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Resumen

El objetivo de este trabajo fue la seleccion de cepas nativas del género Bacillus con actividad quitinolitica
y proteolitica, en suelo tropical en la costa de Oaxaca, México. Se aislaron 150 cepas, de las cuales 22
fueron seleccionadas por presentar actividad quitinolitica y proteolitica. Dicha actividad se evalu6 por
la formacion de halo de hidroélisis alrededor de la colonia en medios de cultivo suplementados con qui-
tina coloidal al 5% y leche descremada al 1% respectivamente. Las cepas LUM B001, B0O03, B013, B015
y B065 presentaron mayor actividad quitinolitica y proteolitica, por lo que tienen el potencial para ser
evaluadas en control biol6gico de hongos fitopatégenos. Se encontrd al género Bacillus distribuido en
suclos cultivados y no cultivados, no se encontraron diferencias estadisticas segin el cultivo establecido
(P<0,05), sin embargo se encontraron diferencias significativas (P<0,05) entre las zonas estudiadas, co-

rrespondiendo las menores recuperaciones de cepas a los terrenos del municipio de Tututepec, Oaxaca.

Palabras clave: método de hidrdlisis, quitina coloidal, quitinasas, proteasas.

Abstract

This work was aimed at selecting native strains from the Baci/lus genus having chitinolytic and proteolytic acti-
vity from soil from the tropical coast of Oaxaca, Mexico. 150 strains were isolated, 22 of which were selected
as they presented chitinolytic and proteolytic activity. Such activity was assessed by the formation of a hydro-
lysis halo around the colony in culture media supplemented with 5% colloidal chitin and 1% skimmed milk.
The LUM B001, B003, B013, B015 and BO65-chitin strains presented higher quitinolytic and proteolytic acti-
vity, thereby having the potential for being evaluated in the biological control of phytopathogenic fungi. The
Bacillus genus was found in cultivated and uncultivated soils; no statistical differences were found according
to established crop (p <0.05); however, significant differences (p <0.05) were found between the areas being
studied regarding the smaller amount of strains collected from land in the municipality of Tututepec, Oaxaca.
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Introduccién

Las especies del género Bacillus son un gru-
po importante con aplicacién en biotecnologfa,
ya que tienen interés como fuente de produc-
cion de enzimas extracelulares. Se distinguen
por setr bacterias Gram positivas, formadoras
de esporas, catalasa positivas. Generalmente su
hébitat es el suelo formando parte de la rizdsfe-
ra de plantas (Holt et al., 2000). Diversos estu-
dios han sefialado que el género Bacillus produce
enzimas hidroliticas como proteasas y quitina-
sas lo cual ha permitido su aplicacién en la in-
dustria y en control biolbgico respectivamente.
El sistema de quitinasas (EC 3.2.1.14) tiene un
papel importante en la degradacion de quitina,
por lo que es crucial en la hidrolisis de la pared
celular de hongos (Watanabe et 4l., 1990). La
quitina es un polimero de residuos de N-ace-
til-D-glucosamina enlazados por union B-1-4,
y es un componente comun de exoesqueleto
de insectos, caparazon de crusticeos y pared
celular de hongos (Molano et al., 1980, No et
al., 1989). Se ha determinado la produccion de
quitinasas por algunas especies de Bacillus con
potencial en control bioldgico (Aktuganov
et al., 2007), ademas, se ha observado que B.
thuringiensis. subsp. aizawat, produce quitinasas
las cuales son utilizadas contra hongos fitopa-
tégenos ya que atacan su pared celular y, por
tanto, inhiben el crecimiento del hongo (Mo-
rales de la Vega et al., 2000). Las quitinasas de
B. thuringiensis vax. israelensis producidas por la
fermentacion del caparazoén de camarén, como
fuente de quitina, muestra tener actividad con-
tra hongos fitopatégenos como Sclerotium rolf-
sii (Reyes-Ramirez et al., 2004). Las quitinasas
producidas por B. cereus inhiben el crecimiento
de Fusarium oxysporum y Pythinm ultimum (Chan
et al., 2003). Por otro lado, existen estudios que
sefialan al género Bacillus con un gran potencial
en la produccién de proteasas aisladas de sue-
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los alcalinos (Saez-Vera, 2000), y en residuos
quitino-proteicos como caparazén de camaron
(Rojas-Avelizapa, 1999). Las proteasas podrian
jugar un papel dentro del proceso antagdnico
de los organismos, ya que se ha observado que
podtian estar involucradas dentro del proce-
so de patogenicidad de hongos hacia insectos
(Lopez-Llorca et al., 2002). El objetivo de este
trabajo fue la seleccién rapida de cepas nati-
vas de Bacillus sp. en diferentes tipos de suelos
tipo tropical del centro de la region Costa de
Oaxaca, México, que fueran productoras de
quitinasas y proteasas, con la finalidad de ser
utilizadas en estudios postetiores para detet-
minar su actividad antifungica contra hongos
fitopatogenos.

