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Introduccion. Las xilanasas son enzimas capaces de
degradar la xilana. Tienen importantes aplicaciones en la
industria debido a su enorme potencial para transformar
la lignocelulosa, especificamente la hemicelulosa®. Pichia
pastoris es una levadura metilotréfica capaz de producir
grandes cantidades de proteina recombinante’. En
ausencia de glucosa esta levadura es capaz de utilizar
metanol como Unica fuente de carbono®. Nuestro grupo
de trabajo previamente ha reportado la clonacion Y
expresion del gen de la xilanasa Cfl xyn1lA en E. coli’;
sin embargo, aproximadamente el 60% de la proteina se
agregé dando lugar a la formacién de cuerpos de
inclusion. Por esta razén, nos propusimos estudiar la
expresion del gen que codifica la xilanasa de C. uda in P.
pastoris, bajo el control del promotor AOX1.

El objetivo de este trabajo fue expresar del gen de la
xilanasa Cfl xyn11A de Cellulomonas uda en P. pastoris
por induccién con metanol.

Metodologia. El gen Cfl xyn11A que codifica la xilanasa
fue subclonado en el vector de expresion
pPICZa, generando el plasmido pPICZa—Cflxyn11A. Esta
construccion fue trasferida a células de P. pastoris por
electroporacién y las clonas transformantes fueron
seleccionadas por crecimiento en placas de agar con
medio YPD conteniendo 100 mg/mL de Zeocina. Para los
experimentos de expresion, las clonas candidatas se
incubaron a 30°C durante 8 h en placas de medio BMMY
conteniendo 0.5% de metanol y 0.2% de xilana. Las
clonas positivas fueron seleccionadas por la expresion de
la actividad de xilanasa por el método de tincion con Rojo
Congo. La actividad de xilanasa se midié por el método
de DNS.

Resultados. Se realiz6 la subclonacién del gen Cfl
xynllA en el vector pPICZaq, lo cual fue comprobado por
digestion con enzimas de restricion y liberacién del
inserto del tamafo esperado (Fig. 1). Posteriormente, P.
pastoris se transform6 por electroporacion con la
construccion pPICZa-Cflxyn1l1A. Se obtuvieron clonas
candidatas, las cuales fueron seleccionadas por su
capacidad para expresar la xilanasa recombinante. El
escrutinio se realiz6 mediante un andlisis funcional
creciendo las clonas en un medio conteniendo metanol
como inductor y xilana para la deteccion de la actividad
xilanolitica. Estas placas fueron tefiidas con Rojo Congo
al 0.75% y destefiidas con una solucion de NaCl 1 M. Se

escogié la clona denominada C9PIC, que presentd la
mayor actividad xilanolitica (Fig. 2).
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Fig. 1. Liberacién de inserto de pPICZa- Cfl xyn11A. 1) Marcador de
tamafio molecular, 2) pPICZa/ Xba |l y Pst | y 3-7) clonas positivas.

Fig. 2. Determinacion de la actividad xilanolitica de las clonas
candidatas.

Conclusiones. Métodos moleculares y bioquimicos nos
permitieron identificar una clona positva de P.
pastoris/pPICZa—Cflxyn11A capaz de expresar
extracelularmente la xilanasa Cflxyn11A de Cellulomonas
uda, después de la induccién con 0.5% de metanol.
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