Instituto Tecnoldgico de Costa Rica
Vicerrectoria de Investigacion y Extensién

Direccion de Proyectos

ESCUELA DE QUIMICA-ESCUELA DE BIOLOGIA

Informe Final

“Evaluaciéon de organismos quitinoliticos degradadores
de sustratos de quitina-quitosano para biocontrol y

biodegradacion”

INVESTIGADORES:
M.Sc. Vladimir Villalba Velasquez
M.Sc. Andrés Sanchez Kopper (Coordinador)

Estudiante José Pablo Cruz (Ing. en Biotecnologia)

15-03-2011



INDICE

(1] [0 TSRO 2
L1 1AV = 4
MECANISMOS DE ACCION DE LAS QUITANASAS. ....cceiittiteietteeesitteeesssteesssstessssbaessssstesssssesssssssessssssessssssessessnens 8
ORGANISMOS QUITINOLITICOS ..c.uvteiteeitteesiteesteesteeesteessteesibeessteesteessbeesbeeenbeesteesseessteeesasssteessessssessnseesses 9
APLICACIONES EN CONTROL BIOLOGICO ... .euiiiitiieiicttiee ettt ettt e e et e et e s s sabae e s sabaa s s s ebtee s s snbaesssnneneessnees 9
APLICACIONES PARA BIODEGRADACION ......vviiiiittieesiteieeeteeeesettaeessteeessbtssessssesssssbeesssssbesesssbesessssressssssenessns 10
IMETODOLOGHA ..o e ettt e e et et et et et et e ae e e e e e s e e et et et et eeeeseseseeee e et et et et eeeesenenennnenes 12
EXTRACCION DE QUITINA: ..eiitttiteeeteeiteeateeasteeaseeastseassssassseassseassseassssessaeessseessseassseessseessseessseesssessssessssessses 12
RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS ... uuttiiiieeiiiiittititeesssiitbtstsssssssisstsssssssssssssssessssssssssssssssesssssns 12
AISLAMIENTO, PURIFICACION E IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS QUITINOLITICOS. .......cccevveenns 13
DESARROLLO DE SUSPENSIONES .....ieiiiiittttittieetsiisttetteesssssisssstsesssssisssstsesssssisssssssssssssissssssessssssisssssessesssssns 13
PRUEBAS PRELIMINARES DE BIOCONTROL 11uiiiiiiiititieiieeiiiiiibseteessssiissssssessssssissssssssssssssssssssssssssssssssessssssnnnns 14
PREPARACION DE MEMBRANAS DE QUITOSANO PARA LA EVALUACION DE DEGRADACION ........ccovvvieeeeeiiiinns 15
EVALUACION COMO DEGRADADORES DE SUSTRATOS ....coiiiutttiiieeeiiiiiireieeeesssisbtssessssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 15
RESULTADOS Y DISCUSION ...ttt ettt et et et e et eeeeeeee et et et et eeeeeeeeeteese s etet et eteteeseseseeenenenieaes 16
EXTRACION, RECOLECCION, ASILAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS .....cooiittriieeeeiiiiiinieeeee e 16
DESARROLLO Y CRECIMIENTO DE LAS SUSPENSIONES CELULARES ....vvvviiieiiiiiirieiieeessiiibrrieeeesssssssssessesssnnns 17
PRUEBAS PRELIMINARES DE BIOCONTROL SOBRE SPODOPTERA FRUGIPERDA ....evvvvieiiiiiiiriiieeeessiiiinieeeeessnnns 18
EVALUACION DE LA DEGRADACION DE MEMBRANAS........cccctttitieeeeiiitiitteeeesssissbteeeesessssssbssssesessssssssssssesssssns 20
CONCLUSIONES ...ttt e e et e e e e e e s bt t e e e e s s s e bbbt e e sessssas bbb beeseesssssbrbbeseeeens 23
RECOMENDACIONES ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e s e sttt et e e e e s s ss bbb ateeeessssbbraaeeeeessaases 24
AGRADECIMIENTOS . ...ttt ettt e e e ettt e e s st et e s s b e e e e s sbb e e e s et e e e s ssbbeessssbaeessabaeeesanens 25

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS CITADAS ..ottt 26



“Evaluacion de organismos quitinoliticos degradadores de sustratos
quitosano para biocontrol y biodegradacion”

Participantes:

de quitina-

Escuela-Centro de

Jornada asignada al

Investigadores | o proyecto
nvestigacion
(h/semana)
MSc. Andrés Sanchez .
Kopper (Coordinador) Quimica-CEQIATEC 5
MSc. VIa(,jlmlr Villalba Biologia-CIB 8
Velasquez
Estudiante José Pablo Ingenieria en 10

