CLONACION DEL GEN DE UNA CELULASA DE 140 kDa DE Cellulomonas flavigena CON
AFINIDAD A CELULOSA CRISTALINA.
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Introduccion. El aprovechamiento de los productos de la
hidrélisis de la celulosa depende en buena parte del
mejoramiento de los sistemas enzimaticos capaces de
degradarla eficientemente, para ello es necesario un
conocimiento més detallado del mecanismo de hidrdlisis y
sobre todo de las caracteristicas estructurales y funcionales
de las enzimas que participan. Las endo-b-1,4-glucanasas y
ex0-b-14-glucanasas actGan sinérgicamente en el
rompimiento de la celulosa a celobiosa, mientras que la b-
14-glucosidasa convierte la celobiosa a glucosa. Algunas
bacterias, levaduras y hongos son conocidas por producir
una o mas de estas enzimas, sin embargo la bioquimica y
biologia molecular de estas enzimas no es del todo conocida.
Cellulomonas flavigena posee un alto potencial celulolitico
contando con a menos cuatro endoglucanasas que pueden
separarse cromatogréficamente (2).

En el presente trabgjo nos planteamos los siguientes
objetivos: Clonar y secuenciar € gen que codifica para la
proteina de 140 kDa de Cellulomonas flavigena (CBP140),
determinar la homologia entre la CBP140 y las secuencias
presentes en la base de datos e identificar el dominio
catalitico (CD) y el dominio de unién acelulosa (CBD).
Metodologia. Se disefiaron oligonucledtidos para C.
flavigena a partir de los siguientesl6 residuos del extremo
amino terminal de la proteinade 140 kDa A GSDTFTR
ALQTYV QD T. (Pimer CBP140). Con la siguiente
secuenciaP A SFTL NGA T, reportada por Gli Gilkesy
cols. en 1989 para e CBD (Clfx) de C. Flavigena, se disefié
el oligonucledtido reverso (Cflr). El disefio de otros
oligonucledtidos se realiz6 con base en las secuencias
parciales reportadas para C. flavigena en el banco de datos
del NCBI. Los productos de PCR obtenidos se ligaron a
vector comercial pCR Il (Invitrogen). Estos fragmentos se
utilizaran como sonda en el escrutinio en un banco genémico
generado en el vector |. Con base en e andlisis de la
secuencia, se identificard € dominio catalitico (DC) y €l
dominio de union a celulosa (CBD). Se determinara
experimentalmente |la capacidad de la proteina heteréloga
paraunir celulosa cristalina

Resultados y Discusion. Mediante la técnica de PCR
utilizando DNA de Cellulomonas flavigena como templado
y diferentes pares de iniciadores se obtuvieron tres productos
de DNA de 500, 1100 y 2500 pb (figura 1). Estos fueron
clonados en el vector kacteriano pCR Il Topo, las clonas
recombinantes seleccionadas se caracterizaron por mapa de
restriccion. EI DNA plasmidico se purificado para su

posterior secuenciacion. Se redlizaron ensayos de
hibridacién tipo Southern utilizando DNA gendmico de C.
flavigena digerido con la enzima BanHI para caracterizar
por restriccion a este gen de C.flavigena. e utilizaron los
fragmentos de PCR marcados radiactivamente como sonda.
La hibridacion se realiz6 en condiciones poco severas para
favorecer la deteccion de secuencias relacionadas. Se
observaron bandas de 2000, 1800 y 300 pb (figura 2).
Considerando que la sonda empleada detecta diversas
bandas, nterpretamos este resultado como la deteccién de
una familia de genes que estén presentes en esta bacteria
celulolitica. Resultados similares, reportados por Akhtar y
cols, 1988, sugieren también la presencia de una
multifamilia
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fig.1 Gel de agarosa 1%
mostrando |os productos
de PCR

fig. 2 Ensayo tipo
Southern

Perspectivas. Los fragmentos de DNA obtenidos de 500,
1100 y 2500 pb se utilizardn como sonda en el escrutinio en
un banco genémico de C. flavigena, construido en nuestro
laboratorio usando el vector lambda DASH. Las clonas
recombinantes que hibriden con las sondas seran
secuenciadas para su posterior andlisis e identificacion del
CDy CBD.
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