éter por lignina
peroxidasa oxidada.

La Figura 3 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra el resultado de la amplificación por PCR en la35
que la línea 1 es un polinucleótido de lignina peroxidasa de la sec. con núm. de ident.1 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.

La Figura 4 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR en
la que la línea 1 es un polinucleótido de lignina peroxidasa de sec. con núm. de ident.4 y la línea M es el marcador de40
peso molecular de ADN.

La Figura 5 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR en
la que la línea 1 es un polinucleótido de lignina peroxidasa de sec. con núm. de ident.7 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.45

La Figura 6 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR en
la que la línea 1 es un polinucleótido de cloroperoxidasa de sec. con núms. de ident.13 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.

50
La Figura 7 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR en
la que la línea 1 es un polinucleótido de cloroperoxidasa de sec. con núm. de ident.16 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.

La Figura 8 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR en55
la que la línea 1 es un polinucleótido de cloroperoxidasa de sec. con núms. de ident.19 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.

La Figura 9 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR en
la que la línea 1 es un polinucleótido de cloroperoxidasa de sec. con núm. de ident.22 y la línea M es el marcador de60
peso molecular de ADN.

La Figura 10 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de cloroperoxidasa de sec. con núm. de ident.25 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.65
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La Figura 11 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de hemoperoxidasa de sec. con núm. de ident.28 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.

La Figura 12 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR5
en la que la línea 1 es un polinucleótido de hemoperoxidasa de sec. con núm. de ident.31 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.

La Figura 13 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de hemoperoxidasa de sec. con núm. de ident.34 y la línea M es el marcador de10
peso molecular de ADN.

La Figura 14 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de hemoperoxidasa de sec. con núm. de ident.37 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.15

La Figura 15 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de hemoperoxidasa de sec. con núm. de ident.40 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.

20
La Figura 16 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de hemoperoxidasa de sec. con núm. de ident.43 y la línea M es el marcador de
peso molecular de ADN.

La Figura 17 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR25
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.46 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

La Figura 18 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.49 y la línea M es el marcador30
de peso molecular de ADN.

La Figura 19 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.52 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.35

La Figura 20 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.55 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

40
La Figura 21 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.58 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

La Figura 22 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR45
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.64 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

La Figura 23 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.67 y la línea M es el marcador50
de peso molecular de ADN.

La Figura 24 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.70 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.55

La Figura 25 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.73 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

60
La Figura 26 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.76 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.
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La Figura 27 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.79 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

La Figura 28 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR5
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.82 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

La Figura 29 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.85 y la línea M es el marcador10
de peso molecular de ADN.

La Figura 30 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.88 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.15

La Figura 31 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.91 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

20
La Figura 32 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.97 y la línea M es el marcador
de peso molecular de ADN.

La Figura 33 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR25
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.100 y la línea M es el
marcador de peso molecular de ADN.

La Figura 34 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.103 y la línea M es el30
marcador de peso molecular de ADN.

La Figura 35 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.106 y la línea M es el
marcador de peso molecular de ADN.35

La Figura 36 es la imagen de electroforesis en gel de agarosa que muestra los resultados de la amplificación por PCR
en la que la línea 1 es un polinucleótido de multicobre oxidasa de sec. con núms. de ident.109 y la línea M es el
marcador de peso molecular de ADN.

40
Descripción detallada de la invención

Las definiciones y/o métodos proporcionados en la presente descripción definen la presente invención y guían a los
expertos en la técnica en la práctica de la presente invención. Al menos que se indique de cualquier otra forma, los
términos se entenderán de acuerdo con el uso convencional por los expertos en la técnica relevante. En la medida en45
que se encuentre que cualquiera de las definiciones y/o métodos sean inconsistentes con cualquiera de las definiciones
y/o métodos proporcionados en cualquier referencia de patente o no patente incorporada en la presente descripción o
en cualquier referencia encontrada en otra parte, se entiende que dicha definición y/o método proporcionado/adoptado
expresamente en esta solicitud se usará en la presente descripción. Los términos singulares "un", "uno" y "el/la"
incluyen referentes plurales a menos que el contexto lo indique claramente de cualquier otra forma. Similarmente, la50
palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto lo indique claramente de cualquier otra forma. Además, los
métodos que "comprenden A o B" incluyen a A, o B o A y B. Debe entenderse que todos los tamaños de las bases o
tamaños de aminoácidos, y todos los valores de peso molecular o masa molecular, dados para los ácidos nucleicos o
polipéptidos son aproximados y se proporcionan para la descripción. Aunque los métodos y materiales similares o
equivalentes a los descritos en la presente descripción pueden usarse en la práctica o para probar la presente55
descripción, los materiales y métodos adecuados se describen más abajo.

La presente invención proporciona las secuencias de nucleótidos que codifican para la proteína/enzima involucrada en
la degradación de la lignina en M. phaseolina. Los genes codifican proteínas con una actividad enzimática que se usa
en una industria o se interés para una industria. Las secuencias genómicas de la invención que codifican las enzimas se60
identifican principalmente por comparación de las secuencias de nucleótidos del ADN genómico de M. phaseolina y las
secuencias de nucleótidos de genes enzimáticos conocidos de otros microorganismos. Antes de la invención, no se
conocían las secuencias de nucleótidos de estos genes de M. phaseolina, los marcos de lectura, la posición de exones
e intrones, la estructura de las enzimas y su utilidad potencial en varias industrias, tales como las involucrados en la
fabricación de alimentos y piensos, bebidas, textiles y detergentes.65
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El análisis de la secuencia del genoma de M. phaseolina revela una abundancia de genes que codifican para enzimas
que degradan la lignina en la planta. Las secuencias de nucleótidos se anotaron inicialmente mediante programas de
software, tales como Genescan y Glimmer M (The Institute of Genome Research, Rockville, NM), que pueden identificar
supuestas regiones codificadoras, intrones y uniones de corte y empalme. Se realizó una curación automatizada y
manual adicional de las secuencias de nucleótidos para refinar y establecer una caracterización precisa de las regiones5
codificadoras y otras características génicas.

