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RESUMEN

El propdsito de este trabajo fue construir una libreria genémica a partir de la cepa nativa Clostridium IBUN 22A,
utilizando como vector de clonacion el plasmido pBluescrip® I1KS+/- y su expresion en Escherichia coli. La detec-
cion de ocho clones recombinantes con actividad enzimatica se realizé empleando el tamizaje enzimatico con tres
sustratos: celobiosa, carboximetilcelulosa y celulosa pulverizada (nativa). Los halos de hidrélisis fueron detectados
por la técnica de rojo congo. Se realizaron andlisis por restriccion de tres de los plasmidos recombinantes represen-
tativos de cada una de las actividades hidroliticas, sobre los tres sustratos mencionados. Los tamafios de los insertos
clonados fueron aproximadamente 1.600,13.000 y 11.000 pb para pBS68, pBS25 y pBS57, respectivamente. Mayores
estudios de expresion proteica y caracterizacion enzimatica permitiran definir la especificidad y otros parametros
caracteristicos de estas enzimas. Asi mismo, la secuencia de los insertos hara posible analizar y definir con mas
detalle la potencialidad biotecnologia de nuestra cepa hacia la produccidn de solventes mediante el empleo de
sustratos celulésicos como fuente de carbono para la fermentacidn acetona, butanol, etanol (ABE).
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ABSTRACT

Genomic library of the native strain Clostridium IBUN 22A was constructed, using plasmid pBluescriptll® KS+/
- as cloning vector and its expression in Escherichia coli was evaluated. Eight recombination clones with enzymatic
activity were detected by enzymatic screening and using the red-Congo test with three substrates: cellobiose,
carboxymethyl cellulose (CMC) and cellulose powder (native). Restriction analysis of three recombination
plasmids, representative of each enzymatic activity showed the inserted size (1600, 13000 and 11000bp
approximately for pBS68, pBS25 and pBS57 respectively). More studies of protein expression and enzymatic
characterization will allow theses enzymes and other typical parameters to be defined. In the same way the
fragment sequence cloned will lead to a more detailed analysis and definition of the biotechnological potential
of this strain regarding solvent production using cellulosic substrates for fermentation.
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INTRODUCCION

La produccién biotecnologia de solventes, usan- nativas o modificadas, capaces de metabolizarlas
do microorganismos como Clostridium, ha con- (Jones y Wood 1986; Claassen et al., 1999).
ducido a la investigacion sobre los genes

celuloliticos, motivadas por la necesidad de reali- Montoya y colaboradores (2000; 2001)
zar procesos fermentativos econémicamente via- han aislado y seleccionado trece cepas nati-
bles, con fuentes de carbono celulésicas y cepas  vas colombianas de Clostridium productores de
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solventes, y estudiaron la capacidad hidrolitica de es-
tas cepas frente a un amplio rango de polisacéridos
presentes en residuos agroindustriales. Dichas ce-
pas nativas se caracterizaron molecularmente a tra-
vés de la secuencia parcial del gen 16s rARN y pa-
trones de macro-restriccion por electroforesis en
campo pulsado. Estas cepas nativas demostraron
pertenecer a un grupo homogéneo cercanamente re-
lacionado con Clostridium butyricum (Montoya et al.,
2000; Montoya et al., 2001). Respecto a la actividad
hidrolitica fueron destacadas las cepas nativas IBUN
18Q, IBUN 22A, IBUN 62B, IBUN 62F, e IBUN 140B.
La cepa de Clostridium IBUN 22A mostro los mejo-
res valores hidroliticos y la maxima capacidad para
degradar celulosa cristalina (Avicel). La potencialidad
biotecnolégica de esta cepa se basa en la utilizacion
de carbohidratos oligoméricos y poliméricos, y a su
capacidad para degradar sustratos complejos como
la celulosa cristalina (Avicel) para producir solven-
tes. Estas caracteristicas plantean la necesidad de
aislar, clonar y expresar sus genes celuloliticos, como
aporte para la comprensién de las caracteristicas
moleculares, bioguimicas y fisiolégicas del microor-
ganismo (Montoya et al., 2001).

En este trabajo se describe la construccion y
tamizaje enziméatico por la prueba de rojo congo
en placa, de una libreria gendmica de Clostridium
IBUN 22A, en el plasmido pBluescrip® Il KS+/-y
expresada en Escherichia coli, para la deteccion
de genes celuloliticos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y plasmidos

Clostridium IBUN 22A fue la cepa usada para la cons-
truccion de la libreria genémica. Escherichia coli XL1
BLUE fue la cepa receptora para la transformacion.
El vector de clonacién empleado fue el plasmido
pBluescript® Il KS+/- (Sambrook et al., 1989).