Cruz

Biotecnologia




Resumen

Los biomateriales son sustancias generadas por diversos mecanismos en la naturaleza, entre ellas estan la
celulosa, la lignina y la quitina. Se han hecho numerosos estudios para utilizar los organismos quitinoliticos como
Biocontroladores por ser degradadores de la quitina; sin embargo, existe poca investigacion al respecto y la
evidencia de la utilidad de ciertas quitinasas en la degradacion de exoesqueletos y hongos (Dahiya et al 2006). El
presente trabajo de investigacién se realizé con la finalidad de evaluar la accion de organismos quitinoliticos
aislados de varios tipos de suelos que pueden ser utilizados en el Biocontrol o como degradadores de sustratos a
base de quitina-quitosano. Se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Biocontroladores del Centro de
Investigacion en Biotecnologia (CIB) y en el Centro de Investigacién de Servicios Quimicos y Microbiol6gicos
(CEQUIATEC) del ITCR en Cartago. Para el aislamiento de los microorganismos se emplearon muestras de suelo
recolectadas en el afio 2007 en cinco provincias de Costa Rica: Alajuela, Limén, Guanacaste, San José y Cartago
tomadas a dos profundidades 0-10 cm y de 10-20 cm con 19 submuestreos para la obtencion de 2 Kg de
suelo/profundidad muestreada. A partir de las muestras colectadas, se obtuvo el aislamiento de cuatro bacterias
con potencial quitinolitico, se identificaron tres de las bacterias aisladas como: Stenotrophomas maltophilia,
Rhizombium radiobacter y Tsukamurella inchonensis, la cuarta se logré caracterizar como un bacilo Gram positivo
esporulado mévil (BGP). Dos de los cuatro cultivos, T. inchonensis y BGP, iniciaron rapidamente el crecimiento
exponencial, sin presentar una marcada fase de latencia, es posible que se acorte cuando las bacterias estan en
un cultivo rico en nutrientes y que suple los requerimientos basicos. El cultivo de T. inchonensis fue el que logré
una mayor crecimiento bacteriano con 1.7000.000 células/ml de suspension, seguido de BGP com 1.400.000
células/ml, luego S. maltophilia con 500.000 células/ml, por dltimo R. radiobacter con 300.000 células/ml. En las
pruebas preliminares de Biocontrol sobre Spodoptera frugiperda se observdé que S. maltophilia demostré un
potencial que coincide con lo citado por Zhang et al 2001. Para la especie T. inchonensis no se reportan estudios
preliminares en los que se haya evaluado su capacidad productora de quitinasas que puedan potencializarlo como
un posible microorganismo biocontroador de insectos. Se observé que la cepa de R. radiobacter fue la que
presentd la mayor actividad quitinolitica seguida por S. maltophili; esto debido a que para el dia cuarto después de
la inoculacién, tres mariposas ya habian emergido del sustrato, y para el dia siete, la totalidad de las pupas
asperjadas habian eclosionado, por lo que el porcentaje de emergencias se vio favorecido por la accion
quitinoliticas de las bacterias. Finalmente se observd que al comparar la degradacién de las membranas se puede
decir que entre menos viscosidad de la mezcla, menor ser4d el peso molecular promedio del quitosano
entrecruzado; por lo tanto al producirse una disminucién mayor de la viscosidad de la disolucion de la membrana
la degradacion llevada a cabo por el microorganismo sera mayor. No fue posible realizar la determinacién del peso
molecular promedio de las membranas, ya que el entrecruzamiento no permitié la formacién de un hidrogel
homogéneo, debido a su baja solubilidad, por lo que la medicién de viscosidad no se pudo manejar como dato
cuantitativo y solo se discutieron sus tendencias. Bajo las condiciones de cultivo en que se llevé a cabo el
experimento se puede observar que T. inchonensis fue el microorganismo que realiz6 la mayor degradacion,
seguida por BGP y S. maltophilia. Mientras que de forma contraria a o que se observé en las pruebas preliminares
de Biocontrol R. radiobacter fue la que realiz6 la menor degradacién. Este comportamiento corresponde a la tasa
de crecimiento observada para las bacterias estudiadas. La mayor tasa de crecimiento la obtuvo T. inchonensis y
la menor R. radiobacter lo que podria explicar el orden en la magnitud de la degradacién.

Palabras clave: Organismo quitinoliticos, Biocontrol, Bioremediacion.

Summary

Biomaterials are substances produced by different mechanisms in nature, which include cellulose, lignin and chitin.
There have been numerous studies using chitinolytic organisms as biocontrol agents due to their degrading chitin
characteristics, but there is little research and evidence about the usefulness of certain chitinases in the
exoskeletons and fungal degradation (Dahiya et al 2006). This research was conducted in order to evaluate the
action of chitinolytic organisms isolated from various soil types that can be used in the Biocontrol or substrates
degrading chitin-chitosan base. The research was conducted on the premises of the Biotechnology Research
Center (BRC) and the Research Center of Chemical and Microbiological Services (CEQUIATEC) ITCR in Cartago.
The isolation of microorganisms were carried out using soil samples collected in 2007 in five provinces of Costa
Rica: Alajuela, Limén, Guanacaste, San José and Cartago taken at two depths 0-10 cm and 10-20 cm with 19 sub-



sampling to obtain 2 kg of soil / depth sampled. From the collected samples, we obtained the isolation of four
potential chitinolytic bacteria, identified three of the isolated bacteria as Stenotrophomas maltophilia, Tsukamurella
inchonensis and Rhizombium radiobacter, the fourth was characterized as a Gram positive sporulated Mobile
(BGP). Two of the four cultures, T. inchonensis and BGP, quickly began growing exponentially, without showing a
marked latency phase, it is possible to shorten when the bacteria are in a culture rich in nutrients that supply the
basic requirements. The cultivation of T. inchonensis was the one who achieved a greater bacterial growth with
1.7000.000 cells / ml suspension, followed by com BGP 1,400,000 cells / ml, then S. maltophilia with 500,000 cells
/ ml, last R. radiobacter with 300,000 cells / ml. In preliminary tests on Spodoptera frugiperda Biocontrol found that
S. maltophilia showed a potential that coincides with that found by Zhang et al 2001. For the species T.
inchonensis there was not reported any preliminary studies that have evaluated its capacity to produce chitinases
that may place it as a possible bio-controller microorganisms. It was noted that the strain of R. radiobacter was the
one that showed the highest chitinolytic activity followed by S. maltophilia, this because for the fourth day after
inoculation, three butterflies had emerged from the substrate, and by day seven, all sprayed pupae had hatched, so
that the percentage of emergency was favored by the chitinolytic bacterial action. Finally it was noted that when
comparing the degradation of the membranes, it can be said that the less viscosity of the mixture, the lower the
average molecular weight of cross-linked chitosan. Therefore, a further decrease in the dissolution viscosity, it will
be higher the membrane degradation carried out by the organism. It was not possible to determine the average
molecular weight of the membranes, and that interbreeding did not allow the formation of a homogeneous hydro-
gel due to its low solubility, so the viscosity measurement could not be handled as quantitative data and only
discussed trends was done. Under the conditions in which the experiment was conducted it was noted that T.
inchonensis was the organism that made the most degradation, followed by BGP and S. maltophilia. On the other
hand, it was observed that R. radiobacter was the one which made the least degradation. This behavior
corresponds to the growth rate observed for the bacteria studied. The highest growth rate was obtained by T.
inchonensis and the lowest R. radiobacter which could explain the order in the magnitude of degradation.



Introduccidén

El control biolégico se emplea como una técnica donde se manipulan una serie de enemigos
naturales de las especies consideradas plagas, con el objetivo de reducir, o incluso llegar a
combatir por completo, parasitos que afecten una plantacion determinada mediante la
disminucién de sus niveles poblacionales en campo, con esto se pretende controlar las plagas
a través de enemigos naturales que son depredadores de la plaga e inofensivos a la
plantacion (Carballo et al 2004).

Se han hecho numerosos estudios para utilizar los organismos quitinoliticos como
controladores naturales de hongos patdogenos y nematodos; no obstante, estos estudios han
procurado identificar el efecto de las quitinasas sobre la estructura de los estadios larvales en
insectos y en hongos. Por ejemplo, desde 1963 Mitchell y Alexander observaron que todas las
bacterias micoliticas producian quitinasa, lo cual podia degradar la pared celular del hongo
gue contenia quitina, como uno de sus principales componentes (Okumoto et al 2001).
También se han reportado para el control de mosquitos, los cuales son portadores de
enfermedades tales como “fiebre amarilla” y “dengue”, entre otros potenciales organismos
plagas (Carballo et al 2004).