Más de 14000 ADNc de M. phaseolina se secuenciaron parcial o completamente. Entre ellos se descubrieron treinta y
siete ADNc que codifican nuevas enzimas con supuestas funciones en la degradación de la lignina.

10
Los marcos abiertos de lectura (ORF) se analizan siguiendo la secuenciación completa o parcial de clones de librerías
de ADNc derivadas de ARNm de M. phaseolina y después se analizan usando programas de análisis de secuencias y
determinando la homología con secuencias conocidas en bases de datos (públicas/privadas).

En el contexto de esta descripción, varios términos usados a lo largo de la descripción tienen los significados indicados15
al menos que se indique expresamente que tienen un significado diferente.

Como se usa en la presente descripción, un "polinucleótido" es una secuencia de nucleótidos tal como un fragmento de
ácido nucleico. Un polinucleótido puede ser un polímero de ARN o ADN que es de cadena simple o doble, que contiene
opcionalmente bases nucleotídicas sintéticas, no naturales o alteradas. Un polinucleótido en forma de un polímero de20
ADN puede estar compuesto por uno o más segmentos de ADNc, ADN genómico, ADN sintético o mezclas de los
mismos. Un polinucleótido aislado de la presente descripción puede incluir al menos uno de los 150 nucleótidos
contiguos (tanto corriente abajo o corriente arriba) derivados de las sec. con núms. de ident. 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22,
25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52, 55, 58, 61, 64, 67, 70, 73, 76, 79, 82, 85, 88, 91, 94, 97, 100, 103, 106 y 109, o el
complemento de dichas secuencias.25

"Polipéptido" como se usa en la presente descripción, es una cadena simple lineal de aminoácidos unidos por enlaces
peptídicos, y que tiene usualmente una secuencia de más de 100 aminoácidos de longitud.

"Aislado" significa alterado "por la mano del hombre" del estado natural. Si una composición o sustancia existe en la30
naturaleza, ésta ha sido "aislada" si se ha cambiado o removido de su entorno original, o ambos. Por ejemplo, un
polinucleótido o un polipéptido naturalmente presente en una planta o animal vivo no está "aislado," pero el mismo
polinucleótido o polipéptido separado de materiales que coexisten en su estado natural está "aislado", como se emplea
el término en la presente descripción.

35
El término "gen", como se usa en la presente descripción, se define como una secuencia genómica del hongo M.
phaseolina, particularmente una secuencia polipeptídica que codifica el polipéptido de la serie de enzimas involucradas
en la vía de la degradación de la lignina.

Una "secuencia codificadora" o "región codificadora" se refiere a una molécula de ácido nucleico que tiene una40
información en la secuencia necesaria para producir un producto de gen, como un aminoácido o polipéptido, cuando la
secuencia se expresa. La secuencia codificadora puede contener secuencias no traducidas (por ejemplo, intrones o  
regiones 5' o 3' no traducidas) dentro de regiones traducidas, o que carecen de secuencias interpuestas no traducidas
(por ejemplo, un ADNc).

45
El término "cebador" como se usa en la presente descripción, es un oligonucleótido capaz de unirse a una secuencia de
ácido nucleico diana y usarse como molde de la síntesis del ácido nucleico. Un oligonucleótido para la amplificación,
como se define en la presente descripción preferentemente tendrá de 10 a 50, más preferentemente de 15 a 25
nucleótidos de longitud. Aunque el oligonucleótido para la amplificación de la presente descripción puede sintetizarse
químicamente, tales oligonucleótidos no son ácidos nucleicos de origen natural.50

La abreviatura usada durante toda la descripción para referirse a los ácidos nucleicos que comprenden secuencias de
nucleótidos son las abreviaturas convencionales de una sola letra. Por lo tanto, cuando se incluyen en un ácido
nucleico, los nucleótidos que codifican de forma natural se abrevian de la manera siguiente: adenina (A), guanina (G),
citosina (C), tiamina (T) y uracilo (U).Además, a menos que se especifique lo contrario, las secuencias de ácidos55
nucleicos presentadas en la presente descripción están en la dirección 5' →3'.

Como se usa en la presente descripción, el término "complementario" y los derivados de los mismos se usan en
referencia a la paridad de ácidos nucleicos por las reglas bien conocidas que A se aparea con T o U y C se aparean con
G. La complementariedad puede ser "parcial" o "completa". En la complementariedad parcial, sólo algunas bases de60
ácidos nucleicos se aparean de acuerdo con las reglas del apareamiento de bases; mientras que en la
complementariedad completa o total, todas las bases se aparean de acuerdo con las reglas de apareamiento. El grado
de complementariedad entre cadenas de ácido nucleico puede tener efectos significativos sobre la eficiencia y fuerza de
la hibridación entre las cadenas de ácido nucleico como se conoce bien en la técnica. La eficiencia y fuerza de dicha
hibridación depende del método de detección.65
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El término "célula huésped", como se usa en la presente descripción, incluye cualquier tipo de célula que sea
susceptible a transformación, transfección, transducción, expresión y similares con una construcción de ácido nucleico o
vector de expresión que comprende un polinucleótido de la presente invención.

El término "unido operativamente" denota en la presente descripción una configuración en la que la secuencia control se5
coloca en una posición adecuada relativa a la secuencia de codificación de la secuencia del polinucleótido de manera
que la secuencia control dirige la expresión de la secuencia codificadora de un polipéptido.

Un "vector" generalmente se refiere a un replicón, tal como un plásmido, fago, cósmido, levadura o virus en el que otro
segmento de ácido nucleico puede insertarse operativamente para provocar la replicación o expresión del segmento. El10
término "vector" pretende referirse, además, a una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otro ácido nucleico
al que se ha unido. Un tipo de vector es un "plásmido", que se refiere a un lazo de ADN bicatenario circular en el que
pueden ligarse segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, en donde pueden ligarse
segmentos de ADN adicionales en el genoma viral. Determinados vectores son capaces de una replicación autónoma
en una célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicación15
bacteriano y vectores episomales de mamífero). Otros vectores pueden integrarse en el genoma de una célula huésped
tras la introducción en la célula huésped, y de esta manera se replican junto con el genoma del huésped. Por otra parte,
determinados vectores son capaces de dirigir la expresión de genes a los cuales se unen operativamente. Dichos
vectores se refieren en la presente descripción como “vectores de expresión recombinante” (o simplemente, “vectores
de expresión”).Generalmente, los vectores de expresión de utilidad en técnicas de ADN recombinante están20
frecuentemente en forma de plásmidos. En la presente descripción, "plásmido" y "vector" pueden usarse indistintamente
ya que el plásmido es la forma más comúnmente usada de un vector. Sin embargo, la invención pretende incluir otras
formas de vectores de expresión, tal como vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectivo de replicación, adenovirus
y virus adenoasociados), que sirven para funciones equivalentes.