Microorganismos, condiciones de
crecimiento y extraccion de ADN

Escherichia coli XL1 BLUE fue crecida aerébicamente
con agitacion a 37-C, en medio Luria-Bertani (LB);
cuando fue necesario, se adicion6 ampicilina,
isopropil-B-D-tio- galactdsido (IPTG) y 5-bromo-4-clo-
ro-3-indolil-B-D-galactésido (XGAL) segun las reco-
mendaciones de Sambrook et al. (1989).
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Clostridium IBUN 22A fue crecido en condicio-
nes anaerobias a 37°C en medio RCM (medio de
Clostridium reforzado), en los volimenes necesarios
para los preindculos (20 ml) e indculos respectivos
(200 ml) (Montoya et al., 2001). Para la extraccion
del ADN de la cepa nativa Clostridium IBUN 22A, se
siguio el protocolo de maxipreparacion propuesto por
Marmur (1961) y Schwarz et al. (1988).

Construccion de la libreria genémica de
Clostridium IBUN 22A

Lotes de 240 ng de ADN total de la cepa nativa
Clostridium IBUN 22A fueron digeridos parcialmente
con 2,8 U de la enzima Sau3Al. 600 ng de ADN
digerido parcialmente fue ligado con 600 ng de vector
plasmidico previamente digerido con BamHI, en un
volumen de 20 pL. Se tomaron 600 ng de la ligacién
(10 pL) para transformar células de Escherichia coli
XL1 BLUE. Un mililitro correspondiente al volumen
total de la transformacion fue plaqueado gradual-
mente en agar LB ampicilina (50 ng/ml) con el fin de
aislar y tamizar los transformantes en busca de al
menos un recombinante que demostrara el fenotipo
celobiosa negativa, carboximetilcelulosa negativa y
celulosa nativa positiva (Cornet et al., 1983a; Tuka
et al., 1990; Cornet et al., 1983b; Leibovitz and
Béguin, 1996; Zappe et al., 1986; New England
biolabs Catalog, 1998-1999, USA; Ausubel et al.,
1994-1998; Promega, 2001, USA; Sambrook et al.,
1989; Millet et al., 1985).

Tamizaje enzimético de la libreria

Cada uno de los clones de la libreria genémica fue trans-
ferido a una caja de agar LB ampicilina (50 ug/ml), adi-
cionado de IPTG y X-gal, segun las concentraciones
sugeridas por Sambook et al. (1989), hasta construir
cajas que contenian entre 50 y 60 clones. Después de
una incubacion a 37°C por 24 horas fueron transferidos
uno a uno a tres cajas réplica de agar LB e incubados
24 horas. Posteriormente cada caja fue cubierta con 7
ml de Buffer PC. (50 mM K,HPO,4,12 mM &cido citrico,
pH 6,3) que contenian 0,7% de agar-agar y 0,5% del
sustrato respectivo (Cellulose powder MN 300,
Carboximetilcelulosa CMC, o celobiosa). Al final de un
periodo de incubacion de tres horas a 37°C, las cajas
fueron cubiertas con solucion de rojo congo al 1 % en
agua por 15 minutos a temperatura ambiente, se retird
la solucién de rojo congo v las cajas fueron lavadas con
solucién de NaCl 1M. Los clones con actividad se re-
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flejaban por halos incoloros de hidrélisis sobre un fon-
do rojo (Cornet et al., 1983, Teather y Wood, 1982).

RESULTADOS
Extraccion de ADN y digestion parcial

Cultivos en 200 ml de medio RCM permitieron obte-
ner por maxipreparacién 200 ul de ADN a una con-
centracion de 100 ng/ul. Posteriormente, ensayos de
digestion parcial establecieron la utilizacién de 2,8 U
de enzima Sau3Al para 240 ng de ADN, en tiempos
de 5 minutos, con lo cual se generaron fragmentos
entre 9416 pb y 564 pb, con tamafios promedio en
su mayoria de 5000 pb comparados con el marcador
de ADN de lambda digerido con Hind Ill; este tama-
fio fue seleccionado con base en el interés de identi-
ficar genes con actividad contra celulosa cristalina, ya
gue genes de celobiohidrolasa publicados oscilan en
este tamafio promedio (véase fotografia 1).