El método de control biolégico puede ser eficaz sobre los estados larvarios de los insectos de
crecimiento en los suelos, es razonable que la accidon de enzimas que degraden su estructura
fisica afectaria de manera considerable la capacidad de gestacion y proliferaciéon de los
organismos capaces de generar una plaga. Estos organismos degradadores de quitina, han
sido definidos como aquellos capaces de degradar quitina por hidrélisis o bandas glucosidicas
(Felse & Panda, 2000) y han sido utilizados como Bioplaguicidas; sin embargo, existe poca
investigacion al respecto, a pesar de que existe evidencia de la utilidad de ciertas quitinasas
en la degradacion de exoesqueletos y hongos (Dahiya et al 2006).

Por lo anteriormente expuesto, la investigacién de estos organismos sobre las etapas larvarias
de los insectos que pueden ser plagas para los cultivos de la region, presentan una ventaja
sobre la alternativa sintética dentro del Manejo Integrado de Plagas (MIP), debido a la
especificidad del atague. Considerando ademas su uso potencial sobre sustratos constituidos
de quitina y quitosano, de gran aplicacibn en muchos campos tales como: farmacia, medicina,
alimentacion y tratamiento de aguas entre otros, que posterior a su uso puede acelerarse su
degradacion por la accion de este tipo de microorganismo.

Los biomateriales son sustancias generadas por diversos organismos en la naturaleza en
grandes cantidades, entre ellas estan la celulosa, la lignina y la quitina. Estas sustancias
cumplen diversas funciones biolégicas tanto de soporte como para alimentacion. La quitina es
un polimero de N-acetil D-glucosamina unido por enlaces ((1,4) y esta presente en la
naturaleza en el exoesqueleto de artropodos, en la pared celular de hongos, como
polisacéarido estructural, en hongos filamentosos, donde constituye el 16% de su masa seca,
en la pared celular de levaduras y también en conchas de crustaceos y nematodos (Metcalfe
et al 2002).

La quitina tiene propiedades antimicrobianas, anticolesterol y antitumorales, ademas de ser
usadas para tratamiento de aguas y como fibra dietética (Dahiya et al 2006). Estudios con
rayos X demostraron que existen tres tipos de polimorfismos de quitina, a-,B-, y-quitina, que
difieren en la distribucion espacial de las cadenas del polimero. En la a- quitina la distribucion



de las cadenas es antiparalela, esta es la forma mas abundante encontrada en la naturaleza;
en la B-quitina las cadenas estan distribuidas paralelamente y en la y-quitina estan mixtas
(Felse & Panda 2000).

Por su parte las quitinasas, que son enzimas degradadoras de quitina, se encuentran en
microorganismos como: virus, bacterias, hongos, insectos, plantas y animales (De Boer et al.
1999). La presencia de quitinasas tienen diversos usos, entre ellos patogenicidad (virus), roles
morfogénicos y de nutricibn (hongos) y parasitismo (bacterias) (Dahiya et al 2006). El
aislamiento de éstos organismos mediante la inoculacidon en un medio rico en quitina es
exitoso porque se enriquece en numero a aquellos microorganismos capaces de degradar el
polimero y parasitar a los organismos que contienen gran cantidad de quitina en sus
estructuras (Felse & Panda 2000).

Existen dos grandes grupos de quitinasas: las endoquitinasas y las exoquitinasas, aunque
para algunos autores las clasifican en tres. Estan las endoquinasas degradan sitios internos
aleatorios generando pequefias masas moleculares de N-acetili D-glucosamina. Las
exoquinasas tiene una actividad progresiva que inicia en los extremos no reductores de la
quitina liberando asi unidades de diacetil quitobiosas (Felse & Panda 2000). Las quitobiosas
(tercera clasificacién para algunos autores) hidrolizan quitobiosa a N-acetil-D-glucosamina.
Existen tres tipos de familias de quitinasas (18,19 y 20), las cuales entre ellas difieren en
estructura 3D, secuencia aminoacidica y mecanismos moleculares (Dahiya et al 2006).



Mecanismos de accion de las quitanasas
Segun Dahiya et al, 2006, existen dos rutas metabodlicas para la degradacién de quitina

basadas en glucosil hidrdlisis acido-catalizada:

1. Retencion de la estereoquimica del oxigeno anomerico en el C; relativa con la
configuracion inicial: el oxigeno B(1,4)-glucosidico es protonado, provocando un
intermediario de oxocarbeno que se estabiliza por un carboxilato y posteriormente el
ataque nucleofilico del agua produce la hidrélisis del polimero.
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Figura 1. Mecanismo de retencion de estereoquimica mediante desplazamiento.
(tomado de Dahiya et al 2006)

2. Inversioén de la estereoquimica: Dos residuos acidos son necesarios en el sitio activo, lo
gue provoca una hidrélisis con la inversién de la configuracion.
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Figura 2. Mecanismo de inversion mediante desplasamiento.
(tomado de Dahiya et al 2006)



Organismos Quitinoliticos

Un organismo quitinolitico se define como aquel capaz de degradar quitina por hidrolisis o
bandas glucosidicas de la quitina utilizando quitinasas (Felse & Panda 2000). Diversas
especies de bacterias, estreptomicetes, actinomicetos, hongos y plantas producen enzimas
quitinoliticas. Ejemplos de lo mismo son las bacterias del género Aeromonas y Serratia; y
hongos del género Gliocladium y Trichoderma que han demostrado tener potencial de
controladores biolégicos de diversos hongos fitopatdogenos (Chernin et al 1995). Ademas de la
estimulaciéon de organismos mucoliticos, la liberacion de NHj3; durante el proceso de la
degradacion de quitina también contribuye a la reduccion en la poblacién de hongos
fitopatdogenos (De Boer et al 1999, Felse & Panda, 2000).

