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Introduccion. Myxobacter Sp. AL-1 es un organismo
aerébico Grampositivo aislado del suelo que secreta al
entorno, entre otras actividades, peptidasas, quitosanasas y
celulasas que le permiten degradar bacterias y hongos y
muy probablemente asimilar fuentes aternas de carbono,
como quitosana y celulosa. Estudios recientes de nuestro
grupo de trabajo demostraron que dicho organismo es capaz
de crecer en condiciones aerébicas en medio minimo
conteniendo celulosa micro-cristalina como fuente Unica de
carbono. En el presente trabajo se describen los avances
tendientes a la caracterizacion molecular y bioquimica, asi
como de los aspectos fisiol 6gicos que regulan la expresién
de un sistema multi-celulolitico presente en Myxobacter
Sp. AL-L.

Metodologia. Myxobacter Sp.AL-1 se crecio en extracto de
levadura a 2% (YEA) en ausencia o presencia de avicel a
1% (YEA-1). El operdn cel9-cel48 se cloné generando un
mini-banco de genes de Myxobacter Sp. AL-1 con
fragmentos EcoRI de alrededor de 4 a 9 kpb en pBR322, €
cual se introdujo a células competentes de E. coli DH5a. Se
seleccionaron colonias transformantes con actividad
celulolitica in situ. De esta forma se cloné un inserto de 6
kpb el cual se secuencié completamente por ambas cadenas.
La enzima quitosanasacelulasa, Cel9 se purifico por
métodos cromatograficos convencionales, Cel9 se purificd
por FPLC. La proteina recombinate Hisg-Cel48 se purificd
mediante cromatografia de afinidad metélica.

Resultados y discusion. El andlisis del patron de la sintesis
temporal de celulasas durante e crecimiento en medio
YEA-1 de Myxobacter Sp. AL-1, reveld la presencia de &
menos 5 celulasas con masas moleculares de 29, 32, 36, 50
y 67 kDa. Excepto por la expresion constitutiva de la
enzima de 29 kDa, la sintesis de las demas celulasas ocurre
de manera diferencia. La proteina de 32 kDa purificada a
homogeneidad, ademés de degradar quitosana, mostro
actividad sobre celo-oligosacéridos y sobre carboximetil-
celulosa. Utilizando un enfoque molecular se clond un
fragmento de 6 kpb del genoma de Myxobacter Sp. AL-1, €
cual contiene e operon cel9-cel48. El andisis de la
secuencia mostré que dentro de cel48 existe otro marco de
lectura (denominado celR) que codifica para un regulador
transcripcional del tipo AraC/XilR. La existencia de

secuencias palidrémicas ubicadas rio arriba del codon de
inicio del cel9 sugieren que CelR podria participar en
controlar en transla expresion del operdn cel9-cel48. cel48
se expresd heterologamente en E. coli y Bacillus subtilis y
su producto se purific6 a homogeneidad por HPLC.
Adicionalmente, una construccion hiss-cel48 se expresd en
E. coli y se purific6 a homogeneidad mediante
cromatografia de afinidad metdlica. e 6 histidinas. El
andlisis comparativo de las secuencias primarias de Cel9 y
Cel48, asi como la especificidad de substrato de las enzimas
purificadas, revelaron que cel9 codifica para una endo-
celulasa en tanto que cel48 codifica para una exo-
celobiohidrolasa con capacidad para degradar celulosa
micro-cristalina. El andlisis del posible sinergismo existente
entre las celulasas hasta ahora caracterizadas nos permitird
avanzar en el entendimiento del mecanismo mediante €l
cual Myxobacter Sp.AL-1 cataliza la degradacion de la
celulosa.

Conclusiones. Myxobacter Sp.AL-1 produce a menos 6
celulasas en diferentes etapas de su ciclo de vida. Tres de
ellas, purificadas a homogeneidad, mostraron diferencias no
solo a nivel de su estructura primaria sino en cuanto a sus
propiedades bioquimicas y especificidad de substratos.
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