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Introduccioén. El xilano es uno de los componentes principales
de la pared celular en las plantas, esta presente principalmente
en la hemicelulosa. El xilano es un heteroglicano de residuos de
xilopiranosa en su cadena principal. Las enzimas que realizan la
degradacién de este polimero se denominan xilanasas, dentro
de este grupo de enzimas hay endoxilanasas y B-xilosidasas,
principalmente. Las xilanasas son muy importantes debido a su
aplicacién en las industrias papelera, ambiental, agricola,
alimenticia y textil (Collins, Gerday, and Feller 2005).

El hongo termdfilo ascomiceto Thielavia terrestris es de gran
interés, ya que descompone la biomasa lignocelulésica y como
fuente de enzimas termoestables (Gilbert et al. 1992). La cepa
Co3bagl de Thielavia terrestris se aislé del bagazo de cafia y
puede crecer a 45 °C. Recientemente reportamos la purificacion
y caracterizaciéon bioquimica de la xilanasa hipertermofilica y
termoestable TtXynA nativa de T. terrestris Co3bagl (Garcia-
Huante et al. 2017). TtXynA es una proteina glicosilada con un
peso molecular estimado de 82 kDa.

El objetivo de este trabajo fue clonar el gen codificante para la
xilanasa TtXynA (ttxyna) de T. terrestris Co3bagl para su
posterior expresion heterdloga, en sistemas de expresién como
Escherichia coli, Pichia pastoris o Aspergillus niger.

Metodologia. La secuencia nucleotidica completa del gen
codificante para la xilanasa TtXynA (ttxyna) de T. terrestris
Co3bagl (gen ttxyna) se obtuvo a partir de la secuencia parcial
de aminoécidos, previamente generada por Espectrometria de
Masas de la banda de 82 kDa (Garcia-Huante 2018), y andlisis
bioinformatico de la secuencia gendmica de T. terrestris
Co3bagl.

El ORF del gen ttxyna (ORF ttxyna) se amplificé por PCR
utilizando ADN gendmico de T. terrestris Co3Bagl como molde,
DNA polimerasa Taq de alta fidelidad. El ORF ttxyna se clond en
el vector pDrive (Qiagen) ®, que tiene genes de resistencia a
kanamicina y ampicilina y un sitio de clonaciéon multiple LacZ. La
construccion obtenida se transfirio a células de E. coli Dh5a. Las
clonas transformantes se seleccionaron mediante «a
complementacion en medio LB que contenia kanamicina 30 ug /
ml.

Resultados. El gen ttxyna, que codifica para la xilanasa TtXynA
(ttxyna) de T. terrestris Co3bagl tiene una longitud de 1.8 kb,
presenta dos intrones y una regién codificante de
aproximadamente 1.3 kb. ElI gen ttxyna codifica para un
polipéptido de 414 aminoéacidos, con un PM tedrico de 44.3 kDa.

El andlisis bioinformatico sugiere que la xilanasa TtXynA se
puede clasificar en la familia 10 de las glicosil hidrolasas (GH10).
El producto predicho del gen ttxyna, que contiene un péptido
sefial de secrecion, un dominio catalitico y un dominio de union
a carbohidratos (figura 1).

Con la finalidad de expresar el gen ttxyna en forma heteréloga,
el ORF ttxyna se amplifico por PCR y el fragmento obtenido se
clono6 en el vector pDrive. El gen ttxyna se transferira a A. niger
para estudios adicionales de expresion heterdloga.
Simultaneamente, se extrajo RNA total para obtener cDNA del
gen ttxyna, el cual sera utilizado para la expresién del gen en E.
coliy en Pichia pastoris X33.
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Figura 1: Dominios de la xilanasa XynA, con un dominio catalitico de
la familia GH10y un dominio de unién a carbohidratos de
tipo 1, lo anterior fue identificado usando la herramienta
ProSite del sitio ExPASy®

Conclusiones. Se obtuvo la secuencia nucleotidica completa
del gen (ttxyna) de T. terrestris Co3bagl. El producto predicho
del gen ttxyna presenta alto porcentaje de identidad con
xilanasas fungicas de la Familia 10 de las glicosil hidrolasas
(GH10).

El ORF del gen ttxyna se clon6 exitosamente en el vector pDrive,
y esta construccion serd utilizada para la expresion de esta
enzima en Aspergillus niger.
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