Existen evidencias de bacterias productoras de quitinasas que no afectan a los hongos, esto
indica que la susceptibilidad del hongo estd relacionada con la produccion de diversos
antibidticos (De Boer et al 1999). La biosintesis de quitina aparece como un caracter
bioguimico primitivo de la células animales vegetales inferiores; con respecto a la evolucion,
se pudo observar como un organismo quitindfago intensificoO la biosintesis de enzimas
especializadas para su degradacion a la que se le dio el nombre de quitinasa; a través del
tiempo se ha visto un punto de especificidad que en artropodos y vertebrados la quitinasa
Unicamente se encuentra en organismos insectivoros y frugivoros (Crusafont, sf)

Se recomienda el uso de agar mas quitina para la prueba de actividad quitinolitica debido a la
mayor deteccion de las cepas quitinoliticas a corto plazo. También, este medio de cultivo es
atil para la conservacion de la caracteristica quitinolitica del microorganismo aislado (Okumoto
et al 2001). La habilidad de producir quitinasa en los medio Agar Quinitan (AQ) y Agar
Nutrientes Quitina (ANQ), es clave para asegurar la capacidad del microorganismo de
sobrevivir en medios con mucha o poca cantidad de nutrientes; condiciones similares a las
gue se presentan en la naturaleza (Gonzalez et al 1996).

Aplicaciones en Control Biolégico

Los organismos quitinoliticos se han utilizado también como bioplaguicidas; aunque no existen
muchos estudios que lo evidencien, se ha demostrado la utilidad de ciertas quitinasas en la
degradacion de exoesqueletos y hongos del suelo, incluso, se reporta un estudio realizado
con Allosamidin, un inhibidor de quitinasa, para el control del &caro Tetranychus urticae y del
insecto Musca domestica una vez ingeridos por éstos (Dahiya et al 2006).

Con respecto a los hongos, que ha sido el area mas estudiada, se busca disminuir la cantidad
de fungicida aplicado en campos de cultivo para sustituirlo con microorganismos quitinoliticos
aislados desde las plantaciones con la problematica. La aplicacion de quitina sobre las plantas
provoca el crecimiento de hongos actinomicetos y bacterias quitinoliticas. Este aumento
poblacional esta correlacionado con la disminucién de nematodos y hongos, disminuyendo asi
enfermedades y dafios en las plantaciones y en las cosechas (Ramirez 1996).

Existe evidencia que la presencia de organismos quitinoliticos puede controlar a Fusarium
(Ramirez 1996). En S. plymuthica C48 su actividad quitinolitica inhibe la germinacion de la
espora y la elongaciéon del tubo germinativo en Botrytis cinerea. La habilidad de producir



quitina extracelular es considerada crucial para Serratia marcescens para actuar como
antagonista sobre Sclerotium rolfsii, y para Paenibacillus sp y Streptomyces sp para suprimir
Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (Compant et al 2005). Sigatoka Negra es el hongo
mas agresivo y de mayor importancia que ataca el cultivo de banano. Al ser Mycosphaerella
fijiensis un hongo Ascomycete, sus miscelios poseen paredes de quitina muy gruesa; por tal
razén existe mucha investigacion realizada en Costa Rica con respecto al control biologico de
este hongo tan agresivo utilizando microorganismos quitinoliticos antagonistas al patdogeno
(Gonzélez et al 1996).

La adicion de quitina al suelo infestado por Fusarium oxysporium sp. cubense, estimulé a
bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas, las cuales controlaron al patégeno debido a
la digestion de las paredes del hongo, que también contiene quitina. Los organismos
quitinoliticos afectan a los hongos debido a la digestion de la quitina presente en la pared de
las hifas (Gonzélez 1995). Un ejemplo de bacteria quitinolitica utilizada para control biolégico
es Enterobacter cloacae porque sirve como biocontrolador de diferentes hongos de suelo que
atacan a cultivos como: frijol, algodén y chayote; como lo son: Pythium spp., Fusarium sp y
otras enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos.

La competencia por nutrientes en la rizosfera fue considerado como estrategia de colonizacion
asi como también la produccion de metabolitos secundarios, los cuales resultaron ser
parecidos a antibiéticos y metabolitos volatiles antifungicos. Otro mecanismo supresor de
hongos en Enterobacter spp es la actividad quitinolitica que presentan algunas cepas de E.
cloacae (Chernin et al 1995). Diversos estudios indican que la mayor actividad quitinolitica se
encuentra en los géneros Aeromonas, Bacillus y Vibrio. Esto se determind mediante la medida
del radio de la zona litica donde crecieron las colonias en las placas de Petri (Felse & Panda
2000).

Aplicaciones para biodeqgradacion

La quitina es de los polisacaridos naturales mas abundantes en la naturaleza. En las Ultimas
décadas la quitina y el quitosano han sido objeto de mudltiples estudios enfocados a la
produccién de nuevos materiales con gran variedad de usos y aplicaciones, ya sea en forma
natural como con modificaciones quimicas. Se utilizan en fotografia, cosméticos, oftalmologia,
fabricacion de papel, farmacia y en el tratamiento y purificacién de agua (Ravi Kumar 2000).

Este proyecto de investigacion pretendid evaluar la posibilidad de generar membranas de
guitosano que puedan ser utilizadas en sistemas de purificacion de aguas mediante la
absorcion de metales pesados. Basados en lo anteriormente expuesto, una de las posibles
aplicaciones para la biodegradaciéon de materiales elaborados a base de quitosano, es el uso
de bacterias degradadoras para la eliminacion de membranas contaminadas con éstos
metales.



Objetivo General: Evaluar la accion de organismos quitinolititcos extraidos de suelos que
puedan ser utilizados en el Biocontrol o como degradadores de sustratos a base de quitina-
guitosano.

Objetivos Especificos:

1. Colectar en cinco localidades del pais y en suelos con vocacién agricola muestras a dos
profundidades de muestreo para ser llevadas al laboratorio para su analisis.

2. Aislar en medios de cultivos selectivos los posibles microorganismos quitinoliticos presentes
en las muestras de suelo colectadas.

3. Identificar taxondmicamente los organismos quitinoliticos aislados de las muestras de suelo
en medios de cultivo selectivo.

4. Evaluar a nivel de invernadero el potencial Biocontrolador de los organismos identificados
sobre pupas de suelo.

5. Evaluar en membranas de quitosano y floculados de quitosano la degradacion de los
organismos seleccionados en el objetivo 4.



Metodologia

Extraccion de Quitina:
Para el desarrollo de los medios de cultivo se extrajo quitina de conchas de camarén jumbo

comercial utilizando una adaptacion del procedimiento establecido por Okumoto (1992), donde
la quitina fue completamente secada en una estufa a 60°C, para utilizarse pura y no en
suspension coloidal.