Materiales y método

Aislamiento de cepas de Bacillus

El trabajo se realiz6 en la regiéon centro de
la Costa de Oaxaca correspondiente a un clima
tropical seco con lluvias en verano AWO0 (Gar-
cia, 1988). Se tomaron 150 muestras de suelos
cultivados y no cultivados, en las siguientes lo-
calidades: Puerto Escondido, San Pedro Mix-
tepec y San Gabriel Mixtepec, Santa Catarina
Juquila y San Pedro Tututepec. Las localidades
de San Pedro y San Gabriel Mixtepec se agru-
paron en una zona por su cercanfa. .as mues-
tras de suelo se identificaron segun la cobertura
vegetal que presentaban, como cultivados, no
cultivados, arena y uso ganadero. Se tomaron
aproximadamente 20-50 g de muestra de suelo
en los primeros 10 cm de profundidad, lim-
piando previamente la superficie con una pale-
ta de madera estéril. El aislamiento de bacterias
del género Bacillus se levé a cabo por medio de
la suspension de 1g de muestra de suelo en 9
ml de agua destilada estéril, homogeneizando
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la muestra vigorosamente en un vortex duran-
te 3 min. Se pasteurizé en un bafio marfa a 82
°C por 20 min. Posteriormente, se colocé en
un bafio de hielo por 20 min. Se realiz6 una
dilucién 1:20 para ser depositada en placas con
Agar nutritivo, incubandose a 28 °C durante
24 horas. Después del tiempo de incubacién
se seleccionaron las colonias caracteristicas del
género Bacillus, tomando en cuenta su aspec-
to y morfologia tipica: blanquecinas, opacas,
aplanadas de bordes irregulares y caracteristi-
cas microscopicas tipicas: formas bacilares y
fomadoras de endosporas. Se realizé tincién
de Gram, asi como la identificacién de cepas
con produccién de cristal paraesporal con Azul
de Comassie para determinar si pertenecen al
grupo de Bacillus thuringiensis (Ammons et al.,
2002), y finalmente se hizo la reaccién de la ca-
talasa. A las cepas seleccionadas como Bacillus
sp. se les evalud la actividad quitinolitica y pro-
teolitica.

Seleccion de cepas
quitino-proteoliticas

A las cepas seleccionadas como Bac-
lus sp. se les evalud su actividad quitinolitica
en cajas de Petri conteniendo medio mini-
mo —0,10/0 de (NH4>st4; 0,70/0 de I(zHPO4;
0,3 KH2POq4; 0,01% de MgSO4.7H-O; 0,05%
CeHsNazO7-2H2O; 0,2% de extracto de le-
vadura, y 1,5% de Agar, ajustando a pH 7), y
adicionando 5% de quitina coloidal. La quiti-
na coloidal fue obtenida a partir de polvo de
caparazon de camarén de acuerdo con No et
al. (1998) y Monreal y Reese (1969). Las cajas
de Petri con medio minimo y quitina coloidal
inoculadas con las cepas aisladas de Bacillus sp.
se incubaron a 28° C durante 96 h, detectan-
dose la hidrdlisis de quitina por la formacion
de un halo traslicido alrededor de la colonia.
A las cepas que presentaron 1 mm o mayor de
didmetro de los halos alrededor de las colonias
a los 4 dfas de incubacién se les calificé con
actividad quitinolitica. A las cepas que presen-
taron actividad quitinolitica se les determin la
actividad proteolitica empleando el método de
hidrélisis en Agar (Sanchez et al., 2004; Shat-

min et al., 2005; Khosravi-Darani et 4l., 2008)
utilizando como medio Agar, métodos estandar
suplementado con 1% de leche descremada.
Las cepas se incubaron a 28-30° C por 48 h. La
capacidad hidrolitica de las cepas se reconocié
mediante la formacién de halos traslucidos al-
rededor de las colonias. Se tomé como critetio
de seleccion de cepas con actividad proteolitica
aquellas que presentaran mas de 1 mm de dia-
metro en los halos de hidrolisis alrededor de las
colonias a las 48 h. Se incluy6 a la cepa Bacillus
thuringiensis svar. kurstaki HD1 (Bt HD1) como
cepa de referencia.

Amndlisis estadisticos

Los resultados de la actividad quitinolitica
se sometieron a un andlisis de varianza con el
procedimiento GLM del programa SPSS 15.0,
siendo los usos del suelo y las regiones los fac-
tores fijos. Se utiliz6 el test de Bonferroni para
las comparaciones entre las zonas y los tipos de
suelo, respecto a la actividad quitinolitica, y se
realizé una regresion lineal para determinar la
relacién entre el tamafio del halo de hidrolisis
de quitinasa y el de proteasas, con el progra-
ma GraphPad Prism version 5.00, GraphPad
Software, San Diego California USA, www.gra-
phpad.com.

