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Introduccion. Bacillus subtilis 168 es una bacteria Gram
positiva utilizada ampliamente en la industria para la
produccion de enzimas (1). Utiliza varios azucares vy
polimeros como fuente de carbono, sin embargo, no
puede utilizar xilosa (2). La xilosa se encuentra presente
en los residuos agroindustriales, especificamente en la
fraccion de la hemicelulosa. La cepa CVPTSGHISp
(ptsGHI::loxPsp) de B. subtilis 168 es deficiente en el
transporte de glucosa. El objetivo de este trabajo fue la
obtencién de cepas evolucionadas derivadas de la cepa
CVPTSGHI y su caracterizacion fisiologica en medio
mineral (MM) con 8 g/L de glucosa (MMG), 8g/L de xilosa
(MMX), en mezclas de estos azucares (MMGX) y de
arabinosa (MMGXA) con 4 g/L de la fuente de carbono.

Metodologia. Se sometié a evoluciéon adaptativa la cepa
CVPTSGHISp mediante una serie de pases secuenciales
de cultivos en crecimiento exponencial usando matraces
con 25 ml de MMG a 37° C y 300 rpm. Se prepard un
stock de células de cada pase (-70° C). La
caracterizacion cinética se llev6 a cabo en matraces
usando MM con glucosa (G), xilosa (X) o arabinosa (A)
como fuentes de carbono. La concentracién de azlcares
se determin6 por HPLC.

Resultados y discusidon. El proceso de evolucién
incluyé 11 pases. Para determinar la dindmica de este
proceso, se seleccionaron 10 colonias al azar de los
pases 3-8 y se caracterizaron en MMG. La velocidad
especifica de crecimiento (1) se muestra en la Figura 1.
Los resultados sugieren que las modificaciones genéticas
en las colonias evolucionadas que originaron un
incremento en la p con respecto a la cepa CVPTSGHISp,
se adquirieron durante los primeros pases (Figura 1).
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Figura 1. Dindmica del proceso de evolucion

La cepa CV846 (Figura 1, pase 4) se caracteriz6 en
MMG y MMX. Los valores de p y velocidad especifica de
glucosa (gs) se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros cinéticos de la cepa evolucionada CV846.

cepas b (h-1) | ds (Jedoew 'h™)
B. subtilis 168 (MMG) 0.52+0.02 0.97+0.04
CVPTSGHISp (MMG) [0.09£0.003]  0.3740.08
CV846 (MMG) 0.28+0.01 0.60+0.03
CV846 ( MMX) 0.24+0.04 0.68+0.04

Datos obtenidos de las mezclas MMGX nos indican que
la cepa CV846 utilizd xilosa preferentemente que glucosa
(datos no mostrados) y en MMGXA co-utilizé arabinosa y
xilosa preferentemente a la glucosa (Figura 2).

10 10
r8 c
3
R . &
£ 8
(2]
o 1 4 s
0.13 =
r2
—&— CV846 ODgrm
—8— glucosa
0.01 T & T 0 —a—ilosa
0 10 20 30 40 —&— arabinosa
tiempo (h)

Figura 2. Caracterizacion cinética de La cepa evolucionada
CV846 en MMGXA.

Para conocer si el transportador GicP (3) transporta
glucosa y xilosa en la cepa CV846, se inactivd el gen
glcP. La cepa evolucionada CV846gIcP™ no creci6 en
MMG y MMX (datos no mostrados).

Conclusiones. Se obtuvo por evolucion adaptativa una
poblacién diversa de cepas evolucionadas de B. subtilis
168 PTS'. Se caracterizé la cepa evolucionada CV846:

- En cultivos MMG presentd una p correspondiente a un
54% de la cepa ancestral y adquiri6 la capacidad de
utilizar xilosa como Unica fuente de carbono.

- En cultivos MMGX y MMGXA utiliz6 pentosas y hexosas
de manera secuencial. En esta cepa el transporte de
glucosa y xilosa es por el transportador GIcP.
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