Recoleccion vy preparacion de muestras

Se emplearon muestras de tierra recolectadas en el afio 2007 en 5 diferentes zonas de Costa
Rica: Alajuela, Limén, Guanacaste, San José y Cartago. El muestreo de suelo se realizo en
forma de zig-zag con barreno de “rabo de chancho” en la que se tomaron dos profundidades
determinadas segun los suelos muestreados, los muestreos en cada punto de colecta se
realiz6 de la siguiente manera: el primero se hizo entre los 0-10 cm de profundidad y el
segundo entre los 10-20 cm de profundidad sobre el primer punto muestreado; cada muestreo
fue colocado en envases de plastico de 20 litros de capacidad debidamente rotulados con la
profundidad muestreada, en total se realizaron 19 submuestreos por profundidad los cuales y
con ayuda de la mano se mezclaron buscando la homogeneidad de la muestra que permitiera
la obtencion de unos 2 kilos de tierra por profundidad. Las muestras de suelo fueron
trasladadas al invernadero de docencia de la Escuela de Biologia, ITCR, Cartago.

En maceteros plasticos de color negro y de unos 8 litros de capacidad se fueron colocando
capas consecutivas de los suelos muestreados intercalados con cascaras de camaron
previamente trituradas manteniendo de forma aleatoria las capas en cada macetero. Estas
macetas fueron colocada en el Invernadero de Docencia del ITCR durante un afio y
sembradas con plantas de tomate, chile dulce, maiz y plantas espontaneas que se
desarrollaron en cada una de las macetas sembradas. En el afio 2008 se elimino todo el
material vegetal que sobre ellas se habia desarrollado y sobre un plastico grueso de color
negro se volted cada maceta y se mezclo muy cuidadosamente con las manos y la ayuda de
palas de jardin para tomar un kilo de la muestra de cada maceta. Esta muestra se mezclo
sobre el mesén de trabajo hasta lograr su homogenizacién, y de ella y en balanza analitica se
pesaron 100 g de la muestra de suelos los cuales fueron transferidos a vasos de precipitado
de 1L al5L de capacidady llevados al laboratorio de Biocontrol del Centro de Investigacion
en Biotecnologia (CIB). En el laboratorio a cada muestra de suelo se le afiadieron 900 ml de
agua destilada y se agité cada muestra por espacio de 5 minutos cada una. Seguidamente se
procedid a realizar diluciones seriadas 1:10, 1:100 y 1:1000 en tubos de ensayo de
aproximadamente 15 ml de capacidad, colocando 9 ml de agua destilada estéril y 1 ml de la
solucion madre para obtener la dilucion 1:10, seguidamente se agité y se tomo 1 ml de ésta
solucion 1:10 y fue transferido a un tubo de ensayo de 15 ml en donde previamente se habia
colocado 9 ml de agua destilada estéril para obtener la dilucion 1:100 y por ultimo se tomo6 1



ml de la solucion 1:100 y fue trasferido a otro tubo de ensayo de 15 ml en donde previamente
se habia colocado 9 ml de agua destilada y estéril para obtener la dilucién 1:1000. Se agitaron
las tres diluciones hasta homogenizarlas.

Aislamiento, purificacion e identificacion de los microorganismos quitinoliticos.

Con la ayuda de una micropipeta se procedié a sembrar 100 pl de cada una de las diluciones
de las muestras de suelo sobre placas de Petri con medio agar-quitina; preparado con 9,5%
de agar y 0,2% de quitina pura a pH de 6,0. Seguidamente se guardaron por 96 horas, en
posicion invertida en camara climatica oscura con temperaturas entre 28 — 32 °C realizandose
observaciones a las 24, 72 y 96 horas (Figura 3). Se aislaron y subcultivaron exclusivamente
las colonias bacterianas que se desarrollaron exitosamente en el medio agar-quitina,
ignorando y descartando el desarrollo de hongos y levaduras. Una vez aisladas y establecidas
en cultivo axénico, se enviaron muestras de las bacterias al Laboratorio de Microbiologia
Agricola del Centro de Investigaciones Agrondémicas de la Facultad de Ciencias
Agroalimentarias de la Universidad de Costa Rica donde fueron identificadas mediante el
sistema de identificacion Biolog.

Figura 3.- Aislamiento y purificacion de los organismos quitinoliticos mantenidos entre 28-32°C en el
laboratorio de Biocontrol del CIB

Desarrollo de suspensiones

Se tomo una colonia de cada bacteria quitinolitica aislada e identificada y a partir de cada una
de ellas se establecieron suspensiones en 25 ml de caldo nutritivo a base de peptona y
extracto de carne (CN). Las suspensiones se desarrollaron a 35°C en erlenmeyers de 100ml|
en agitacion a 100 rpm. A partir del momento de inoculacion se realizaron conteos directos al




microscopio con el uso de una camara de Neubauer cada 3 horas durante 15 horas para un
andlisis de crecimiento microbiano. Para ello se realiz6 una tincion con safranina mezclando
iguales proporciones del colorante y de cada suspension en tubos de eppendorf; se agitd
suavemente y se observo al microscopio con un aumento de 100x empleando aceite de
inmersion. A partir de cada conteo se calculdé el nimero de bacterias por ml de suspension
para elaborar una curva de crecimiento de cada bacteria, en funcién del tiempo.

Pruebas preliminares de biocontrol

Se colocd un sustrato universal estéril comercial “Blumenerd® a base de suelo y material
organico en 5 recipientes plasticos redondos de 15 cm de diametro por 8 cm de altura. En
cada recipiente se colocaron 5 pupas de Spodoptera frugiperda provenientes de la cria
artificial mantenida en el laboratorio de biocontroladores del CIB (figura 4A). Posteriormente
se cubrieron las pupas con una capa de 0,5 cm de sustrato y en cada uno de los recipientes
plasticos se asperjaron 25 ml de cada suspension bacteriana identificada a una concentracion
de: 5,02 x 10° células/ml, 2,96 x 10° células/ml, 1,74 x 10° células/mly 1,38 x 10° células/ml.
El dltimo recipiente se utiliz6 como testigo, aplicando 25 ml de agua destilada estéril. Cada
recipiente se llevo al invernadero de Biocontrol y se colocé en una jaula fabricada con un
cilindro de acetato de 50 cm de altura y 18 cm de diametro con dos tapas plasticas una en la
parte superior del cilindro a la que previamente se le habia removido el fondo y se le coloco
una tela fina de organza que permitia la libre circulacion del aire en el interior de la jaula y otra
en la parte inferior que impedia la entrada y salida de insectos de cada recipiente plastico
(figura 4B). Se realizaron evaluaciones diarias de emergencia de polillas adultas del
lepidoptero en cada tratamiento.

Figura 4A.- Envase plastico con las cinco pupas seleccionadas para la prueba preliminar de Biocontrol.
B.- Jaula cilindrica plastica que permitié visualizar los adultos emergidos.