25
El término "construcción de ácido nucleico" o "construcción de ADN" se usa a veces para referirse a una secuencia
codificadora o secuencias unidas operativamente a secuencias reguladoras apropiadas e insertadas en el vector para la
transformación de la célula. Este término puede usarse indistintamente con el término "ADN transformante" o
"transgen".

30
El término "promotor" como se usa en la presente descripción, se refiere a una secuencia de ácidos nucleicos que
funciona para dirigir la transcripción de un gen corriente abajo. El promotor generalmente será apropiado para la célula
huésped en la que se expresa el gen diana. El promotor junto con otras secuencias de ácidos nucleicos reguladoras de
la transcripción y traducción (también denominadas "secuencias control") es necesario para expresar un gen dado.
Generalmente, las secuencias reguladoras de la transcripción y de la traducción incluyen, pero sin limitarse a,35
secuencias promotoras, sitios de unión ribosomal, secuencias de inicio y de terminación de la transcripción, secuencias
de inicio y de terminación de la traducción, y secuencias potenciadoras o activadoras.

El término "in vitro" como se usa en la presente descripción, se refiere a una reacción biológica que ocurre en un
ambiente artificial fuera de un organismo vivo, que usualmente se realiza en un laboratorio usando componentes de un40
organismo que ha sido aislado de su contexto biológico habitual para permitir realizar un análisis más detallado o
conveniente.

En la presente descripción el término "% de homología" se usa indistintamente con el término "% de identidad" y se
refiere al nivel de identidad de la secuencia de ácido nucleico o aminoácido entre la secuencia de ácido nucleico que45
codifica cualquiera de los polipéptidos de la invención o la secuencia de amino ácidos del polipéptido de la invención,
cuando se alinea usando el programa de alineamiento de secuencias.

Por ejemplo, como se usa en la presente descripción, 80% de homología significa lo mismo que  80% de identidad de
secuencias determinado por un algoritmo definido, y por consiguiente una homología de una secuencia dada tiene una50
identidad de secuencias mayor que 80% sobre la longitud de una secuencia dada. Los niveles ideales de identidad de
secuencias incluyen, pero no se limitan a, 80, 85, 90, 95, 98% o más de identidad de secuencias para una secuencia
dada, por ejemplo, la secuencia codificante para cualquiera de los polipéptidos de la invención, como se describe en la
presente descripción.

55
Los programas de ordenador ilustrativos que  pueden usarse para determinar la identidad entre dos secuencias,
incluyen, pero no se limitan al conjunto de programas BLAST, por ejemplo, BLASTN, BLASTX y TBLASTX, BLASTP y
TBLASTN, accesibles públicamente en  www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

Las búsquedas de secuencias típicamente se llevan a cabo usando el programa BLASTN, cuando se evalúa una60
secuencia de ácido nucleico dada en relación con la secuencia de ácido nucleico en el GenBank DNA Sequences y
otras bases de datos públicas. El programa BLASTX se prefiere para la búsqueda de secuencias de ácidos nucleicos
que se traducen en todos los marcos de lectura frente secuencias de amino ácidos en el GenBank Protein Sequences y
otras bases de datos públicas.

65
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Se realizó un alineamiento preferido de las secuencias seleccionadas para determinar el "% de identidad" entre dos o
más secuencias usando por ejemplo, el programa CLUSTAL-W.

Como se expone, una modalidad de la presente descripción es un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido que
degrada la lignina encontrado en el hongo M. phaseolina que comprende las secuencias nucleotídicas como se exponen5
en las sec. con núms. de ident. 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 29, 32, 35, 38, 41, 44, 47, 50, 53, 56, 59, 62, 65, 68, 71,
74, 77, 80, 83, 86, 89, 92, 95, 98, 101, 104, 107, 110, 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52,
55, 58, 61, 64, 67, 70, 73, 76, 79, 82, 85, 88, 91, 94, 97, 100, 103, 106 y 109.Correspondientemente, el polipéptido
respectivo que degrada la lignina codificado por estas secuencias de nucleótidos tendrá una secuencia de amino ácidos
como se expone en las sec. con núms. de ident. 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48, 51, 54, 57, 60,10
63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87, 90, 93, 96, 99, 102, 105, 108 y 111.

En una modalidad, el polinucleótido de 939 pb de longitud ilustrado en el núm. de ident. 2 es el clon de ADNc de
longitud completa que codifica para la proteína lignina peroxidasa que exhibe un marco abierto de lectura que codifica
un polipéptido de 312 amino ácidos, como en la sec. con núm. de ident. 3, con una masa molecular calculada de15
aproximadamente 32 kD. El análisis SMART de la sec. con núm. de ident. 2, revela la presencia del dominio Pfam de la
peroxidasa en la secuencia. La familia de proteínas con el dominio Pfam consiste y/o comprende peroxidasas
secretoras del hongo. Estas son glicoproteínas monoméricas involucradas en la degradación de la lignina.