_9416pb

2027pb

Fotografia 1. Ensayo de digestion parcial: 240 ng de ADN, 2,8 U
de enzima Sau3Al en diferentes tiempos de digestion. Linea 1:
ADN de lambda digerido con Hind Ill, linea 2: control no digerido
de ADN; lineas 3 al 5: digestiones en 5, 10 y 15 minutos con 2,8
unidades de enzima.

Construccion de la libreria genémica de
Clostridium IBUN 22A

Células competentes de Escherichia coli XL1 BLUE,
preparadas por el método tradicional de CaCl,
(Sambook et al., 1989), llevaron a obtener eficiencias
de transformacion de 6 x 10° transformantes/ug de
ADN, con el vector pBluescript || KS +/-. El plasmido
purificado se linealiz6 cortandolo con la enzima Bam Hl
en la posicién 689, para obtener extremos cohesivos
compatibles con los generados por la enzima Sau3Al,
la cual se us6 para generar fragmentos a partir del
ADN total de la cepa Clostridium IBUN 22A.

Ensayos para determinar las concentraciones
en moles vector-inserto 1:1, 1:2, 1:3 y 1:10, resulta-
ron desfavorables. Los experimentos de Millet y co-
laboradores en 1985 fueron la base para identificar
la relacién adecuada, siendo ésta 1:1 en masa (600
ng: 600 ng); 600 ng de la ligacion se tomaron para
transformar y obtener la libreria, cuyo tamafio fue de
723, correspondiente a una eficiencia de 1.205
transformantes/ug de ADN ensayado.

Tamizaje enzimatico con la prueba de rojo
congo en placa

La prueba de Teather y Wood, modificada por Cornet y
colaboradores, incluye la celobiosa y la celulosa nativa
como sustratos, permite identificar actividades que cu-
bren los tres pasos esenciales en la degradacion de
celulosa: endoglucanasa, exoglucanasa y (3-glucosidasa
(Cornet et al,1983, Teather y Wood, 1982). La meto-
dologia de tamizaje enzimatico en placa permitié de-
tectar clara actividad hidrolasa, presentando gran sen-
sibilidad para la deteccion de endoglucanasas y
(3-glucosidasas, siendo una técnica rapida aplicada al
tamizaje de librerias en Clostridium, modificaciones y
combinaciones de sustratos pueden permitir la detec-
cion de celobiohidrolasas. Los datos correspondientes
al tamizaje de la libreria se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Tamizaje de la libreria genémica de Clostridium IBUN 22A
por actividad enzimatica expresada en Escherichia coli.
Namero Frecuencia (%)

Clones con actividad celulolitica 8 11
Celulosa pulverizada 2 0,3
Carboximetilcelulosa 2 0,3
D-Celobiosa 4 0,5
Clones sin actividad 715 98,9
Total de clones evaluados 723 100
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Andlisis de los clones con actividad
enzimatica

Los ocho clones que mostraron actividad fueron eva-
luados por a-complementacion y por restriccion con la
enzima EcoRV. En la a-complementacion, la presen-
cia de colonias blancas indicaron la inactivacion del gen
lacZ” del vector de clonacion por insercion de fragmen-
tos de ADN de Clostridium IBUN 22A (véase tabla 2).

Plasmido no recombinado fue comparado con
plasmido recombinado de los clones 68, 25 y 57
por restriccion con EcoRV y Sacl. Estas enzimas
fueron seleccionadas por hacer restriccion a los
lados y cerca a BamHlI, sitio de clonacién en el
vector, permitiendo la liberacion de los insertos en
los plasmidos recombinados, con la finalidad de
definir aproximadamente el tamafio de los insertos
clonados con actividad.

DISCUSION

Desde los afios ochenta, varios grupos de investi-
gadores han realizado trabajos que permiten carac-
terizar los genes celuloliticos del género Clostridium.
Inicialmente, dos especies enfocaron la mayor parte
de las investigaciones: Clostridium acetobutylicun
y Clostridium thermocellum. A partir de los noven-
ta, especies como Clostridium cellulolyticum y
Clostridium cellulovorans han completado el espec-
tro de los genes celuloliticos. Las estrategias em-
pleadas incluyen la clonacién, secuenciamiento de
genes y expresion de las proteinas en Escherichia
coli; asi, la construccién de librerias junto con los
diferentes métodos de tamizaje en placa con
sustratos como CMC y metilumberil celobiésido
(MUC) han sido claves. Sau3Al es la enzima

preferencialmente empleada para digestion parcial,
aungque otras como EcoRI se han utilizado. Igual-
mente plasmidos, césmidos y fagos han sido los
vectores de clonacién seleccionados (Cornet et al.,
1983b; Millet et al., 1985; Zappe et al.,1986; Tuka
et al., 1990).

