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Introducción. Cellulomonas flavigena requiere de la 
acción concertada de varias enzimas para la degradación 
total de la celulosa. En la primera etapa, el polisacárido es 
degradado por la acción sinérgica de endoglucanasas y 
exoglucanasas. El principal producto de la acción de estas 
enzimas es celobiosa, la cual es posteriormente degradada 
a glucosa  por acción de la β-glucosidasa. La producción 
de celulasas está sujeta a represión e inhibición por 
producto final (1). En este contexto, la deficiencia en la 
producción de β-glucosidasa disminuye la velocidad de 
sacarificación del material celulósico (2), por lo cual la 
actividad de esta última enzima es un factor limitante en el 
proceso de hidrólisis enzimática. La mutante PN-120 de C. 
flavigena produce una β-glucosidasa que es 10 veces más 
activa que su homóloga de la cepa silvestre. Los 
zimogramas indican que la actividad enzimática sobre 4-
metilumbeliferil-β-D-glucósido (MUG) reside en una sola 
banda de proteína de geles nativos de PAGE. Sin embargo, 
en electroforesis en geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) 
la banda anterior se comporta como una proteína 
oligomérica con tres subunidades y con una masa 
molecular aparente de 220 KDa (3). El objetivo de este 
trabajo es clonar y caracterizar al gen que codifica para la 
β-glucosidasa de la cepa silvestre y compararlo con su 
homologo de la cepa mutante. 
 
Metodología. Se utilizó la clona 2 obtenida por Barrera 
(2005) (4) a partir del tamizaje de la genoteca de C. 
flavigena. Se obtuvo el DNA de la clona y se digirió con la 
enzima Not I (NEB). Los fragmentos liberados por la 
enzima fueron purificados y clonados en el vector de 
clonación pBluescript. Después, ambas clonas fueron 
digeridas con las enzimas Not I, Sac I, Xho I y Pst I, para 
llevar a cabo un Southern Blot con un fragmento de 500 pb 
que presentó alineamiento con las glicosilhidrolasas de la 
familia 3 de bacterias celulolíticas, previamente obtenido 
(4). Los fragmentos que hibridaron con la sonda se 
subclonaron y secuenciaron. Con la secuencia completa 
del gen silvestre se diseñaron oligonucleótidos para 
amplificar el gen equivalente de la cepa mutante. 
 
Resultados y discusión.  
A partir de la digestión del DNA de la clona 2 se liberaron 
dos fragmentos, de 8 y 10 Kb. Estos fragmentos fueron  
purificados y clonados en el vector pBluescript. Las clonas 
obtenidas se llamaron clona C2(2)Not 8 y C2(2) Not 10 
respectivamente. Únicamente la clona C2(2) Not 8 mostró 
una señal positiva para cada digestión (Fig. 1). Sin 
embargo, el patrón de digestión con cada enzima para esta 
clona mostró bandas adicionales a los fragmentos que 
mostraron señal positiva. Por esta razón, además de los 

fragmentos que mostraron señal positiva, las bandas 
adicionales también fueron cortadas del gel y 
posteriormente purificadas. Finalmente, todas las bandas  
purificadas fueron subclonadas en el vector pBluescript 
para su posterior secuenciación y análisis con la ayuda de 
las herramientas de bioinformática. Teniendo la secuencia 
completa del gen se diseñarán oligonucleótidos para 
amplificar el gen de la cepa mutante y se realizará la 
comparación de ambas secuencias. 

 
Fig. 1. A) Patrón de digestión del DNA de C2(2) Not 10 y  

C2(2)Not 8; B) Southern blot de las digestiones del DNA de 
C2(2)Not 10 y C2(2)Not 8. 

 
 
Conclusiones. El análisis de la secuencia del fragmento 
de 500 pb del gen de la β- glucosidasa de  la cepa nativa de 
C. flavigena indica que la enzima purificada y 
caracterizada previamente corresponde a una 
glicosilhidrolasa de la familia 3 de bacterias celulolíticas 
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