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Introduccion. En la actualidad existe una creciente
demanda por enzimas celuloliticas en aplicaciones
biotecnolégicas, entre las cuales la produccion de
bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica es la mas
importante. Las enzimas celuloliticas hidrolizan los
enlaces B-1,4 de la celulosa, y son tres las actividades
necesarias para convertir celulosa a unidades de
glucosa: endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa
(1). Se ha detectado actividad celulolitica en una gran
diversidad de aislados de especies de Bacillus crecidos
en diferentes fuentes de carbono como
carboximetilcelulosa (CMC), avicel y bagazo de cafia (2).
En un trabajo previo se aislaron bacterias de rastrojo y
rizosfera de maiz las cuales presentaron actividad
celulolitica comparable con la de otros estudios. Por lo
tanto, en este trabajo se pretende caracterizar a nivel
molecular los genes implicados en la actividad celulolitica
en Bacillus para brindar bases moleculares para futuras
investigaciones enfocados en el mejoramiento en la
produccion de éstas enzimas.

Metodologia. Se utilizaron 2 bacterias aisladas de
rastrojo de maiz (RS351 y RS273) y una aislada de
rizosfera de maiz (RZ164). Se identificaron
taxonémicamente secuenciando un fragmento del gen
16S y comparando con las bases de datos del NCBI y
RDP. Posteriormente se seleccionaron genes modelo de
la cepa B. subtilis 168 relacionados con la actividad
celulolitica (eglS, bgIC, bglA y bglH) para disefiar
oligonucledtidos para obtener la secuencia de dichos
genes en los tres aislados de interés. Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con otras previamente
reportadas correspondientes a proteinas con alta
actividad y/o versatilidad bioquimica. Se determiné la
actividad celulolitica de los aislados de interés bajo el
efecto de dos fuentes de carbono (CMC vy avicel)
mediante las técnicas propuestas (3).

Resultados. Como se observa en la Tablal los 3
aislados de interés corresponden a la especie Bacillus
subtilis. Ademas, las proteinas codificadas por el gen
eglS fueron muy conservadas entre los aislados de
interés y con otras del género Bacillus en algunos puntos
del sitio activo y dominio de union a celulosa (4). Para
bglA se detect6 que la secuencia de RS351 presenta una
mayor longitud (2000 pb) a la encontrada en los otros
aislados y en otras cepas de reportadas (1400 pb).

Tabla 1. Lista del mejor hit arrojado por las bases de datos del NCBI 'y
RDP al comparar los fragmentos del gen 16S de los aislados RS273,

RS351 y RZ164.
MCEI ROP
Aislado
Organismo Query E Organismo a_b

cover | value | Ident -
Score

0.390

Bacilus
subtilis subtilis
Bacillus Bacilus

0. 100 0.0 99 sublilis
Bacilluz Bacilius
subtilis e vo o subtilis

Eacilus

R5273 99 0.0 100

RS351 1.000

RZ164 0.872

Como se muestra en la Figura 1. en CMC se detectd
actividad a partir de las 24 hrs de incubacién, siendo la
mas alta a partir de las 48 hrs. Es evidente la diferencia
de actividad presentada entre CMC y avicel, resultando
considerablemente més alta en CMC.

Actividad endoglucanasa
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Fig. 1. Actividad endoglucanasa en CMC y avicel como fuentes de
carbono de los aislados RS351, RS273 y RZ164 durante un periodo
de incubacion de 120 h.

Conclusiones. Los aislados de interés corresponden a
Bacillus subtilis, una cepa de interés biotecnolégico. La
secuencia de endoglucanasas presentes se encuentra
muy conservada mientras que para el gen bglA RS351
pudiese presentar una secuencia distinta a las reportadas
en Bacillus. Ademas, los resultados sugieren que CMC
es un sustrato mas accesible cataliticamente y se
relaciona con la especificidad de las endoglucanasas.
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