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Introduccion. La celulosa es la mayor reserva de energia
renovable en el planeta y su hidrélisis enzimatica es una
alternativa que se ha explorado ampliamente para aprovechar
este polisacarido natural en la produccion de etanol o como
sustrato en otras fermentaciones. La mayoria de las celulasas
estan congtituidas de varios dominios cuyo mecanismo
molecular ain se desconoce (1). En un trabajo previo se
purificd y caracterizd6 una endoglucansa con afinidad a
celulosa cristalina de aproximadamente 105 kDa (CBP105)
producida por Cellulomonas flavigena. Por experimentos de
digestién limitada con a- quimiotripsina se encontrd que esta
enzima esta constituida por a menos dos dominios de unién
a carbohidrato (CBMIII y CBMII) y un dominio catalitico
(CD). También se observd que la tasa de hidrolisis del
fragmento CD-CBMIII fue tres veces mayor a la obtenida
con laCBP105 (2).

Para probar que €l aumento en la tasa de hidrdlisis se debe a
la eficiencia catalitica del CD de la CBP105, en e presente
trabajo se clonaron los fragmentos de DNA correspondientes
al CD y a CD-CBMIII en un vector de expresion.

M etodologia. Para amplificar por PCR los fragmentos de
DNA correspondientes a los dominios CD y CD-CBMIII, se
disefiaron los oligonucleotidos PET105, PET105CD vy
PET105CDIII. Los fragmentos amplificados se clonaron en
el plasmido pCR 4-TOPO y se transformaron células
guimicamente competentes de E. coli DH5a. Las clonas
candidatas se analizaron por “PCR colony” y el tamafio de
los insertos se comprob6 por una doble digestion con
enzimas de restriccién (3). Posteriormente los fragmentos de
DNA se purificaron y subclonaron en €l vector de expresion
PET-39b(+).

Resultados y discusién. En la figura 1 se muestra la
estructura propuesta para la proteina CBP105 y €
alineamiento de los oligonucleotidos utilizados para
amplificar los fragmentos correspondientes CD y CD-
CBMIII.
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Fiura. 1. Estructura propuesta para la CBP105 de C. flavigena.
CD dominio catalitico, CBMIIl y CBMII mbddulo de union a
carbohidratostipo I11 y I1, FIT1l médulo de fibronectina tipo I11. Las
flechas indican la localizacién de |os oligonuclectidos.
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Figura. 2. Andlisisde p defas clonas3CD y
4CI11. DNA plasmidico (1), digestion con EcoRl y Hindlll (2) y
purificacion del fragmento de la clona 3CD (3). DNA plasmidico
(4), digestion con EcoRl y Hindlll (5) y purificacion del fragmento
dela clona 4CIlI(6).

En la figura 2 se muestra €l andlisis por restriccion (con las
enzimas EcoRl y Hindlll) de las clonas 3CD y 4ClIl. En los
carriles 2 y 5 se observa la liberacién de los insertos cd y cd-
cbmlll con los tamafios esperados de 15 y 22 kb
respectivamente. Estos fragmentos purificados (carriles 3 y
6) se clonaron en el vector de expresién pET-39b(+). Para
comprobar que se encuentren en fase se secuenciaran, para
luego expresar y purificar tanto los fragmentos
recombinantes como |la proteina nativa para comparar su tasa
de hidrélisisen CMC.

Conclusiones. Se clonaron los fragmentos de DNA que
codifican para los dominios CD y CD-CBMIII en el vector
de expresion pET-39b(+).

Agradecimiento. Agradecemos a CINVESTAV-IPN vy
CONACYT por € financiamiento del trabajo (proyecto
40387-Z) y por las becas otorgadas para maestria (MSC) y
doctorado (TMC).

Bibliogr afia.

1. Knauf, M. y Moniruzzaman, M., (2004). Lignocellulosic biomass
processing A perspectiva. Int. Sugar J. vol (106): 147-150.

2. Mgjia, T. (2001). Purificacion y caracterizacion bioguimica de
dos celulasas de 70 y 105 kDa producidas por Cellulomonas
flavigena. Tesis de Maestria. CINVESTAV, IPN.

3. Sambrook, J y Russell D. W., (2001), Plasmids and their
usefulness in Molecular Cloning. En: Molecular Cloning a
laboratory manual. Argentine, J. Ed. Cold Spring Harbor, New
York. 1.32-1.42



	RETOtroDoc: 