Preferentemente, el polinucleótido de 1116 pb de longitud ilustrado en la sec. con núm. de ident. 5 es la proteína lignina20
peroxidasa codificada por el clon de ADNc de longitud completa que exhibe un marco abierto de lectura que codifica
para un polipéptido de 371 aminoácidos como en la sec. con núm. de ident. 6, con una masa molecular calculada de
aproximadamente 40 kD. El análisis SMART de la sec. con núm. de ident. 5, revela la presencia del dominio Pfam de la
peroxidasa en la secuencia. La familia de proteínas con el dominio Pfam consiste y/o comprende peroxidasas
secretoras del hongo. Estas son glicoproteínas monoméricas involucradas en la degradación de la lignina.25

Similarmente, en otro aspecto, el polinucleótido de 1023 pb de longitud ilustrado en la sec. con núm. de ident. 8 es la
proteína lignina peroxidasa codificada por el clon de ADNc de longitud completa que exhibe un marco abierto de lectura
que codifica para un polipéptido de 340 aminoácidos como en la sec. con núm. de ident. 9, con una masa molecular
calculada de aproximadamente 35 kD. El análisis SMART de la sec. con núm. de ident. 8, revela la presencia del30
dominio Pfam de la peroxidasa en la secuencia. La familia de proteínas con el dominio Pfam consiste y/o comprende
peroxidasas secretoras del hongo. Estas son glicoproteínas monoméricas involucradas en la degradación de la lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la cloroperoxidasa tienen 1260 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 11 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 419 aminoácidos con una masa molecular35
calculada de aproximadamente 45 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 12. La sec. con núm. de ident. 11
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa_2. Dicho dominio está involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la cloroperoxidasa tienen 690 pb como se ilustra en sec. con
núm. de ident. 14 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 229 aminoácidos con una masa molecular40
calculada de aproximadamente 25 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 15. La sec. con núm. de ident. 14
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa_2. Dicho dominio está involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la cloroperoxidasa tienen 1194 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 17 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 397 aminoácidos con una masa molecular45
calculada de aproximadamente 43 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 18. La sec. con núm. de ident. 17
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa_2. Dicho dominio está involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la cloroperoxidasa tienen 1317 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 20 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 438 aminoácidos con una masa molecular50
calculada de aproximadamente de 47 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 21. La sec. con núm. de ident. 20
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa_2. Dicho dominio está involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la cloroperoxidasa tienen 780 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 23 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 259 aminoácidos con una masa molecular55
calculada de aproximadamente 29 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 24. La sec. con núm. de ident. 23
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa_2. Dicho dominio está involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la cloroperoxidasa tienen 951 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 26 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 316 aminoácidos con una masa molecular60
calculada de aproximadamente 35 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 27. La sec. con núm. de ident. 26
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa_2. Dicho dominio está involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la hemoperoxidasa tienen 1116 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 29 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 371 aminoácidos con una masa molecular65
calculada de aproximadamente 41 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 30. La sec. con núm. de ident. 29
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contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa. Las hemoperoxidasas oxidan las subunidades de lignina usando
peróxido de hidrógeno extracelular generado por oxidasas no relacionadas como un cosubstrato. Dicho dominio está
involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la hemoperoxidasa tienen 1623 pb como se ilustra en la sec. con5
núm. de ident. 32 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 540 aminoácidos con una masa molecular
calculada de aproximadamente 57 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 33. La sec. con núm. de ident. 32
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa. Las hemoperoxidasas oxidan las subunidades de lignina usando
peróxido de hidrógeno extracelular generado por oxidasas no relacionadas como un cosubstrato. Dicho dominio está
involucrado en la degradación de lignina.10

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la hemoperoxidasa tienen 1599 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 35 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 532 aminoácidos con una masa molecular
calculada de aproximadamente 57 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 36. La sec. con núm. de ident. 35
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa. Las hemoperoxidasas oxidan las subunidades de lignina usando15
peróxido de hidrógeno extracelular generado por oxidasas no relacionadas como un cosubstrato. Dicho dominio está
involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la hemoperoxidasa tienen 2049 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 38 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 682 aminoácidos con una masa molecular20
calculada de aproximadamente 70 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 39. La sec. con núm. de ident. 38
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa. Las hemoperoxidasas oxidan las subunidades de lignina usando
peróxido de hidrógeno extracelular generado por oxidasas no relacionadas como un cosubstrato. Dicho dominio está
involucrado en la degradación de lignina.

25
En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la hemoperoxidasa tienen 1605 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 41 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 534 aminoácidos con una masa molecular
calculada de aproximadamente 57 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 42. La sec. con núm. de ident. 41
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa. Las hemoperoxidasas oxidan las subunidades de lignina usando
peróxido de hidrógeno extracelular generado por oxidasas no relacionadas como un cosubstrato. Dicho dominio está30
involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la hemoperoxidasa tienen 960 pb como se ilustra en la sec. con
núm. de ident. 44 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 319 aminoácidos con una masa molecular
calculada de aproximadamente 35 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 45. La sec. con núm. de ident. 4435
contiene un dominio Pfam, nombrado peroxidasa. Las hemoperoxidasas oxidan las subunidades de lignina usando
peróxido de hidrógeno extracelular generado por oxidasas no relacionadas como un cosubstrato. Dicho dominio está
involucrado en la degradación de lignina.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para la multicobre oxidasa (lacasas) tienen 1713 pb como se ilustra en40
la sec. con núm. de ident. 47 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 570 aminoácidos con una masa
molecular calculada de aproximadamente 64 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 48. La sec. con núm. de
ident. 47 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son proteínas
extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a radicales fenoxi.

45
En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1860 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 50 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 619 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 69 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 51. La sec. con
núm. de ident. 50 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a50
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1824 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 53 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 607 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 67 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 54. La sec. con55
núm. de ident. 53 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1737 pb como se ilustra60
en la sec. con núm. de ident. 56 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 578 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 63 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 57. La sec. con
núm. de ident. 56 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.65
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En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1665 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 59 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 554 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 61 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 60. La sec. con
núm. de ident. 59 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a5
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1803 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 62 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 600 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 65 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 63. La sec. con10
núm. de ident. 62 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1635 pb como se ilustra15
en la sec. con núm. de ident. 65 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 544 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 61 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 66. La sec. con
núm. de ident. 65 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.20

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1743 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 68 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 580 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 63 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 69. La sec. con
núm. de ident. 68 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son25
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1836 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 71 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 611 aminoácidos con una30
masa molecular calculada de aproximadamente 67 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 72. La sec. con
núm. de ident. 71 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

