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plasmidico de las clonas C1, B4 y J7 se digiri6 con la enzima
EcoRI (Fig. 1). Enlasclonas C1 y B4 se observo laliberacion

Introduccién. Cellulomonas flavigena es una bacteria
bacilar, mesofilica, Gram(+), anaerobia facultativa,

quimiorganotréfica, con un 72.7-74.8% de G+C en su
genoma. Este microorganismo se caracteriza por producir
celulasas, xilanasas y amilasas. La forma més abundante de
los carbohidratos presentes en los sistemas hioldgicos, es la
celulosa, que es un homoposilac&rido formado por (-D-
glucosas unidas con enlaces glicosidicos (1 - 4); siendo la
unidad disacarida repetitiva, la -celobiosa (1). La conversion
de celulosa a productos solubles requiere la accién de exo-3-
1,4-glucanasas, endo-$3-1,4-glucanasas y [3-1,4-glucosidasas
(). La PB-glucosidasa tiene aplicacion potencial en €
aprovechamiento y biodegradacién de desechos agricolas. La
B-glucosidasa, que cataliza la hidréliss de los enlaces
glicosidicos en la celobiosa, ha sido estudiada en bacterias,
levaduras, hongos y humanos (2,3). En C. flavigena, se ha
detectado la actividad de B-glucosidasa, pero hasta ahora no
existen reportes sobre la caracterizacién de la enzima pura, 6
sobre la clonacién del gen codificante. El objetivo de este
trabajo fue aidar y clonar € gen que codifica para la B-
glucosidasa de C. flavigena.

M etodologia. C. flavigena se cultivo a 37°C por 24 h a 150
rom en e medio que contenia (L™Y): 55 g NaCl, 25 g
(NH4)S0,, 0.1 g CaCl,, 0.1 g MgSO,, 2 g extracto de
levadura y 1 g glicerol. Se obtuvo una sonda molecular
especifica para B-glucosidasa por PCR, utilizando: 1)DNA
genémico de C. flavigena, 2) un par de oligonucledtidos
iniciadores (BGD y BGR2) disefiados a partir de secuencias
conservadas en (3-glucosidasas microbianas reportadas en las
bases de datos SwissProt y TrEMBL, y 3) la enzima Taq
DNA polimerasa. El fragmento amplificado (1.2 kb) se cloné
en € vector pDrive (Qiagen) y el producto de ligacion se
transfiri6 a células de E. coli DH5a. Las clonas
transformantes, seleccionadas por su crecimiento en medio
selectivo y por a-complementacion en presencia de IPTG y
X-ga (tincién azul/blanco), se analizaron por digestion del
ADN plasmidico con la enzima de restriccion EcoRI. La
secuencia de nucledtidos (nt) se determind en un
secuenciador Modelo 3100 Genetic anayser (Applied
BioSystems). La secuencia obtenida se compardé con
secuencias previamente reportadas en las bases de datos
(Swiss-Prot y TrEMBL), mediante el programa BLAST.

Resultados y discusién. El andlisis electroforético de los
productos de PCR mostré la amplificacion de un sblo
fragmento de aprox. 1.2 kb, el cual se purificoé y cloné en €
vector pDrive, dando lugar al plasmido pDrive-BG. Se
otuvieron 13 clonas transformantes de E. coli DH5a/pDrive-
BG: una colonia blanca (C1), 4 colonias azul claro (B2, B4,
B5 y D4) y 8 colonias azul oscuro (J1 a J8). El ADN

de un inserto de 1.2 kb. En €l caso de la clona J7 sdlo se
detect6 una banda correspondiente al vector pDrive (3.85 kb)

(Fig. 1).
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Figura 1. Analisis electroforético en gel de agarosa al 0.8%
de ADN plasmidico digerido con EcoRI. 1) Marcador de
DNA “ 1kb ladder” , 2) Clona C1, 3) Clona B4, 4) Clona J7.

La clona C1, que contiene una secuencia de 1266 nt y que
codifica para una proteina predecida de 422 residuos de
aminoécidos (aa), presenté un 86% de identidad con la B-
glucosidasa de Cellulomonas fimi y una homologia de aprox.
60% con otras B-glucosidasas bacterianas. El fragmento
obtenido corresponde en tamarfio a aprox. el 80% del gen de la
B-glucosidasa de C. fimi.

Conclusionesy per spectivas. Se logro elucidar aprox. el
80% de la secuencia de nt del gen que codifica parala 3-
glucosidasa de C. flavigena. El fragmento obtenido contiene
la parte central de laregién codificante para 3-glucosidasa,
incluyendo el dominio catalitico. Lafraccion faltante, aprox.
20%, corresponde alos extremos 5’ y 3’ del gen. El producto
predecido de 422 aa present6 alta homologia con otras 3-
glucosidasas microbianas; indicando un buen grado de
conservacién en este grupo de enzimas. Actualmente, estamos
determinando la secuencia de nt faltante a partir de una clona
genémicade C. flavigena. La clonacion del gen permitirala
sobreexpresion y caracterizacion de la B-glucosidasa de C.
flavigena para su potencial aplicacién biotecnol dgica.
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