Preparacion de membranas de quitosano entrecruzadas para la evaluacion de

degradacion

Para la preparacion de las membranas de quitosano entrecruzadas se utilizaron quitosano
marca Sigma-Aldrich de peso molecular intermedio. Se preparé una disolucién de 5% m/m de
quitosano en acido acético al 1,5%. Porciones de 5 g se colocaron en placas de Petri y estas
se colocaron bajo atmdsfera de amonio durante la noche. Las membranas se secaron a 40°C
durante 1 dia y posteriormente se pusieron en contacto con una disolucién 0,25 % m/m de
glutaraldehido durante 5 minutos. Seguidamente las membranas se lavaron con agua
desionizada y se procedio a realizar nuevamente el secado.

Evaluacién como deqgradadores de sustratos

Se inocularon, por triplicado, membranas de quitosano entrecruzado con cada una de las
cuatro bacterias identificadas a razén de 1ml de solucion bacteriana madre/placa Petri; donde
el inéculo qued6 en contacto directo con las membranas de quitosano entrecruzadas. Se
colocaron en incubadora llevando un control visual de la degradacién durante 15 dias.

Un vez transcurrido los 15 dias los restos de membranas degradadas fueron lavados y
secados en estufa a 30°C durante una noche. Con cada una de las membranas degradadas
se prepararon, dejando en agitacion durante 3 dias, mezcladas al 1% m/m (membrana/acido
acetico 1%) obteniéndose un gel para cada una de las membranas tratadas; seguidamente a
estos geles se les determiné la viscosidad utilizando un viscocimetro Brookfield DV-11+Pro
con usillos (“spindles”) 62, 63 y 64 ajustando a un porcentaje de torque mayor al 20%.



Resultados y Discusién

Extraccion, recoleccidn, aislamiento e identificacion de las muestras

La extraccion realizada a partir de los suelos intercalados con las cascaras de camaron
permitié obtener el aislamiento de bacterias quitinoliticas sobre los medios selectivos de AQ y
ANQ. Este protocolo de extraccion, desarrollado por Okumoto (1992), se basa en la
degradacion de los compuestos constituyentes de la cascara del camar6on mediante
reacciones continuas con un acido fuerte (HCI) y una base fuerte (NaOH) a altas
concentraciones. La gran estabilidad de los residuos de N-acetil D-glucosamina que
componen la quitina le permite resistir estos cambios extremos de pH sin que su estructura
molecular sea alterada (Zang et al, 2001).

El aislamiento realizado a partir de las muestras recolectadas y preparadas de suelo, que
fueron inoculadas sobre medio selectivo AQ, permitié el aislamiento de cuatro bacterias con
potencial quitinolitico. Se identificaron tres de las bacterias aisladas como: Stenotrophomonas
maltophilia, Rhizobium radiobacter y Tsukamurella inchonensis, la cuarta bacteria no pudo ser
identificada por Biolog, pero si logré6 ser caracterizarla como un bacilo Gram positivo
esporulado movil (referido en este estudio como BGP) (Figuras 5 A, B, Cy D).

Figura 5A.- Stenotrophomonas maltophilia. B.- Rhizobium radiobacter. C.- Tsukamurella inchonensis. D.-
bacilo Gram positivo esporulado movil (referido en este estudio como BGP).



Desarrollo y crecimiento de las suspensiones celulares

En la figura 6 es posible observar que dos de los cuatro cultivos, T. inchonensis y BGP,
iniciaron rapidamente la fase exponencial sin presentar una marcada fase de latencia; es
posible que la fase de latencia se acorte de esta manera cuando las bacterias en estudio
provienen de un cultivo no tan rico en nutrientes y son inoculadas en un medio que supla en
abundancia todos los requerimientos que estas necesitan (Madigan et al., 2009). En este caso
las bacterias quitinoliticas se encontraban en un medio AQ, el cual cubria las necesidades
nutricionales basicas de éstas; cuando fueron inoculadas en CN, se promovi6 rapidamente la
division celular y por consiguiente el aumento en el nimero de individuos en la colonia de T.
ichonensis y BGP. Lo anteriormente escrito no se observo en los cultivos de S. maltophilia y
R. radiobacter bien sea por aleatoriedad de las condiciones del medio de crecimiento o porque
el metabolismo de estos microorganismos difiere significativamente de las otras dos especies
y por consiguiente requieren una etapa de adaptacién mayor al ser transferidas del AQ a otro
medio de cultivo diferente. Por otra parte a las nueve horas de incubacion, a 37°C y en
agitacion, el crecimiento bacteriano de todos los cultivos habia llegado a su fase estacionaria.
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Figura 6. Curva de crecimiento de bacterias quitinoliticas



En un medio de cultivo el crecimiento bacteriano se ve directamente relacionado con la
disponibilidad o agotamiento de los nutrientes, por consiguiente presenta cuatro fases a saber:
inicia con la fase lag o de latencia que consiste en un crecimiento individual dado por el
aumento del tamafio y el peso de las células; ésta fase se observa facilmente en S.
maltophilia y R. radiobacter; no asi en T. inchonensis y en BGP. Posterior a esta sigue la fase
de crecimiento exponencial, etapa en la cual se da la division celular por fisidbn binaria
generando en cada divisidn dos células hijas idénticas a la célula madre que le dio origen; de
esta manera, el crecimiento poblacional de la fase exponencial se basa en éste concepto que
genera el tiempo de duplicacién, el cual se conoce como aquel que tarda una poblaciéon en
duplicar su numero (Felse et al, 2000; Metcalfe et al, 2002; Benintende et al, 2010).

Una vez que se agota un nutriente esencial, este se convierte en una limitante del crecimiento,
asi mismo, si en el medio se acumulan algunos desechos del metabolismo estos pueden
llegar a convertirse en inhibidores del crecimiento bacteriano y en consecuencia se llega a una
tercera fase conocida como estacionaria, en la cual, no hay aumento ni descenso neto en el
numero de células de la poblacion. Se puede observar en la figura 6 que tres de las bacterias
muestran el inicio de esta fase alrededor de las nueve horas de cultivo en suspension,
mientras que BGP muestra el inicio de la fase estacionaria mas temprano, alrededor de las
seis horas a partir de la inoculacién en el medio CN. Finalmente, si continda la incubacion, las
células mueren por lo que la poblacion bacteriana llega a disminuir, tal y como también lo
reportan Madigan et al., 2009.