Resultados y discusiéon

Aislamiento de cepas de Bacillus sp.

Se colectaron suelos cultivados (maiz,
papaya, cacahuate, calabaza, plitano, mango,
maguey, ajonjoli, cafia, café, limoén, yerbabue-
na, neem, cempasuchil ) y suelos no cultivados
incluyendo arena de playa. De las muestras
procesadas se aislaron 150 cepas, con caracte-
risticas que las ubican dentro del género Baci-
lus. La observacion al microscopio mostrd la
presencia de células vegetativas de forma ba-
cilar y formacién de esporas a las 72 h. Todas
resultaron ser catalasa positivas, y la tincion de
Gram las clasificé como Gram positivas. La
forma bacilar Gram positiva, formadora de en-
dosporas y catalasa positiva es caracteristica es-
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pecial del género Bacillus (Holt ].G et al., 2000)
y es utilizada como pardmetro para determinar
especies del género Bacillus (Sosa-Loépez, 2005).
Ninguna de las 22 cepas mostré produccion
de cristal paraesporal por lo que son especies
diferentes a B. thuringiensis. El aislamiento de
Bacillus sp. a partir de suelos, realizado en este
estudio, concuerda con Travers et al. (1987) y
Sosa-Lopez et al. (2005) quienes sefalan que
las especies de Bacillus habitan en los suelos
como microorganismos saprofitos por lo cual
es muy probable aislarlas de este medio. Esto
se confirmé ya que se aislaron en el total de
las muestras analizadas. El aislamiento de cepas
de Bacillus es comun a partir de suelos, prin-
cipalmente por la busqueda de Bacillus thurin-
giensis, sin embargo, se han encontrado cepas
de Bacillus sp. en residuos de caparazoén de ca-
marén (Rojas-Avelizapa et al., 1999), asf como
cepas de Bacillus sp. aisladas de suelos alcalinos
productoras de proteasas (Khosravi-Darani et
al., 2008; Saenz-Vega, 2000). Por esta razon la
busqueda de especies del género Bacillus puede
realizarse en una amplia gama de tipos y condi-
ciones de suelos.

Microorganismos con actividad
g
quitino-proteolitica

De un total de 150 cepas de Bacillus sp.
aisladas, 37 formaron un halo de hidrdlisis en
medio con quitina coloidal, sin embargo, se
seleccionaron solo aquellas cepas que presen-
taron un halo de hidrdlisis =2 1 mm a los cua-
tro dfas de incubacioén, seleccionando 22 cepas
(tabla 1) que fueron catalogadas con actividad
quitinolitica. La cepa LUM B003 present6 el
mayor diametro del halo en quitina coloidal,
proveniente de suelo cultivado de maiz, sin em-
bargo, presentd un halo de hidrélisis proteoliti-
ca de 5 mm de diametro. Las cepas LUM B001,
B013, B015 y B065 presentaron 2 mm de halo
de actividad quitinolitica, mientras que los ha-
los de hidrdlisis de actividad proteolitica fueron
mas amplios (8 mm). En la figura 1 se muestran
los halos observados de la cepa LUM B013. La
cepa referencia Bacillus thuringiensis HD1 no
mostr6 un halo de hidrélisis en medio minimo

