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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Berliner) es la bacteria entomopatogena mas
estudiada y extensamente utilizada como agente de control
microbiano. El origen de su actividad como nematicida viene dado
por el complejo de toxinas que produce durante su crecimiento, prin-
cipalmente las b-exotoxinas y d-endotoxinas. En este trabajo se evalud la
toxicidad de seis cepas pertenecientes a la coleccion del INISAV sobre
Meloidogyne incognita bajo condiciones in vivo. Los resultados muestran
diferentes comportamientos entre las cepas, dado por la reduccion de la
infectividad de los nematodos. No hubo correspondencia entre el numero
de ootecas y la cantidad de nédulos presentes en las raices, a conse-
cuencia de un retardo en el momento de la infestacion de los juveniles a
las raices. Las toxinas de B. thuringiensis provocaron efectos
nematostaticos y desorientadores bajo las condiciones evaluadas.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, Meloidogyne incognita, toxinas,
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Bacillus thuringiensis (Berliner) is the entomopathogenic bacterium
more studied and broadly used as microbial control agent. Its
nematicidal activity is caused by the toxin complex produced during
the growth period, mainly b exotoxins and d endotoxins. This paper deal on
the toxicity evaluation of six B. thuringiensis isolates of Plant Protection
Research Institute (INISAV) collection against Meloidogyne incognita in
vivo conditions. There were different behaviours between the isolates; they
showed a reduction of the nematode infectivity. There were not
correspondence between eggs masses and quantity of nodules also as a
consequence of the delayed infection of roots Bacillus thuringiensis toxins
produced nematostatic and disorientate effects under the evaluates
condictions.

Key words: Bacillus thuringiensis, Meloidogyne incognita, toxins,
nematostatic effect

INTRODUCCION

Los problemas y progresos en el desarrollo de estrategias
para el control biolégico de nematodos han sido revisa-
dos por Rodriguez-Kébana y Canullo (1992), Leyns et al.
(1995) Kerry y Jafee (1997), entre otros. Dentro de los
agentes de control biolégico se destacan fundamental-
mente los hongos del género Arthrobotrys [Cayrol, 1983]
y las especies Pacecilomyces lilacinus [Jonathan et al., 2000]
y Verticillium chlamydosporium [Siddiqui y Ehteshamul-
Haque, 2000], mientras que en las bacterias se incluyen
las especies Bacillus thuringiensis [Federici, 1999], Pasteuria
penetrans [Somasekhar y Mehto, 2000] y Bacillus
licheniformis [Marquez et al., 1997].

Los bioinsecticidas derivados de Bacillus thuringiensis se han
utilizado comercialmente por mas de treinta y cinco afnos,
y han sido aceptados como productos biodegradables y de
uso seguro para los humanos, pues causan menos dafno en
el medio ambiente que los plaguicidas quimicos tradicio-
nales [Galan-Wong et al.,1996].

Respecto a la efectividad de B. thuringiensis sobre
nematodos, se presentan resultados desde la década
del ochenta del siglo pasado, cuando se encontraron

efectos nematicidas de preparaciones comerciales forma-
das solamente de d-endotoxina contra Meloidogyne javanica
y Tlenchulus semipenetrans [Bone et al., 1988]. No obstan-
te, se atribuyen efectos nematostaticos sobre Meloidogyne
incognita 'y Heterodera glycines segin estudios realizados por
Noel (1990), a causa de la b-exotoxina, aunque debe se-
nalarse que el mecanismo de accién de B. thuringiensis so-
bre nematodos es un tema atin muy controvertido.

Son pocos los estudios realizados en relacion con la
actividad de B. thuringiensis contra nematodos, e inclu-
so sobre especies pardsitas de plantas. La seleccion y
evaluacion de nuevos aislados de B. thuringiensis con-
tra M. incognita contribuyen a disponer de cepas que
serian caracterizadas para apoyar el desarrollo de nue-
vos bioproductos con tecnologias compatibles, de
acuerdo con las necesidades y condiciones de Cuba
[Fernandez-Larrea, 1999].

En el presente trabajo se utilizan seis cepas de B. thu-
ringiensis que fueron previamente evaluadas in vitro y
seleccionadas por provocar efectos inhibitorios totales
en la reduccion de la eclosién de las masas de huevos
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de M. incdgnita. Asimismo, se observé que en las ootecas
tratadas existian huevos detenidos en su desarrollo,
otros necréticos y en algunos casos larvas con poca o
ninguna reaccién ante estimulos luminosos,
vacuolizadas y con deformaciones en el sistema diges-
tivo [Marquez et al.,, 2001]. Un aspecto importante lo
constituye la evaluacién de la actividad biolégica de
estas cepas bajo condiciones semicontroladas.

MATERIALES Y METODOS

Se consideraron seis cepas de Bacillus thuringiensis perte-
necientes a la coleccion de Bacterias Entomopatégenas
del Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(INISAV), conservadas en bulbos liofilizados a 4°C.