Al analizar la figura 6 y después de contabilizar el nimero de células/ml presentes en la fase
estacionaria se tiene que de las cuatro bacterias analizadas se determind que el cultivo de
T.inchonensis fue el que logr6 un mayor crecimiento bacteriano, ya que su crecimiento
exponencial se dio desde el inicio del cultivo hasta las nueve horas siguientes,
contabilizdndose en ésta fase la cantidad de 1.700.000 células/ ml de suspensién para esta
especie, seguidamente esta el cultivo de BGP, el cual a pesar de ser el Gnico que entrd en
fase estacionaria a las seis horas, su crecimiento exponencial fue tal que present6 cerca de
1.400.000 células/ml; el siguiente y en orden decreciente fue el cultivo de S. maltophilia,
guien presentd una fase estacionaria con un aproximado de 500.000 células/ml. Por ultimo, el
cultivo de R. radiobacter fue el que presentd menor crecimiento, logrando producir
aproximadamente 300.000 células/ml durante su fase estacionaria.

Pruebas preliminares de Biocontrol sobre Spodoptera frugiperda

Tras la realizacion de las pruebas preliminares de control biolégico sobre pupas de
Spodoptera frugiperda, en el cuadro 1 se muestran los porcentajes de adultos emergentes a
partir del cuarto dia, debido a que los primeros 3 dias no se observé ninguna actividad de los
adultos.



Con respecto al potencial quitinolitico de S.maltophilia como biocontrolador, Zhang et al. 2001
confirmaron la capacidad de esta bacteria para producir quitinasas y observaron su funcion en
el combate de Bipolaris sorokiniana, un hongo fitopatbgeno capaz de producir importantes
enfermedades foliares en cultivos de importancia econémica. Asi mismo, en su estudio
determinaron que los aislados de la bacteria preinducidos en medio con quitina mostraban un
mejor control de la enfermedad que aquellos cultivados en medios con glucosa como fuente
de carbono. En el caso de R. radiobacter no se reportan estudios previos acerca del potencial
biocontrolador especifico de esta bacteria para degradar quitina. En una investigacion
realizada por Mutluru y Mallaiah en el afio 2008 se aislaron 26 cepas de Rhizobium sp. con
actividad quitinolitica; en dicho estudio la cepa con mayor actividad quitinolitica fue
identificada como Rhizobium sp., la cual a su vez presentdé un alto grado de similitud con R.
radiobacter, en este caso la maxima actividad se presentd luego de 36 horas de incubacion a
pH neutro. Para la especie T. inchonensis no se reportan estudios preliminares en los que se
haya evaluado su capacidad productora de quitinasas que puedan potencializarlo como un
posible microorganismo biocontrolador de insectos.

Cuadro 1. Porcentaje de adultos emergentes de pupas de S. frugiperda bajo accién biocontroladora de
cuatro bacterias quitinoliticas

CEPA DiA 4 DIA5 DiA6 DiA7
S. maltophilia 60% 80% 80% 100%
R. radiobacter 60% 80% 100% 100%
T. inchonensis 20% 60% 60% 60%
BGP 0% 60% 60% 60%
Control 20% 20% 40% 60%

Teoricamente al inocular las pupas de Spodoptera frugiperda en presencia de un sustrato
cargado de estos microorganismos, la viabiliadad de estas se veria reducida y no seria
posible el nacimiento de los adultos, ya que las bacterias degradarian la quitina que las
conforma, causando su muerte. No obstante, los resultados anteriormente expuestos
contradicen esta hipotesis, ya que los porcentajes de emergencia de adultos mas bien fueron




promovidos en presencia de la accién quitinolitica de las bacterias posiblemente debido a que
al encontrarse las pupas en un estadio avanzado de desarrollo la actividad degradadora de
quitina llevada a cabo por las bacterias favorecié la emergencia del insecto adulto;
coincidencialmente Yuan, 2006 reporta que al encontrarse las pupas en un estado avanzado
de maduracion, las estructuras anatomicas del adulto estan completamente formadas y muy
cercanas a la emergencia del capullo, por lo que probablemente les restaba solamente abrirlo.
En un caso como este, la accion degradadora de la cubierta de quitina se mostraria mas bien
como un estimulo para la liberacién del adulto completamente formado por lo que la accién
degradativa de las bacterias estimulé su emergencia en lugar de causar algun dafio sobre su
fisiologia.

Esta no es la Unica explicacion considerada, ya que cabe destacar la posibilidad de que la
actividad quitinolitica de las bacterias surja solamente mediante el establecimiento sinérgico
de estas cuatro especies, como un proceso de biodegradacion alcanzado por la
complementacion de las rutas metabdlicas de cada microorganismo individual; porque en
estos procesos metabdlicos desarrollados por las comunidades, una bacteria puede actuar
sobre el producto de otra, o trabajar a partir de compuestos liberados por un microorganismo
previo siempre y cuando no existan metabolitos tdxicos que perjudiquen a la poblacion
(Rivera, W. 2010). En cualesquiera de los panoramas expuestos, la accion de los
microorganismos con capacidad quitinolitica es degradar los enlaces B-1,4-glicosidicos de las
unidades de N-acetil-glucosamina que componen la quitina, gracias a la accion de quitinasas,
como sucede con los géneros Mucor y Aspergillus (Madigan et al., 2009).

En el cuadro 1 se puede observar que la cepa de R. radiobacter fue la que presento6 la mayor
actividad quitinolitica sobre las pupas de Spodoptera frugiperda, seguida por S. maltophili,
esto, debido a que para el dia cuatro después de la inoculacion, tres mariposas ya habian
emergido del sustrato, y para el dia siete, la totalidad de las pupas asperjadas con estas
bacterias habian eclosionado. En contraposicion, la cepa BGP tuvo la menor actividad debido
a la tardanza en la eclosion de solo tres de las cinco pupas sembradas. Finalmente, en cuanto
a T. inchonensis la actividad quitinolitica fue intermedia, en comparacion con las demas
especies evaluadas. Es importante hacer énfasis en que el andlisis del porcentaje de
emergencia de adultos para las pruebas preliminares de biocontrol se pudo observar que los
resultados sobre la accion de las cepas de interés como biocontroladoras, dependié por
completo del estado de desarrollo biologico y fisioldgico de las pupas, lo cual se encuentra
directamente relacionado con la afectacion positiva o negativa que éstas pueden enfrentar al
inocularse con las bacterias en estudio.