35
En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 702 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 74 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 233 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 26 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 75. La sec. con
núm. de ident. 74 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a40
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1854 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 77 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 617 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 68 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 78. La sec. con45
núm. de ident. 77 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 2073 pb como se ilustra50
en la sec. con núm. de ident. 80 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 690 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 77 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 81. La sec. con
núm. de ident. 80 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.55

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1824 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 83 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 607 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 67 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 84. La sec. con
núm. de ident. 83 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son60
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1932 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 86 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 643 aminoácidos con una65
masa molecular calculada de aproximadamente 72 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 87. La sec. con
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núm. de ident. 86 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1950 pb como se ilustra5
en la sec. con núm. de ident. 89 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 649 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 72 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 90. La sec. con
núm. de ident. 89 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.10

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 2016 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 92 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 671 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 74 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 93. La sec. con
núm. de ident. 92 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son15
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 2085 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 95 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 694 aminoácidos con una20
masa molecular calculada de aproximadamente 78 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 96. La sec. con
núm. de ident. 95 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

25
En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1821 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 98 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 606 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 68 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 99. La sec. con
núm. de ident. 98 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a30
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1854 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 101 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 617 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 68 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 102. La sec. con35
núm. de ident. 101 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1815 pb como se ilustra40
en la sec. con núm. de ident. 104 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 604 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 67 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 105. La sec. con
núms. de ident. 104 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.45

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1632 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 107 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 543 aminoácidos con una
masa molecular calculada de aproximadamente 61 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 108. La sec. con
núm. de ident. 107 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son50
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

En otro aspecto, los polinucleótidos que codifican para las multicobre oxidasas (lacasas) tienen 1752 pb como se ilustra
en la sec. con núm. de ident. 110 mientras que la proteína codificada es un polipéptido de 583 aminoácidos con una55
masa molecular calculada de aproximadamente 64 kD como se ilustró en la sec. con núm. de ident. 111. La sec. con
núm. de ident. 110 contiene un dominio Pfam, nombrado multicobre oxidasa. Estas multicobre oxidasas (lacasa) son
proteínas extracelulares, no hemo que contienen cobre y catalizan la oxidación de fenoles de un solo electrón a
radicales fenoxi.

60
Las secuencias proporcionadas por la presente invención también se pueden usar como materiales preparatorios para
la modificación racional o el diseño de nuevas enzimas con características que permitan a las enzimas funcionar mejor
en procesos exigentes.

La presente descripción se incluye como contenido en las reivindicaciones adjuntas así como la de la descripción65
anterior. Aunque esta invención se ha descrito en su forma preferida con un grado de particularidad, se entiende que la
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presente descripción en la forma preferida se ha realizado solo a modo de ejemplo y que se puede recurrir a numerosos
cambios en los detalles de la construcción, la combinación y las disposiciones de partes sin apartarse del alcance de la
invención y las reivindicaciones.

Varias referencias citadas en la presente descripción se incorporan como referencia en su totalidad.5

EJEMPLOS

El siguiente ejemplo pretende ilustrar adicionalmente la invención, sin intentar que la invención se limite a las
modalidades específicas descritas en la misma.10

Ejemplo 1 Diseño y síntesis de cebadores

Los cebadores usados en el estudio se diseñaron a partir del transcriptoma controlado manualmente y de "modelos
genéticos" predichos de secuencias genómicas de la cepa ms6 de M. phaseolina, eligiendo las secuencias15
manualmente con ORF completos o usando bases de datos donde se han aislado genes similares con éxito a partir de
otras plantas. El análisis bioinformático comparativo de las secuencias nucleotídicas obtenidas a partir del transcriptoma
se llevó a cabo usando NCBI BLAST, BLASTP, RPS-BLAST, BLASTX y PSI-BLAST para identificar homólogos de los
genes relacionados y para la identificación adecuada del gen. Los alineamientos de las secuencias nucleotídicas se
realizaron a través de ClustalW versión 1.82 siempre que se encontraron secuencias múltiples del "conjunto de genes".20
El alineamiento se editó después. Los cebadores específicos del gen (directo y reverso) se seleccionaron manualmente
o a través de la herramienta Primer 3 plus y los cebadores se sintetizaron a medida.

Todos los oligonucleótidos usados en este estudio se sintetizaron y purificaron por HPLC por el proveedor y se
adquirieron de Integrated DNA Technologies (IDT).Se preparó una solución madre de 100 pmoles en ddH2O en25
autoclave y se almacenó a -20°C, en alícuotas para su uso.

Secuencias de oligonucleótidos usadas como cebadores para PCR

30

35

40

45

50

55

60

65

Nombre del Gen Sec. con núm.
de ident.:

Secuencia del cebador Producto de
amplificación (pb)

lignina
peroxidasa

1

Directo
GAGACCGCTACACCCACCCCT 1155

Reverso CACCGCACTACGACCTCGCT

lignina
peroxidasa

4

Directo GTCGTCGCGTGGCTGCTAGA

1276Reverso
CCAGGCATCGGGGAACTTCGG

lignina
peroxidasa

7

Directo
GGCGGCTCTCTCGCAGACGTA 1234

Reverso GCCCTGCCCCAACCGATTCA

Cloroperoxidasa 10
Directo TGCTGCCTCCGCTCTGTCGC

1769
Reverso CGCACCATGTCGCCTCTGCC

Cloroperoxidasa 13

Directo AACCGCTTTACCTGCCAGCCA

964Reverso
ATTGGGGTCGGTGCTCAGGAGT

Cloroperoxidasa 16

Directo
ACGGAGCACATGAACACCGTCC

1777
Reverso
CTTCGCACCGCGAGCAGAGG
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10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Cloroperoxidasa 19
Directo TCCCGCGAGCCCTTGGTCTG

