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Introduccion. Las celulasas son enzimas que
participan en la degradacién de la celulosa
hidrolizando los enlaces glucosidicos ?-14.
Actualmente estas enzimas se usan en laindustria
textil para el destefiido de mezclillas, hidrdlisis de
mostos y detergentes quita pelusas (1).

El objetivo de este trabajo es la obtencién del gen
gue codifica para una celulasa de 70 kDa de
Cellulomonas flavigena.

Metodologia Una celulasa de 70 kDa de
Cellulomonas flavigena se purificd hasta
homogeneidad y se secuencié parcialmente. La
secuencia de aminoacidos fue analizada vy
comparada en la utileria BLAST del GenBank (2).
Con la secuencia de aminoédcidos AENEMK
obtenida, se disefic  d oligo A:
5 GCVGARAAY GARATGAAR3 para d
extremo 5y para la cadena complementaria se
tomé la secuencia de aminoacidos WDVVNEA y
se disefid6 el oligo K con los nucledtidos
5NGCYTCRTTNACNACRTC3'. Los oligos se
usaron en reacciones de PCR usando como molde
el DNA gendmico de C. flavigena. Se obtuvo un
producto de 240 pb (inserto); e cua fue
purificado, rellenado y kinado. Se purificd
nuevamente, se cuantificé y se secuenci6. El
inserto se clon6 en el plasmido Bluescript 11 SK;
se marco radiactivamente con ?3?P-dCTP para
rescatar el gen respectivo, de la genoteca de C.
flavigena contenidaen lambda Fix I1.

Resultados y Discusion. La secuencia de
aminoacidos de la celulasa de 70 kDa de C.
flavigena tuvo un 80% de homologia, con la
secuencia conservada de aminoécidos del dominio
catalitico de la proteina Cex de C. fimi que tiene
actividad de exoglucanasa. Mientras que la
secuencia nucleotidica del inserto de 240 pb tiene
homologia de un 90 % con el gen cex de C. fimi
(3). Para confirmar la presencia del gen hondlogo
a cex en la genoteca de C. flavigena se hicieron 3
tamizajes usando como sonda el inserto marcado
de 240 pb. Se obtuvieron 2 unidades formadoras
de placas liticas llamadas OPA1 y OPA3 (Fig. 1).
Actualmente se esta rescatando el gen para su
posterior caracterizacion genética.
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Fig. 1. A) marcador de 100 pb, B) inserto de 240 pb, C)
unidad formadora de placas liticas OPA1, D) unidad
formadora de placas liticas OPA3; E 'y F) controles

negativos.

Conclusiones. Se tiene una clona positiva, en la

cud ha sido confirmada la presencia del

fragmento del gen de interés.
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