con quitina coloidal, a pesar de que variedades
de esta especie han mostrado actividad quitino-
litica (Barboza-Corona et al., 1999). En el caso
de la actividad proteolitica esta cepa mostrd
un halo de hidrélisis de 2 mm, siendo de las
de menor actividad junto con las cepas LUM
B09 y LUM B43. Del total de cepas analizadas
solo el 15% mostraron actividad quitinolitica
de acuerdo con el halo que presentaron alre-
dedor de la colonia, por lo que estos resultados
confirmarfan que las enzimas quitinoliticas de
las cepas de Bacillus juegan un rol nutricional
secundario, y que la quitina no es una fuente
importante de carbono y nitrégeno (Barboza-
Corona et al., 1999). El aislamiento de cepas
quitinoliticas es realizado en ambientes con
presencia de residuos con fuente de quitina
(Sastoque-Cala et 4l., 2007; Barboza-Corona et
al., 1999; Rojas-Avelizapa et al., 1999). Sin em-
bargo, en este estudio se corrobora que pueden
ser recuperadas de ambientes sin aparente pre-
sencia de residuos quitinosos. La produccién
de quitinasas es acompafiada con la produccion
de proteasas, posiblemente como un complejo
necesario para degradar compuestos quitino-
proteicos. Por otro lado, se espera que las ce-
pas quitinoliticas aisladas de suelo estén mejor
adaptadas al ambiente agricola para su uso. La
regién de la costa correspondiente a la zona de
Puerto Escondido fue la que presenté mayor
actividad de bacterias quitinoliticas (P<0,05), la
mayor diferencia se presenté con la localidad
de Tututepec. Sin embargo, no se encontra-
ron diferencias estadisticas por el uso del sue-
lo (cultivo, sin cultivar, arena o uso ganadero)
o la interaccién del uso de suelo y la zona de
muestreo. Se observa que los terrenos més cer-
canos a la costa pueden ser los que presenten
mas bacterias con actividad quitinolitica (tabla
2). En el analisis de regresion lineal se encon-
tr6 una relacion significativa (P<0,05) entre el
tamafio del halo de quitinasas y el de protea-
sas, siendo la R*de 0,2 (datos no mostrados).
Se ha reportado que la importancia de aislar
cepas nativas de Bacillus sp. y que éstas presen-
ten actividad quitinoliticas y proteoliticas, esta
dirigida a que las cepas sean utilizadas para su
evaluacion en sustratos de desecho como maiz
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Tabla 1. Cepas aisladas de Bacillus sp., tipo de suelo, caracteristicas
y actividad quitinolitica y proteolitica presentada.

Cristal Actividad Actividad
Cepas Tipo de suelo Gram | Catalasa ] quitinolitica | proteolitica
(mm) (mm)
LUM-B0OO1 Policultivo + + - 2 8
LUM-B002 Papaya + + - 2 6
LUM-B003 Maiz + + - 3 5
LUM-B004 Ajonjoli + + - 2 5
LUM-B005 No cultivado + + - 2 4
LUM-BO13 Milpa + + - 2 8
LUM-BO14 Milpa + + - 2 6
LUM-BO15 Rizésfera nopal + + - 2 8
LUM-BO16 Arena playa + + - 2 4.5
LUM-BO19 Arena + + - 1 2
LUM-B022 Papaya + + - 1 5
LUM-B024 Papaya + + - 1 5
LUM-B043 Calabaza + + - 1 1
LUM-B057 Maiz + + - 2 6
LUM-B063 Calabaza + + 1 5
LUM-B065 Cana + + 2 8
LUM-B066 No cultivado + + 1 4
LUM-B107 Maguey + + 1 3
LUM-B115 Maiz + + 2 4
LUM-B116 Maiz + + 1 3
LUM-B128 Suelo con Cempastchil + + 1 4
LUM-B129 Suelo con Cempastchil + + - 2 4
Bt HD1 - + + Bipiramidal - 2

mm: milimetro del halo de hidrdlisis
Bt HD1: cepa de referencia, Bacillus thuringiensis svar. kurstaki HD1
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Tabla 2. Efecto de la zona en la recuperacién de cepas con actividad quitinolitica.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas (P< 0.05)

Zona Media Error tip.
Puerto Escondido 0,4979a 0,1088
San Pedro Mixtepec 0,0705b 0,1003
Santa Catarina Juquila 0,0402b 0,1773
San Pedro Tututepec 0,0001b 0,1737

contaminado por aflatoxinas (Saéz-Vega et al.,
2004), residuos quitino-proteicos como capara-
z6n de camarén (Barboza-Corona et al., 1999)
o bien, en la evaluacién de actividad antifungi-
ca in vitro contra hongos fitopatégenos como
Sclerotium rolfsii, Rhizotocnia solaniy Pythinm apha-
nidermatum (Sosa-Lopez et al., 2005).

Conclusiones

Se identificaron 22 cepas nativas con ac-
tividad de quitinasas y proteasas de Bacillus sp.
de un total de 150 cepas aisladas a partir de
diferentes tipos de suelos. El método de hidro-
lisis en Agar permiti6 demostrar que dichas
cepas aisladas de ambientes de suelo tropical
poseen enzimas hidroliticas como las quitina-
sas y proteasas. Se seleccionaron cinco cepas:
LUM B001, B03, B013, BO15 y BO65 por su ac-
tividad quitinolitica y proteolitica al presentar
halos traslucidos alrededor de la colonia de 2
mm para quitinasas y 8 mm para proteasas. Hs-
tas cepas tienen el potencial para ser evaluadas
en control biolégico de patégenos de suelo que

afecten la raiz o la germinacién de semillas en
diversos cultivos de interés para la zona Cos-
ta del estado de Oaxaca, México. Los resulta-
dos de este trabajo indican que la bisqueda de
cepas del género Bacillus con actividad quiti-
nolitica y proteolitica es afectada por la zona
geografica mas cercanas a la costa, mientras
que el uso del suelo no tiene efecto alguno so-
bre su actividad.
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