Para la cepa nativa IBUN 22A mesdfila, la cons-
truccion de la libreria se llevé a cabo mediante di-
gestion parcial con Sau3Al, y como vector de clonacion
se empled el plasmido pBluescript® Il KS+/-, Se tami-
zaron 723 transformantes, que corresponden a una
eficiencia de 1.205 transformantes /ug de ADN do-
nante. El tamafio de la libreria tamizada fue casi cinco
veces mayor, comparada con la de Millet; sin embar-
go, no fue necesario realizar purificaciones de los frag-
mentos por elucién a partir de geles de agarosa como
lo sugerian estos autores (Millet et al., 1985). Por otro
lado, la eficiencia fue casi siete veces menor com-
parada con la publicada por Tuka y colaboradores,
quienes también purificaron los fragmentos por
clonar pero buscando tamafios de insertos mucho
mayores, entre 10 a 20 Kpb (Tuka et al., 1990), mien-
tras Millet buscaba un tamafio promedio de 4.000
Kpb. En ninguno de los casos anteriores se empled
ADN aislado de la misma cepa; tampoco se emplea-
ron los mismos vectores ni las mismas condiciones
experimentales; en consecuencia, es dificil formu-
lar hipétesis sobre las posibles causas que afectan
el proceso de construccion de bibliotecas a partir de
ADN de clostridios.

La deteccion enzimatica por la prueba de rojo
congo en placa ha sido el ensayo especifico para la
identificacién de endoglucansas. No obstante, para
las exoglucanasas, importantes para la degradacion
de sustratos cristalinos, no es la prueba de eleccion

Tabla 2. Analisis de clones de Escherichia coli con actividad enzimatica frente a sustratos celuldsicos.
Numero del Actlvidad observada Crecimiento en Migracién
clon X-galNPTG electroforética
7 CMC+ Azul Similar a pBS
23 Celobiosa* Azul Similar a pBS
25 CMC+ Blanca Menor a pBS
3 Celobigsa* Azul Similar a pBS
56 Celobiosa* Blanca Ningun patrén
57 Celobiosa* Blanca Menor a pBS
68 Celulosa pulverizada* Blanca Menor a pBS
71 Celulosa pulverizada* Blanca Menor a pBS
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ya que aparentemente la despolimerizacién del
sustrato es dificilmente detectable. Se ha propues-
to el uso de otros sustratos fluorogénicos y
cromogénicos como MUC y p-nitrofenilcelobiosido,
pNPC, en conjunto con CMC, combinaciones adap-
tadas a la prueba de rojo congo para una mejor la
sensibilidad del tamizaje (Béguin y Aubert, 1994). A
pesar de lo anterior, fueron incluidos la celobiosa,
CMC y celulosa pulverizada (nativa) como sustratos
para el tamizaje. Dadas las caracteristicas
hidroliticas demostradas por la cepa nativa y la im-
portancia de los genes relacionados con esta acti-
vidad, los resultados de este trabajo abren un ca-
mino para el estudio del sistema celulolitico de la
cepa nativa.

Fotografia 2. ADN plasmidico aislado de clones de Escherichia
coli con actividad enzimatica, frente a sustratos celuldsicos y
digestiones con EcoRV. Fila 1: ADN lambda digerido con Hind lI;
linea 2: plasmido pBluescript® Il KS+/-; lineas 3 al 10: ADN
plasmidico correspondiente a clones 68, 71, 25, 57, 7, 23, 31 y 56;
linea 11: plasmido pBluescript® Il KS+/- digerido con EcoRV; linea
12 al 19: ADN plasmidico digerido con EcoRV correspondiente a
clones 68, 71, 25, 57, 7, 23, 31 y 56; linea 20: extraccion de ADN
plasmidico correspondiente a clon 56. Gel de agarosa al 0,7%.