1644
Reverso GCCCTCGCTGGTTCCTTTGCT

Cloroperoxidasa 22
Directo ATGTTTTGTTTCGCGCCGCT

1265
Reverso AATCTACCACTCCCGTCCCGC

Cloroperoxidasa 25
Directo ACCGCCGCCTTCGTTTACGTC

475
Reverso GCCCGCTTACTTTGCCGGTC

Hemoperoxidasa 28
Directo TCGCCTGTGCTCACACCACG

1235
Reverso TTAACGTCCGCCAAGCACGC

Hemoperoxidasa 31
Directo CGTTCCCAAGCCCGACGACTC

1177
Reverso GGGCAAGTCCCCAAGCCCATC

Hemoperoxidasa 34
Directo AATGCGGTTTCTCGGGGGCT

1762
Reverso TGTTGCTGGCCCTATGAAGGCAT

Hemoperoxidasa 37
Directo CCATGGCAAGGCATCCCGGC

1172
Reverso TGTGGCATCCCAACAGGGGC

Hemoperoxidasa 40
Directo TGGACCTGGCCGTCAAACCG

1488
Reverso GCCTCACAGAGCCGCACACTC

Hemoperoxidasa 43
Directo CAGGCATGCGCTACGAGGCT

800
Reverso ACCAGCTTACAGACGTGCCCTGA

Multicobre
oxidasa

46
Directo TGGGCGGGCAGGTACGTGAAT

1935
Reverso TCCGTGCTCTGGCCTCGCAT

Multicobre
oxidasa

49
Directo GCTGGCGACGACAAGTGGCT

2033
Reverso CCACAGAGTTCGCGAGGCCC

Multicobre
oxidasa

52
Directo CATCCCACCGCGGGAAGCCT

2172
Reverso ATCCCCGCCGTCACGGTTTT

Multicobre
oxidasa

55
Directo TCGTTGAAGTCGCTGTCCCGT

1944
Reverso GCCCCGCACACCTGCCATAG

Multicobre
oxidasa

58
Directo TGCTTGCTCAAGGGCGCTCA

2177
Reverso TCAACTCAGACTACTGTCGAAGTGC

Multicobre
oxidasa

61
Directo CACTGGCACGGCTTCACGCA

4930
Reverso CCGCTACGCGGTCGACTCCT

Multicobre
oxidasa

64
Directo CACCCTCCGGTCGGGTAAGT

2116
Reverso TACAGGTGCTATGCCAGCGTGC

Multicobre
oxidasa

67
Directo TAGCATCGGCACAACGCCCAT

1246
Reverso GAACCGGTGGCCGTGAAGGTG
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Ejemplo 2. Amplificación, clonaje y secuenciación de lignina peroxidasa, cloroperoxidasa, hemoperoxidasa y multicobre50
peroxidasa de M. phaseolina ms6

El ARN total se aisló a partir de micelio de tres días cultivado en medio líquido como se describió previamente por
Chomezynski P y Sacchi N, método de un solo paso de aislamiento de ARN mediante extracción con tiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo ácido. (Anal Biochem 1987, 162: 156-159). La calidad e integridad del ARN se verificó por55
electroforesis en gel de agarosa y se cuantificó usando el equipo Thermo Scientific Nano Drop 2000 según los
procedimientos estándares, la primera cadena de ADNc se sintetizó usando la reverso transcriptasa SuperScript III
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El gen se amplificó a partir de ADNc mediante PCR usando
cebadores específicos del gen. La reacción de PCR (50µL) contenía 1 µL of ADNc, 20 pmoles de cada cebador, 5 µL de
tampón de PCR 10X, 5 µL de mezcla de dNTP 2.5 mM y 1.0 unidad de ADN Taq polimerasa Pfu. La PCR se llevó a60
cabo en un Thermal Cycler (Applied Biosystems) usando las siguientes condiciones: desnaturalización inicial por 5 min a
95 °C seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95 °C por 30 seg, acoplamiento a 59-61 °C por 30 seg y extensión a
72 °C por 1 a 2.0 min, dependiendo de la longitud del gen diana, con una extensión final a 72 °C por 7 min. El producto
de PCR se analizó mediante gel de agarosa al 1 % usando tampón TAE 1X y el amplicón se eluyó del gel usando el kit
de extracción de gel de QIAGEN siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto de PCR purificado se ligó en el65
kit de clonaje pCR®8/GW/TOPO® TA (Invitrogen) y se transformó en células competentes de E. coli (Invitrogen). Los

Multicobre oxidasa 70
Directo ACCCACCGCTCGCTCTCACA

2083
Reverso TGGAAATGCGCAGAAGGACCGT

Multicobre oxidasa 73
Directo GCACGACATGTGGATTGCGGC

788
Reverso TTGCCAGCCGTGCTCCGTCA

Multicobre oxidasa 76
Directo ACGACGTTGCAAGCTCCGCC

2022
Reverso CCATCGGGCATAGAAGTCGCCG

Multicobre oxidasa 79
Directo TTCACCGGAGTCGCCTTCCCA

2249
Reverso CGACGGGCTGCAGTACGAGA

Multicobre oxidasa 82
Directo AATCCCCTCTCACCTCGCCGC

2103
Reverso GGCCACCCCTCAGAGACCGGA

Multicobre oxidasa 85
Directo CGCCGAACCAAAGCCTCCTCC

2858
Reverso GCACAGGAGAAAGAGCTCACCCC

Multicobre oxidasa 88
Directo TCGCCCGTCCAGGAGAGATA

2208
Reverso CCCCCATCTACCGGCCATTC

Multicobre oxidasa 91
Directo ATGAGGGGTAATCGCGACGG

2382
Reverso CCCTCTCACAACTGACCCTGT

Multicobre oxidasa 94
Directo TCACTCAGTGCCCTACCGCTCC

1299
Reverso CCGCAACGACTCCGTCCGGT

Multicobre oxidasa 97
Directo TGGGCTGATCCCGTTGCAGGA

1405
Reverso GTAGCCGTGGCTGAGCGTGTT

Multicobre oxidasa 100
Directo TGCCGTTGCTGTAACATGCCGT

2099
Reverso GACGGCGCTTTGCTCTTGCG

Multicobre oxidasa 103
Directo AGCATGCAATACTCGGTCGGTCT

633
Reverso CGGGCAGCAGGATGTTTGCCAT

Multicobre oxidasa 106
Directo GGATACTCTCCGGGCACGTTCG

1703
Reverso ATGGCAGTGGACTGCGCGAC

Multicobre oxidasa 109
Directo GGAGGGAGCACTGATGCGCT

1873
Reverso GGCTGCTCCTCCGCTCATGG
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plásmidos se aislaron de supuestas colonias usando el kit QIAprip Spin Miniprep (QIAGEN) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La presencia del inserto se verificó usando cebadores específicos del gen y los plásmidos positivos se
sometieron a Secuenciación.