Reactivacion de las cepas. Se cultivaron en medio Luria-
Bertani (LB) [Sambrook et al., 1989] hasta esporulacion
total. Una asada de cada cultivo se sembré en placas con
agar nutriente (AN) (Oxoid CM3), y posteriormente se
seleccionaron las colonias mediante observacion de la
morfologia al microscopio estéreo (40X). Para determinar
la presencia de esporas y cristales tipicos de la especie se
realizaron tinciones simples con violeta cristal (0,5%).
De acuerdo con las caracteristicas observadas, las colo-
nias fueron sembradas en tubos con AN enriquecidos con
extracto de levadura, durante 96 horas, a temperatura
de incubacién de 28 + 2°C.

Reproduccion de los aislados de B. thuringiensis. Las suspen-
siones de las cepas se prepararon por el arrastre con solu-
cion salina al 0,85% del crecimiento formado en las cu-
nas agarizadas, las que fueron tratadas con temperatura
de 60°C durante 15 minutos para eliminar las células
vegetativas y homogeneizar el cultivo. A continuacién se
inocularon en erlenmeyers con capacidad de 500 mL con
medio LB nutriente y se colocaron en una zaranda
termostatada BIOZART 2013, a un régimen de agitacion
de 140 rpm y una temperatura de 30 = 2°C, hasta la
formacion de los cristales. La concentracién final de los
cultivos se determiné a través de conteos en cdmara de
Neubauer. Las muestras para los bioensayos fueron ajus-
tadas hasta obtener caldos a una concentracién del or-
den de 107 esporas/mL.

Evaluacion del bioensayo. Durante el bioensayo se emplea-
ron bandejas de poliespuma formadas por cubetas con
capacidad de 125 g de suelo, previamente esterilizado.
El suelo fue inoculado inicialmente con tres niveles de
Meloidogyne: bajo = 1050 J2, medio = 2100 J2, y alto =
4200 J2. El riego se mantuvo diariamente para garanti-
zar las condiciones de humedad adecuadas una semana
antes de realizar la aplicacion.

Fueron aplicados 15 mL de los cultivos de las diferentes
cepas a una concentracién de 107 esporas/mL por cubeta,
15 mL del nematicida fenamifos CS 240, y 15 mL de
agua como testigo. El célculo de la concentracién del pro-
ducto quimico se hizo teniendo en cuenta la dosis em-
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pleada para aplicacién en hortalizas (1,5 g de ingredien-
te activo/m?). Cada variante fue replicada cinco veces y
se efectio un riego ligero con posterioridad a las aplica-
ciones. A los siete dias se procedi6 a la siembra de las
semillas pregerminadas de pepino (planta indicadora), y
al cabo de las seis semanas las raices fueron levantadas y
colocadas en un recipiente con agua para eliminar los
restos de suelo. Las evaluaciones realizadas fueron las si-
guientes:

A. Calculo del grado medio de infestacion segiin la formula:

o= 2.(4%0).
N-n
donde: Ia: Grado medio de infestacion.
a: Grados.
b: Cantidad de plantas/grado.
N: Cantidad de plantas observadas.

n: Cantidad de plantas sanas.

Los grados medios de infestacion se determinaron de
acuerdo con la escala de 0-5 de Taylor y Sasser (1978).

B. Presencia de ootecas en nddulos: Se cortaron 10 segmen-
tos de raices de 3 cm de longitud seleccionadas al azar
para determinar la correspondencia entre el namero de
nédulos y la cantidad de masas de huevos presentes.

En el procesamiento estadistico de los datos se emple6
el modelo de anélisis de varianza y la prueba de
Neuman-Keuls con transformacién de los datos de
porcentaje y con un 0,95% de nivel de significacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En todos los tratamientos con las cepas de Bt, los gra-
dos medios de infestacion revelaron diferencias signifi-
cativas respecto al testigo (Fig.1), aunque los mejores
resultados se obtuvieron con los niveles de inéculo ini-
cial bajo y medio, en los cuales se logré una disminu-
cién del agallamiento entre 66 y 48% respectivamente.

Las cepas LBT-24 y LBT-25 mostraron los menores gra-
dos de infestaciéon en ambos niveles de inéculo inicial
(Grado 2), aunque no se observaron diferencias signi-
ficativas con las cepas LBT-3, LBT-4 y LBT-47 en el
nivel bajo ni con las cepas LBT-1 y LBT-4 en el nivel
medio. Con el nivel mas alto los resultados no fueron
buenos, a pesar de que las cepas LBT-4 y LBT-24 pro-
vocaron la menor infestacion.

El analisis general de la influencia de los tres niveles de
in6culo inicial sobre la infestacion alcanzada indicé
que las cepas tuvieron diferencias significativas con el
testigo en todos los casos. El sistema radical mostré un
buen desarrollo, con las raices principales y secunda-
rias bien formadas, y se observé menor agallamiento
en comparacioén con el testigo (Fig. 2).
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Figura 1. Grados medios de infestacién obtenidos en cada tra-
tamiento de acuerdo con el nivel de in6culo inicial.

