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RESUMEN

ABSTRACT

Se probs fa actividad bivldgica de fa cepa LBT-25 de Bacillus thurin-
giensis sobre cofecas févenes de Meloidogyne incognita. Un primer
experimento fue disefiado pare observar ef efecto de un cultive de
esta cepa, a difereptes conceniraciones, sobre las ootscas, y of se-
gunde experimento estuve dirigide a determinar la fraccién activa pre-
sente en ef cultivo, Ambos experimentas dieron como resulfado que la
cepa LBT-25 posee sctividad ovocida sobre M. incognita, y esta se
debe & una accidn sinérgica entre (os componentes del sohrenadante
v la biomasa.

Palabras claves: Bacilius thuringiensis, Meloidogyna incognita, s-en-
doloxing, f-exofoxina, actividad biclagical

Bivlogical activity of Bactllus thurigiensis LBT-25 strain on youth 0ol-
hecas of Meividogyne incognita was broved. First experfement was
designed to observed the effect of a culture from this frain, at differemt
congentration, over oothecas. Second expeniment was directed to de-
terninated fraction present in cufture LBT-25 strain has ovocidal acti-
vity against M. incognita and that is result of a synergit action befween
component of picating part and biomass.

Key words: Bacitus thuringfensis, Melvidogyne incognita, d-endoto-
xin, p-exofoxin, biclogical activity

INTRODUCCION

M eloidogyne spp., dentro de los fitonematodos, es
uno de los principales agentes causantes de dafios en
cultivos, con pérdidas millonarias en la agricultura a
escala mundial, reportindose solamente en las regio-
nes uopicales con estimados que oscilan entre 11y
25% de las cosechas [Sasser, 1979]. Existen diferentes
estrategias de control, entre las cuales podemos men-
cionar la introduccion de variedades resistentes, la ro-
tacién de cultives v el uso de nematicidas quimicos,
entre otros [Atkinson, 1993]. Los nematicidas quimi-
c0s han sido los més efectivos, pero se han limitado
cada dfa mas por su elevada roxicidad, que repercute en
un profundo dafic ambiental. Lo anterior ha motivado
un incremento del control biolégico dentro de progra-
mas de manejo integrado de fitonematodos. El empleo
de microorganismos entomopatégenos ha sido objeto
de estudio en los ltimos afnos, al grado que va se tie-
nen formulaciones comerciales de algunos de ellos, y
son aplicados en varias miles de hectireas en muchos
paises desarrollados [McCoy, 1990]. Entre los mi-
croorganismos que se reportan para el control de fito-

nemétodos se encuentra el hongo Paccilomyces lilacinus
v las bacterias Pasteuria penctrans [Persis, A. ¢t al.,1991),
Bacillus licheniformis y algunas cepas de B. thuringiensis
[Bone, L. W, 1989], Ei presente trabajo aborda la de-
teccion de actividad nematicida sobre M. incognita en la

cepa LBT-25 de Baeillus thuringiensis (Bt.).

MATERIALES Y METODOS

Cepa: Fue utilizada la cepa LBT-25 de Bt. pertenecien-
te al cepario del Instituto de Investigaciones de Sani-
dad Vegetal (INISAV), consevada en cufia con agar
nutriente a 4°C,

Para las pruebas se emplearon cultivos obtenidos por
agitacién en zaranda a 140 rpm y 28-30°C en un
medio caldo nuiriente [Oxoid. S.A] Laos indculos con-
sistieron en suspensiones de esporas con una concentra-
cién inictal de 107esp/mL. Los cultivos agitados se
mantuvieron durante 48 horas, v posteriormente se se-
pararon en cuatro variantes, para lo cual fue necesario
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centrifugar a 6 000 rpm durante 20 minutos una parte del
cultivo, Las variantes resultantes fueron las siguientes:

Variante I: Consiste en el cultivo sin tratamiento algu-
no (10% esp/mL}.

Variante 2: Consta de la biomasa {esporas y cristales)
obtenida por centrifugacién a 6 000 rpm, y luego resus-
pendida en solucidn salina(NaCl al 0,85%}

Variante 3: Constituye el sobrenadante del centrifu-
gado, el cual estd formado por todos los componentes
extracelulares presentes en el medio de cultivo, inclu-
vendo las toxinas bacterianas.

