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Introduccioén. En plantas se ha descubierto una nueva
clase de proteinas llamadas expansinas. (1).

Se ha propuesto que las expansinas romperian los
puentes de hidrogeno que se encuentran entre los
filamentos de celulosa, o entre la celulosa y otros
polisacaridos, a través de un mecanismo no enzimatico,
favoreciendo el movimiento entre las fibras de celulosa,
el relajamiento de la pared celular y el crecimiento celular
(2).

Para la obtencion de biocombustibles a partir de residuos
agricolas, las expansinas representan una potencial
herramienta que permitiria optimizar el proceso de
degradacion de lignocelulosa, ya que son capaces de
relajar la pared celular en condiciones semejantes en las
que lo hacen las celulasas.

Hemos identificado un gen del hongo basidiomiceto
Bjerkandera adusta con similitud a expansinas, cuyo
producto de expresidn en Saccharomyces cerevisiae
demostré actividad, desorganizando fibras de algodén e
incrementando la liberacién de azucares al tratar las
fibras con endoglucanasas.

Para seguir estudiando este gen es de vital importancia
la obtenciéon de anticuerpos que permitan su monitoreo
tanto en B. adusta como en las levaduras que sobre-
expresan la expansina. De especial interés seria la
generacion de un anticuerpo capaz de neutralizar la
actividad de esta proteina, que permitiria estudiar su
relevancia en el metabolismo y crecimiento de B. adusta.
Como parte de este proyecto integral, estamos involucra-
dos en la expresion heteréloga del polipéptido de B.
adusta con actividad de expansina, en células de E. coli.
El objetivo de este trabajo es obtener la proteina pura
para utilizarla como antigeno para la generacion de los
anticuerpos que la reconozcan especificamente.

Metodologia. La metodolgia experimental estara basada
en el sistema de expresion heterdloga de proteinas
pequefias descrito anteriormente en nuestro grupo (3).
Brevemente, la secuencia codificante para el polipéptido
de B. adusta con actividad de expansina es reamplificada
y se le introducen durante el PCR, los sitios de restriccion
adecuados para su clonacién en el vector de expresion
mas una secuencia codificante para el sitio de
reconocimiento de la proteasa Factor Xa en el extremo

amino-terminal de la expansina. El gen amplificado es
clonado en pBluescriptKS(+) (Stratagene) y entonces
subclonado al vector pQE30 (vector de expresion,
QIAGen) mediante los sitios de restriccion introducidos
anteriormente. La expresion se lleva a cabo en la cepa
BL21 (DE3) de E. coli al inducir el cultivo con IPTG. La
proteina de interés es expresada en cuerpos de
inclusion. El disefio de la construccidn genera una
proteina recombinate fusionada a una cola de histidinas
que permiten su purificaciéon por columna de afinidad de
Ni-NTA. Posteriormente la cola de histidinas es eliminada
por protedlisis con el Factor Xa, para evitar que interfiera
en el proceso de generacién de los anticuerpos anti-
expansina.

Resultados y discusién. Hasta el momento hemos sido
capaces de amplificar la secuencia de B. adusta por PCR
e introducirle los sitios relativos a la subclonacion, la
purificacion y la protedlisis descritos en la Metodologia.
Clonamos el producto de PCR puro en el vector
pBluescriptKS(+), verificamos su secuencia y liberamos
la contruccion con las enzimas ad hoc para clonarlo en el
vector pQE30.

Conclusiones. El gen codificante para el polipéptido de
fusion His6-Expansina esta listo para ser expresado. En
este Congreso esperamos reportar los resultados finales
de la expresién heterdloga.
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