Evaluacion de la degradacion de membranas

La comparacion de la degradacion de las membranas con las cuatro bacterias aisladas se
realizd mediante las mediciones de viscosidad de disoluciones preparadas con éstas y que ya



habian pasado por el proceso de degradacion. Al ser la viscosidad (n), de una disolucion de
composicién conocida de membrana, una medida relacionada con el peso molecular promedio
del polimero (M) segun la ecuacion de Mark-Howink-Sakura (Ravi Kumar et al 2000) es la
siguiente: [7] = KM* (2)

Se puede decir que entre menor viscosidad de la mezcla, menor sera el peso molecular
promedio del quitosano entrecruzado. Por lo tanto al producirse una disminucion mayor de la
viscosidad de la disolucion de la membrana la degradacion llevada a cabo por el
microorganismo sera mayor. (Brandrup, J.1999).

Al realizar la mediciébn de la viscosidad promedio de las mezclas 1% m/m (membrana
degradada/l1% acido acético) se pudo obtener una visién cualitativa de la degradacion llevada
a cabo por los microorganismos. No fue posible realizar la determinacién del peso molecular
promedio de las membranas de quitosano entrecruzadas, con lo que se obtendria un dato de
mayor fidelidad, ya que el entrecruzamiento no permitié la formacién de un hidrogel
homogéneo debido a su baja solubilidad, por lo que la medicion de viscosidad no se pudo
manejar como dato cuantitativo y solo se discuten tendencias.

Graficando el inverso de las viscosidades promedio de las disoluciones de las membranas de
guitosano entrecruzadas degradadas por las cuatro especies bacterianas aisladas e
identificadas se obtuvo lo que muestra en la figura 7.
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Figura 7. Comparacion del la viscosidad promedio como indicador de degradacion, con diferentes
cultivos bacterianos, de membranas de quitosano entrecruzadas.



Bajo las condiciones de cultivo en que se realizd el experimento se puede observar que T.
inchonensis fue el microorganismo que realiz6 la mayor degradacion, continuando con BGP y
S. maltophilia. Mientras que de forma contraria a lo que se observé en las pruebas
preliminares de biocontrol R. radiobacter fue la que realiz6 la menor degradacién. Este
comportamiento corresponde a la tasa de crecimiento observada para las bacterias
estudiadas. La mayor tasa de crecimiento la obtuvo T. inchonensis y la menor R. radiobacter.
Lo que podria explicar el orden en la magnitud de la degradacion.

En cuanto a la metodologia empleada, aun cuando resultd6 una medicion cualitativa
interesante, es necesario optimizar la formacion de la disolucion de membrana de quitosano
entrecruzada buscando diferentes solventes, o realizar pruebas con membranas de quitosano
sin entrecruzar; esto con el fin de obtener una metodologia que permita determinar el grado
de degradacion cuantitativamente y realizar la cinética de degradacién de las membranas
para poder estimar tiempos de degradacion total.

No fue posible realizar la evaluacion de degradacion de membranas contaminadas con
metales pesados ya que la preparacion de estas dependia del desarrollo de otro proyecto de
investigacion, y no fue posible obtenerlas.



Conclusiones

e En medio agar-quitina se aislaron cuatro especies de bacterias con accion quitinolitica
provenientes de dos diferentes profundidades en suelos muestreados en: Alajuela,
Limon, Guanacaste, San José y Cartago. Fueron identificadas como:
Stenotrophomonas maltophilia, Rhizobium radiobacter y Tsukamurella inchonensis, la
cuarta bacteria solo pudo ser identificada como un bacilo Gram +, esporulado y mévil
(BGP).

e La evaluacién del crecimiento de las cuatro bacterias colectadas y aisladas demostro,
gue bajo las condiciones de cultivo desarrolladas, la mayor tasa de crecimiento se
observo en el T. inchonensis, seguida del crecimiento de BGP la cual precedio la tasa
de crecimiento del cultivo de S. maltophilia y el menor crecimiento poblacional se
obtuvo en el cultivo de R. radiobacter.

e El analisis de los resultados preliminares basados en el porcentaje de emergencia de
los adultos de pupas de Spodoptera frugiperda sobre la accién de las cepas aisladas
como biocontroladoras, se obtuvo que la cepa de R. radiobacter fue la que presenté la
mayor actividad quitinolitica seguida por S. maltophili y por T. inchonensis; la cepa
BGP tuvo la menor actividad quitinolitica sobre las pupas de S. frugiperda.

e No se cuenta con estudios cientificos reportados en la literatura que sea referidos a la
evaluacion de la capacidad quitinolitica de S. maltophilia, T. inchonensis y R.
radiobacter, por lo que la presente investigacion posee gran importancia para el posible
uso de estas bacterias como biocontroladoras de insectos plagas en investigaciones
futuras.

e Sobre la capacidad degradadora de membranas de quitosano entrecruzadas se pudo
observar de forma cualitativa que la cepa que realizé la mayor degradaciéon fue la T.
inchonensis seguida de BGP, posteriormente la S. maltophilia y por dltimo R.
radiobacter, orden que corresponde al seguido por la evaluacion del crecimiento de las
bacterias evaluadas.



Recomendaciones

e En primera instancia, se recomienda la aplicacion de la combinacién de las cepas
sobre las pupas de Spodoptera frugiperda lo que permitiria corroborar la accion
conjunta de estos microorganismos y compararla con su accion individual, con el fin de
evidenciar posibles establecimientos sinérgicos dentro de esta comunidad.

e Realizar una curva de desarrollo de las pupas de Spodoptera frugiperda que permita
establecer el nivel de estadio mas adecuado para su inoculacion con el sustrato y las
bacterias, y asi comprobar el potencial de degradacion que éstas poseen. O también
pensar en otro insecto de suelo como el género Phyllophaga que tanto dafio causa a
las plantas cultivadas.

e Emplear cultivos control con los géneros Mucor y Aspergillus como inéculo bacteriano,
debido a que se conoce su capacidad degradadora de quitina que permitan
compararlos con la actividad quitinolitica de las bacterias experimentales aisladas.

e Recurrir a centros de investigacion con mayor nivel de especializacion a nivel
taxonomico que permita la identificacion de la cuarta bacteria aislada y la cual se
clasific6 como un bacilo Gram +, esporulado y movil (BGP).

e Realizar nuevamente el procedimiento en la evaluacion de la capacidad degradadora
de las cepas bacterianas aisladas pero utilizando diferentes disolventes o0 membranas
de quitina o quitosano sin entrecruzar porque asi se podria disolver después de la
degradacion y con eso se podria tener un resultado experimental mas cuantitativo y
obtener el andlisis cinético que permita calcular estimados de tiempo de degradacion
total.

e Realizar el andlisis de biodegradaciéon con membranas que hayan sido utilizadas para
la remocion de metales pesados en agua.
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