Ejemplo 3. Análisis de la secuencia5

La secuencia de nucleótidos y la secuencia de aminoácidos se analizaron por los programas BLASTN y BLASTP
respectivamente. Las secuencias reportadas de otras plantas se alinearon con ClustalW. El análisis filogenético se llevó
a cabo usando el Neighbour Joining (NJ).

10
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 1
LONGITUD : 1379 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

15

20

25

30

35

40

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 2
LONGITUD : 93945
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE:CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (939) 

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



17

5

10

15

20

25

30

35

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 3
LONGITUD : 312
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina40

45

50

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 4
LONGITUD : 1416 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



18

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 5
LONGITUD : 1116
TIPO : ADN30
ORGANISMO :M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (1116) 

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



19

5

10

15

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 620
LONGITUD : 371
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

25

30

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 735
LONGITUD : 1323 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



20

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 8
LONGITUD : 1023
TIPO : ADN
ORGANISMO :M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS5
UBICACIÓN : (1) ...... (1023)

10

15

20

25

30

35

40

45

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 9
LONGITUD : 340
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



21

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 10
LONGITUD : 1930 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

5

10

15

20

25

30

35

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 11
LONGITUD : 1260
TIPO : ADN40
ORGANISMO :M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (1260)

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



22

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 1230
LONGITUD : 419
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

35

40

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 13
LONGITUD : 1108 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)45
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



23

5

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 14
LONGITUD : 690
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina10
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (690) 

15

20

25

30

35

40
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 15
LONGITUD : 229
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

45

50

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 16
LONGITUD : 1554 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN55
ORGANISMO :M. phaseolina

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



24

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 17
LONGITUD : 1194
TIPO : ADN30
ORGANISMO :M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (1194)

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



25

5

10

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 18
LONGITUD : 397
TIPO : PRT15
ORGANISMO : M. phaseolina

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 19
LONGITUD : 1792 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



26

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 20
LONGITUD : 1317
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina5
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (1317) 

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 21
LONGITUD : 438
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



27

5

10
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 22
LONGITUD : 1391 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

15

20

25

30

35

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 2340
LONGITUD : 780
TIPO : ADN
ORGANISMO :M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (780) 45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



28

5

10

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 2415
LONGITUD : 259
TIPO : PRT
ORGANISMO :M. phaseolina

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 25
LONGITUD : 1314 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina30

35

40

45

50

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 2655
LONGITUD : 951
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (951)60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



29

5

10

15

20

25

30

35

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 27
LONGITUD : 31640
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

45

50

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 28
LONGITUD : 1480 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



30

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 29
LONGITUD : 111630
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (1116) 

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



31

5

10

15

20

25

30

35

40

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 3045
LONGITUD : 371
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

50

55

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 31
LONGITUD : 1981 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)60
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



32

5

10

15

20

25

30

35
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 32
LONGITUD : 1623
TIPO : ADN
ORGANISMO :M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS40
UBICACIÓN : (1) ...... (1623) 

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



33

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 3360
LONGITUD : 540
TIPO : PRT
ORGANISMO :M. phaseolina

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



34

5

10

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 34
LONGITUD : 2012 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)15
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

20

25

30

35

40

45

50

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 35
LONGITUD : 159955
TIPO : ADN
ORGANISMO :M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (1599) 

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



35

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



36

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 36
LONGITUD : 532
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

5

10

15

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 37
LONGITUD : 2401 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN20
ORGANISMO : M. phaseolina

25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



37

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 38
LONGITUD : 2049
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina5
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (2049) 

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



38

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 39
LONGITUD : 68230
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

35

40

45

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 40
LONGITUD : 2004 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



39

5

10

15

20

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 4125
LONGITUD : 1605
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (1605) 30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



40

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 4230
LONGITUD : 534
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

35

40

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 4345
LONGITUD : 1414 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



41

5

10

15

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 44
LONGITUD : 960
TIPO : ADN20
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (960) 

25

30

35

40

45

50

55

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 4560
LONGITUD : 319
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



42

5

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 4610
LONGITUD : 2160 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

15

20

25

30

35

40

45

50

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 47
LONGITUD : 1713
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina55
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1) ...... (1713) 

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



43

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 4860
LONGITUD : 570
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



44

5

10

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 4915
LONGITUD : 2269 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

20

25

30

35

40

45

50

55

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 50
LONGITUD : 1860
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina60
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1860) 

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



45

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



46

5

10

15

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 51
LONGITUD : 619
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina20

25

30

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 5235
LONGITUD : 2423 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



47

5

10

15

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 5320
LONGITUD : 1824
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1824) 25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



48

5

10

15

20

25

30

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 54
LONGITUD : 60735
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

40

45

50
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 55
LONGITUD : 2147 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



49

5

10

15

20

25

30

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 56
LONGITUD : 1737
TIPO : ADN35
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1737) 

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



50

5

10

15

20

25

30

35

40

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 57
LONGITUD : 57845
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

50

55

60
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 58
LONGITUD : 2302 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



51

5

10

15

20

25

30

35

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 5940
LONGITUD : 1665
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1665) 45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



52

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 60
LONGITUD : 554
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



53

5

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 6110
LONGITUD : 2460 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina 

15

20

25

30

35

40

45

50

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 6255
LONGITUD : 1803
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE : CDS
UBICACIÓN : (1)......(1803) 60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



54

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



55

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 63
LONGITUD : 600
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina 

5

10

15

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 64
LONGITUD : 2285 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN20
ORGANISMO : M. phaseolina

25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



56

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 65
LONGITUD : 1635
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS5
UBICACIÓN : (1)......(1635) 

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



57

5

10

15
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 66
LONGITUD : 544
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

20

25

30

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 67
LONGITUD : 2412 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN35
ORGANISMO : M. phaseolina