Figura 2. Morfologia de las raices tratadas con:
A. Cepa LBT-25, B. Cepa LBT-24, C. Agua, D. Fenamifos

En las plantas donde se aplicé el producto quimico
(fenamifos) no se apreciaron nédulos en las raices; sin
embargo, no se logré su crecimiento adecuado, lo cual
pudo deberse a un efecto fitotéxico sobre la planta
indicadora.

Zuckerman et al. (1993) aplicaron cultivos puros y for-
mulados comerciales de las cepas CR-371 y CR-450 de
B. thuringiensis, aisladas de suelos supresivos en Costa Rica,
directamente sobre semillas, plantas y suelos para reducir
los dafos por M. javanica y Iylenchulus semipenetrans. Se

observé una disminucién significativa de las agallas de
las raices en comparacion con el control no tratado.
Las cepas no causaron fitotoxicidad ni patogenicidad a
las plantas tratadas (tomate y pliatano) en condiciones
semicontroladas y en experimentos de campo.

En la Fig. 3 se observa que, al aumentar el nivel de
inéculo inicial, se incrementé el porcentaje de ootecas
presentes en los nédulos de las raices como consecuen-
cia de una reproduccién acelerada de los ejemplares
que lograron penetrarlas y completar su ciclo de vida.
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No se observé una correspondencia entre la cantidad de
nédulos y el nimero de ootecas desarrolladas presentes, lo
que sugiere que la penetracién de las larvas no ocurrié al
mismo tiempo y que hubo un retardo en la invasion, ya
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que el nimero de nédulos con ootecas fue bajo compara-
do con el testigo. Una inhibicion igual en la penetracion de
M. javanica en raices de tomate fue observada por Sharma
et al. (1996) en tratamientos con B. thuringiensis.
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Figura 3. Correspondencia entre cantidad de nédulos y presencia de ootecas
en segmentos de 3 cm de raices (expresado en por ciento).

Debe considerarse que todos los nédulos se encontra-
ban bajo las mismas condiciones, excepto por la presen-
cia de las diferentes toxinas de B. thuringiensis que se
formaron durante el desarrollo de la bacteria. Esto indi-
ca que las toxinas provocaron efectos nematostaticos y
desorientadores [Carneiro, 1998] que interfirieron en la
basqueda y penetracion efectiva de las larvas infestantes
del segundo estadio, lo cual constituye un elemento im-
portante, ya que el cultivo agricola estaria sometido a
una menor cantidad de nematodos por unidad de tiem-
po, en su fase inicial de desarrollo, principalmente si la
aplicacion se hace de manera preventiva, en busca del
efecto sobre las larvas infectivas presentes en el suelo.

Han sido observadas diferencias en cuanto a la actividad
nematicida sobre los distintos estadios de los nematodos.
Se sefnala que, aparentemente, los aislados de B. thu-
ringiensis con actividad ovicida ocurren mas frecuentemen-
te; sin embargo, Leyns et al. (1995) observaron una alta
mortalidad en juveniles eclosionados y adultos de C. cle-
gans, y por el contrario no hubo actividad ovicida.

Se afirma que entre las bacterias de mayor empleo para
el control biol6gico de nematodos se encuentra B. thu-
ringiensis, con reportes de cepas altamente eficientes
como las ATCC 55273 y ATCC 55275 [Current Drogs
Patents, 2000]. Existen varias patentes sobre el tema que
reivindican las toxinas y los genes responsables de la acti-
vidad nematicida. En dependencia de la cepa cultivada,
pueden actuar no solo contra nematodos, sino tam-
bién contra lepidopteros, coleépteros y dipteros.

Una de las ventajas del uso de productos a partir de B. thu-
ringiensis respecto a los nematicidas es que puede apli-
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carse en cualquier fase del desarrollo del cultivo, aunque
las plantaciones estén en plena cosecha. En sentido ge-
neral, una adecuada aplicacién y un correcto manejo
del biopreparado pueden tener un mejor efecto
nematicida e incrementar los rendimientos a largo plazo
con respecto a los productos quimicos [Gowen, 2001].

CONCLUSIONES

* Las cepas LBT-24 y LBT-25 provocaron los menores
valores de grados medios de infestacion en los niveles
de indculo inicial bajo y medio.

* Los tratamientos bajo condiciones in vivo de las ce-
pas nematicidas disminuyeron los niveles de infesta-
cién respecto al testigo, y las raices mostraron un buen
desarrollo en todos los casos.

* Los tratamientos con B. thuringiensis retardaron la
penetracion de los juveniles a las raices al no existir
una correspondencia entre la cantidad de nédulos y
el porcentaje de ootecas presentes en ellos.
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