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Introduccién. El aumento en la poblacion mundial representa
una mayor demanda energética para satisfacer las necesidades
de la vida diaria (1), por lo que el uso de energias con bajo
impacto ecolégico como los biocombustibles se ha vuelto una
alternativa viable (2). La celulosa que se encuentra en la biomasa
vegetal es una fuente importante de azlcares fermentables, y su
degradacion requiere la accién consecutiva de un complejo
enzimético (3). Por otro lado, Saccharomyces cerevisiae, una
levadura etanologénica, no tiene la capacidad de degradar la
celulosa por lo que los procesos independientes de
sacarificacion y fermentacion resultan muy costosos.

La expresion de forma extracelular de la endoglucanasa CELB
de C. flavigena PR-22 en S. cerevisiae le permitird la
sacarificacion de residuos lignocelulésicos, esto con el objetivo
de reducir los costos de produccion de bioetanol de segunda
generacion.

Metodologia. El gen celB optimizado, se amplificé del vector
pRGP-celB OPT extraido por lisis alcalina de células de E. coli
(4). Posteriormente se clond en un vector de expresion
constitutiva, para transformar S. cerevisiae. La insercion del gen
al vector de expresion se evalud por PCR.

Resultados. Las colonias de E. coli DH5a transformadas con el
plasmido pRGP-celB OPT se seleccionaron y se hicieron crecer
en medio de seleccion. Se les extrajo el DNAp por método de
lisis alcalina, y se les realiz6 una amplificacion utilizando los
oligos D-celB y R-celB. El producto de PCR se analizé por
electroforesis en gel de agarosa (Figura 1) observandose
bandas Unicas correspondientes al tamafio esperado del gen
celB de aproximadamente1737 pb.
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Fig. 2.- Electroforesis del producto de PCR de celB OPT, (1, 6) Vacio,
(M) Marcador de tamafio molecular, (2,5) Producto de PCR de celB
OPT

Se estandarizaron las amplificaciones de los marcos de lectura
a utilizar (TEF1, celB, CYC1, pSAL4) utilizando los oligos
correspondientes, de los cuales los oligos en sentido directo
cuentan con homologia con el marco de lectura del fragmento
gue les precede para permitir una recombinacion homéloga.

Para la generacién del vector de expresion de la proteina CELB
(Figura 2) se utilizaron los productos de amplificacion
generados. Se realiz6 la amplificacion del gen junto con una
secuencia parcial de la subunidad alfa de la toxina asesina de
Kluyveromyces lactis para la exportacion de proteinas. La
construccion de los vectores se realiz6 por medio del mecanismo
de recombinacién homdloga llevado a cabo por el método de
transformacion de DNA acarreador (ssDNA, dsDNA) y acetato
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Fig. 1.- Vectores de expresion disefiados. 1zq: Vector pSALcelB1 con
secuencia de exportacion de proteinas. Der: Vector pSALcelB1 sin la
secuencia de exportacién de proteinas

de litio en la cepa de S. cerevisiae W303-1A.

Conclusiones. Se logr6 la construccion de los vectores
pSALDcelB1 y pSALDcelB2 con los cuales se transformé S.
cerevisiae W3031A con DNA acarreador de cadena sencillay de
doble cadena. Se logré6 la transformacion de E. coli
electrocompetentes y se confirmo la presencia del gen en las
células transformadas de E. coli por medio de la digestion con
EcoRl y Sacl.
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