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



58

5

10

15

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 68
LONGITUD : 1743
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina20
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1743) 

25

30

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



59

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 6930
LONGITUD : 580
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

35

40

45

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 70
LONGITUD : 2242 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



60

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 71
LONGITUD : 1836
TIPO : ADN30
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1836) 

35

40

45

50

55

60

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



61

5

10

15

20

25

30

35

40

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 72
LONGITUD : 611
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina45

50

55

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 7360
LONGITUD : 1048 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

65

E13829529
10-05-2018ES 2 668 910 T3

 



62

5

10

15

20
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 74
LONGITUD : 702
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS25
UBICACIÓN : (1)......(702) 

30

35

40

45

50

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 7555
LONGITUD : 233
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

60

65

ES 2 668 910 T3

 



63

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 76
LONGITUD : 2269 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN5
ORGANISMO : M. phaseolina

10

15

20

25

30

35

40

45
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 77
LONGITUD : 1854
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS50
UBICACIÓN : (1)......(1854) 

55

60

65

ES 2 668 910 T3

 



64

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 78
LONGITUD : 617
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina65

ES 2 668 910 T3

 



65

5

10

15

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 79
LONGITUD : 2373 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 910 T3

 



66

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 80
LONGITUD : 2073
TIPO : ADN5
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(2073) 

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 910 T3

 



67

5

10

15

20

25

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 8130
LONGITUD : 690
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina

35

40

45

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 82
LONGITUD : 2372 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN50
ORGANISMO : M. phaseolina

55

60

65

ES 2 668 910 T3

 



68

5

10

15

20

25

30
SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 83
LONGITUD : 1824
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS35
UBICACIÓN : (1)......(1824) 

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 910 T3

 



69

5

10

15

20

25

30

35

40

45

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 84
LONGITUD : 607
TIPO : PRT50
ORGANISMO : M. phaseolina

55

60

65

ES 2 668 910 T3

 



70

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 85
LONGITUD : 3008 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina5
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LONGITUD : 1932
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina60
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1932) 
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LONGITUD : 643
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina25
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LONGITUD : 2404 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
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LONGITUD : 195025
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1950) 
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LONGITUD : 649
TIPO : PRT
ORGANISMO : M. phaseolina45
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LONGITUD : 2569 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina

65

ES 2 668 910 T3

 



75

5

10

15

20

25

30

35

40

SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 92
LONGITUD : 2016
TIPO : ADN45
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(2016) 
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LONGITUD : 671
TIPO : PRT5
ORGANISMO : M. phaseolina
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LONGITUD : 3063 (incluyendo150 bp 5' UTR y 150 bp 3' UTR)
TIPO : ADN
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LONGITUD : 2085
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina25
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(2085) 
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LONGITUD : 1821
TIPO : ADN45
ORGANISMO : M. phaseolina
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE: CDS
UBICACIÓN : (1)......(1821) 
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SEC. CON NÚM. DE IDENT.: 101
LONGITUD : 1854
TIPO : ADN
ORGANISMO : M. phaseolina5
NOMBRE DE LA CARACTERÍSTICA/CLAVE : CDS
UBICACIÓN : (1)......(1854) 
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5

10

Incorporación como referencia

Todas las patentes de Estados Unidos, las solicitudes de patentes publicadas de Estados Unidos y las solicitudes PCT
publicadas que se citan en la presente descripción se incorporan en la presente descripción como referencia.15

Equivalentes

Aunque varias modalidades de la presente invención se han descrito e ilustrado en la presente descripción, los expertos
en la técnica fácilmente imaginarán una variedad de otros medios y/o estructuras para realizar las funciones y/o obtener20
resultados y/o una o más ventajas descritas en la presente descripción y cada una de las variaciones y/o modificaciones
se considera dentro del alcance de la presente invención. Aquellos con experiencia en la técnica reconocerán, o serán
capaces de determinar usando no más que la experimentación de rutina, muchos equivalentes para las modalidades
específicas descritas en la presente descripción. Por lo tanto, debe entenderse que las modalidades anteriores se
presentan a manera de ejemplo solamente y que, dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y sus25
equivalentes; la invención puede ponerse en práctica de otra manera que la específicamente descrita y reivindicada.
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Reivindicaciones

1. Un polinucleótido aislado que codifica para una lignina peroxidasa que comprende una secuencia de nucleótidos
que es al menos 80 % idéntica a la secuencia de nucleótidos publicada en las sec. con núms. de ident. 1, 2, 4, 5,
7 u 8, o cualquier mezcla de las mismas.5

2. Un polipéptido de lignina peroxidasa aislado que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 70
% idéntica a la secuencia de aminoácidos que se expone en las sec. con núms. de ident. 3, 6 o 9, o cualquier
mezcla de las mismas.

10
3. Una construcción de expresión que comprende el polinucleótido aislado de la reivindicación 1, en donde dicho

polinucleótido está ligado operativamente a al menos una secuencia reguladora de la traducción, dicha
secuencia reguladora de la traducción comprende un sitio de unión ribosomal, una secuencia de inicio de la
traducción, o una secuencia de terminación de la traducción, o combinaciones de las mismas, que aumenta la
expresión de un polipéptido que es al menos 70 % idéntico a la secuencia de aminoácidos que se expone en las15
sec. con núms. de ident. 3, 6 o 9 o cualquier mezcla de las mismas.

4. Una construcción del gen recombinante que comprende el polinucleótido de la reivindicación 1, en donde el
polinucleótido se expresa en una célula huésped para producir una enzima que degrada la lignina.

20
5. Una construcción del gen recombinante de acuerdo a la reivindicación 4 que comprende además una región

promotora unida operativamente para aumentar la expresión del molde de polinucleótido.

6. Un transformante que comprende la construcción de expresión de la reivindicación 3 o la construcción del gen
recombinante de la reivindicación 4 en donde dicho transformante produce una enzima que acelera la25
degradación de la lignina.

7. Un hongo transgénico de M. phaseolina con degradación aumentada de la lignina, que comprende la
construcción de expresión de la reivindicación 3 o la construcción del gen recombinante de la reivindicación 4.
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