Variante 4: No es mds que la variante 3 anteriormente
tratada a 121°C v 1,5 atmdsfera durante 15 minutos.

Bioensayos

Para los bicensayos con nematodos se usaron 00tecas
jévenes de M. incognita esterilizadas con NaOC] al 2%.
Las ootecas se colocaron en vidrio reloj para posterior
inoculacion.

En el primer experimento se utilizé como indeulo la varian-
te 1 a diferentes concentraciones (10, 10-* y sin diluir) ba-
fiando las masas de huevos en un volumen de 10 mlL.

En el segundo experimento se utilizaron las restantes
variantes como indculo (Variantes 2, 3 v 4) usando el
procedimiento anterior con el objetivo de determinar
si el compornente biocida era extra o intracelular.

En ambos experimentos el control agua estéril. Las eva-
luaciones se realizaron cada 48 horas durante 10 dias
observando el nimero de huevos eclasionados. Cada
tratamiento fue replicado cinco veces en un disefio
completamente aleatorizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Bicensayo 1

La cepa LBT-25 de Bacillus thuringiensis mostrd activi-
dad nermaticida sobre las ootecas de M. incognita, evi-
denciado esto por el porcentaje de reduccién de la
eclosién de las ootecas en todas las diluciones de la va-
riante 1 comparada con el control (Tabla 1). El mayor
porcentaje de eclosién se chservé a una concentracion
de 10%esp/mL. Este resultado concuerda con los traba-
jos de Sharma ¢t al. en 1994 quien reporta actividad
ovocida de B, thuringiensis sobre M. incognita.

Tabla 1. Efecto de la cepa de LBT-25s0bre ootecas de M. incignita

Variante | Reduccién de 1a
eclosion (%)
Sin difuir (108 esp/mL) 100
!
LBT-25 i0 88
10-2 66
Control Agua estéril 0

Bioensayo 2

En el segundo ensayo se pudo observar que existe acti-
vidad tanto extra como intracelular, ya que en toda las
fracciones hubo reduccién de la eclosién (Tabla 2). La
reduccién de la eclosién por el sobrenadante puede es-

tar dada por la presencia de la B-exotoxina, Io que se
evidencié en la fraccidn 3, ya que esta toxina es ter-
moestable. Efectos nematostdticos y nematicidas de la
B-exotoxina sobre fitoneméitodos han sido reportados
“Prasad et al.,1972; Ignoffo y Dropkin, 1977; Bone,
1989; Noel, 19901

Tabla 2. Efecto de las diferentes fracciones sobre ootecas de M. incignita

Variante Reduecién de la
eclosion (96)
_ V2(sin diluir) 100
LBT-23 V2{10-) 66,25
V3{sin diluir} 100
V3{10-1) 68,12
V4(sin diluir) ico
V4{i0-1) 66,25
Control Agua estéril 0
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Actividad bioldgica de In cepa..,

La biomasa debe su actividad fundamentalmente a Ia
presencia de esporas y $-endotoxina. Esta toxina pudo
haber sido la responsable de la actividad biocida sobre
M.incognita en el experimento, va que han sido recien-
temente reportadas dos nuevas proteinas cristal (8-en-
dotoxina) activas contra nemitodos, la Cry V y Cry VI
[Feitelson et ai,,1992], asi como formulaciones comer-
clales que sélo contienen 8-endotoxinas y muestran ac-
tividad nematicida han side recomendadas para el

conuol de fitonematodos [Bone, 1989; Narvaeral, 1991],
aunque no sobre M. incognita,

V2: biomasa; V3: sobrenadante tratado; V4: sobrena-
dante sin tratar; sin diluir = 10¢ esp/mL.

Estos bioensayos reflejan la existencia de una accidn si-
nérgica entre fa biomasa y el sobrenadante (Fig. 13, Di-
versos estudios han revelado la accion combinada entre
la B-exotoxina, la 8-exotoxina v las esporas de un culti-
vo de B, thuringiensis contra larvas de insectos [Dubois,
19886].
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Figura 1. Sinergisme entre biomasa y sobrenadante.

CONCLUSIONES

¢ La cepa LBT-25 de B. thuringiensis posee actividad in-
hibitoria sobre las cotecas de M. incognita.

« Se encontrd actividad tanto intra como extacelular
(biomasa v sobrenadante), demostrandose una accién
sinérgica entre ambas,
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