Ocho clones, cada uno con actividad indepen-
diente hacia el sustrato, fueron identificados. Dos
de ellos expresaron claramente el fenotipo de inte-
rés, en contra a lo planteado anteriormente, lo cual
podria indicar que la proteina recombinante mues-
tra un nivel de actividad elevado. Algunos de los
plasmidos aislados para los clones representativos
gque mostraban actividad fueron comparados por
digestion con las enzimas EcoRV y Sacl con el
plasmido no recombinado, permitiendo definir los
tamafios aproximados de los fragmentos(véase fo-
tografia 3). El inserto correspondiente a pBS68 no
muestra sitios de corte internos para las enzimas
EcoRV y Sacl y su tamafio aproximado es de 1600

pb; para pBS25 y pBS57, sus tamafios aproxima-
dos son 13.000 y 11.000 pb, respectivamente, y dado
gue aparecen mas de dos bandas, es de esperarse
gue los insertos presenten mas de un sitio de corte
para una u otra o ambas de las enzimas utilizadas.
Para el clon pBS25 se observa que aparecen al
menos dos bandas que migran entre 6.500 y 4.361
pb del marcador de peso, que deberan correspon-
der al inserto (véase fotografia 3, carril 7) y para el
caso del pBS57 también aparecen dos bandas una
gue migra al nivel de la banda de 9.000 y otra al
nivel de la de 564 (Fotografia 3, carril 9). Aunque
para el clon 71 no se realizé el corte con las dos
enzimas, del analisis electroforético del plasmido sin
contar y cortado con EcoRV se pudo definir que
puede tener un inserto de un tamafio menor a 1.000
pb (véase fotografia 2, carriles 4 y 13).

e 7 .8 8
pBS68  pBS25 pBS57

- »

4 5

Fotografia 3. Andlisis por restriccion. Lineas 1: ADN lambda
digerido con Hind Ill. Lineas 2 y 3: plasmido no recombinado sin
digerir y digerido con EcoRV y Sacl, respectivamente. Lineas 4 y
5: pBS 68 sin digerir y digerido con EcCORV y Sacl, respectivamente.
Lineas 6 y 7: pBS 25 sin digerir y digerido con EcoRV y Sacl,
respectivamente. Lineas 8 y 9: pBS 57 sin digerir y digerido con
EcoRV y Sacl, respectivamente. Gel de agarosa al 1%.

Los estudios de restriccibn mostraron resul-
tados confusos con los clones 7, 23, 31 y 56, los
cuales inicialmente mostraron actividad enzimatica
contra diferentes sustratos. Los tres primeros, en
las pruebas de restriccién resultaron ser no
recombinantes; esto podria estar asociado con la
posible eliminacion del inserto durante los pasos
posteriores a las pruebas de actividad, condicion que
fue demostrada para otros clones; sin embargo, esta
hipotesis no pudo ser valorada debido a que no fue
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posible recuperar las colonias originales; por otro
lado tampoco se retransformé para evaluar nueva-
mente actividad enzimatica. Por Ultimo, para el clon
56, aun cuando se intentd6 modificar los métodos
para extraer ADN plasmidico, no fue posible lograr-
lo; en todos los casos mostraba niveles importan-
tes de degradacion, y esto podria estar asociado
con el tipo de fragmento clonado, el cual al expre-
sarse podria estar induciendo la sobreexpresion de
nucleasas inespecificas que impidan el aislamien-
to del ADN.

Escherichia coli XL1 BLUE permiti6 la expresion
de genes celuloliticos con actividad endoglucanasa,
a-glucosidasa y celobiohidrolasa.de la cepa nativa
Clostridium IBUN 22A. Futuros estudios de expresion
proteica y caracterizacion enzimatica permitiran defi-
nir la especificidad y otros parametros caracteristicos
de estas enzimas. Asi mismo, la secuencia de los in-
sertos permitira no sélo un analisis bicinformatico, sino
gue servira de orientacion para definir con mas detalle
la potencialidad biotecnolégica de la cepa nativa
Clostridrium IBUN 22A.

CONCLUSIONES

Se construyd una libreria gendmica de la cepa nativa
Clostridium IBUN 22A, utilizando como vector de
clonacion el plasmido pBluescriptll® KS+/-. La técni-
ca de tamizaje enzimatico con rojo congo es una prue-
ba répida y Util para la deteccién de genes celuloliticos
de Clostridium, clonados y expresados en Escherichia
coli. De los 723 clones tamizados, dos de ellos porta-
ron el fenotipo celobiosa-, C.M.C.-, celulosa nativa’, lo
cual sugiere la presencia de una secuencia relaciona-
da con la actividad celobiohidrolasa. Los insertos
clonados de mayor tamafo, con actividad celulasa,
oscilan entre 11.000 pb y 13.000 pb. EI conocimiento
de las secuencias aportara mas informacién para se-
leccionar el gen o los genes responsables de la activi-
dad enzimética sobre celulosa cristalina.
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