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RESUMEN

ABSTRACT

Se evalud la actividad nematicida de diferentes aislados de Bacillus
spp. Los mejores resultados sobre la reduccion de la eclosion de los
huevos de Meloidogyne incognita se obtuvieron con las cepas RI75-1
(82,9%) de Bacillus licheniformis y LBT-25 (88%) de Bacillus
thuringiensis. Se determiné la actividad biolégica de las fracciones
téxicas de cada una de las cepas y resulto que en el caso de Bacillus
licheniformis (RI75-1), el efecto nematicida se encontré en el
sobrenadante filtrado. Esto puede relacionarse con la presencia de
enzimas exocelulares responsables de dicha actividad. La accion
inhibitoria de Bacillus thuringiensis estuvo presente en las tres frac-
ciones, lo que explica que hay un efecto combinado a causa de la
accion de las diferentes toxinas.

Palabras clave: Bacillus licheniformis, Bacillus thuringiensis,
Meloidogyne incognita, beta exotoxina, delta endotoxina, enzimas
exocelulares

Nematicidal activity of several isolates of Bacillus spp. was evaluated.
Best results about reduction of Meloidogyne incognita egg supernatant
were obtained with strain RI75-1 (82,9%) of Bacillus licheniformis and
strain LBT-25 (88%) of Bacillus thuringiensis. Biological activity of
toxically fractions from each strain was determined. For Bacillus
licheniformis (RI75-1), nematicidal effect was found in filtrated
supernatant; that can be related with presence of exocellular enzymes
responsible of this activity. Inhibitory action of Bacillus thuringiensis was
present in three fractions. That means there is a combined effect,
because of action of several toxins.
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INTRODUCCION

Los nemitodos constituyen una de las plagas mas impor-
tantes para los cultivos tropicales y subtropicales. Ocu-
pan el segundo lugar después de los insectos, como las
plagas de invertebrados limitantes dentro de la produc-
cién agricola en todo el mundo [Sharma, 1994], y se esti-
ma que constituyen entre 10-30% de la biomasa de los
organismos multicelulares y alrededor del 1% del total de
la biomasa del suelo [Sohlenius, 1980].

Durante varios afos la aplicacién de nematicidas quimi-
cos fue una tendencia generalizada en muchos paises para
disminuir los dafos ocasionados por nemétodos, aun-
que su uso se ha visto limitado por el incremento de sus
costos y provocar seleccién de microflora en el suelo de-
gradante de las sustancias activas, destruccion de enemi-
gos naturales, un rapido resurgimiento de las poblacio-
nes tratadas, aparicion de especies secundarias, asi como
peligros directos e indirectos para el hombre y el medio
ambiente. Esto ha dado lugar a la busqueda de alternati-

vas bioldgicas, como parte de los programas de manejo
integrado de plagas.

Se han realizado estudios de forma exitosa con diferentes
antagonistas naturales de neméatodos, que han podido
ser aislados para su utilizacién como productos
nematicidas. Entre estos se encuentran los hongos
Arthrobotrys irregularis (Drechsler), Paecilomyces lilacinus
(Thom y Samson) y Verticillium chlamydosporium (Ness),
asi como la bacteria Pasteuria penetrans (Sayre y Starr)
[Jonathan et al., 2000; Siddiqui y Ehteshamul-Haque,
2000; Somasekhar y Mehto, 2000].

La mayoria de los estudios realizados con cepas del géne-
ro Bacillus para el control de nematodos han sido realiza-
dos con especies de nematodos zooparasitos.

En plantas de tomate y pepino tratadas con el aislado CR-
371 de B. thuringiensis (Berliner) se observé una disminu-
cién significativa de las agallas en las raices, inducidas por
Meloidogyne incognita (ofoid et White) en comparacion con
el control no tratado [Zuckerman et al., 1993].
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La efectividad de las toxinas de esta especie bacteriana
se ha demostrado en huevos y juveniles de Meloidogyne
javanica (Treub y Chitwood) y Tylenchulus semipenetrans
(Cobb) [Leyns et al., 1995]. Existen reportes acerca de
formulaciones comerciales que contienen solamente la
delta-endotoxina producida por las variedades israelensis
y thuringiensis con resultados exitosos para el control de
los fitonematodos [Meadows et al., 1990; Sharma,
1994].

No menos importantes son los efectos nematostaticos y
nematicidas de la beta-exotoxina, la cual es sintetiza-
da por las cepas pertenecientes a los serotipos HI,
H4ac, H5, H7 H9 y H10 de B. thuringiensis [Leskhova,
1986]. Este metabolito, del que se refiere su control
sobre M. incognita y Heterodera glycines (Ichinoe) [Noel,
1990] es un producto extracelular, soluble en agua y
termoestable a 120°C por 15 minutos [Faust y Lee, 1982].

Otra bacteria es Bacillus licheniformis (Milezyme), a la cual
se le atribuyen efectos estimulantes sobre protozoos y
cultivos vegetales, asi como efectos nematicidas
[Sidquiand y Mahmood, 1992].

Los objetivos del trabajo fueron seleccionar in vitro las
cepas mas efectivas de B. thuringiensis y B. licheniformis para
el control de Meloidogyne incognita y determinar sus frac-
ciones con actividad nematicida.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon cuatro cepas de B. licheniformis BKM-511,
N2.1, RI75-1, 5-260 y una de Bacillus subtilis pertene-
cientes a la coleccion del Centro de Aplicacion y Desarro-
llo de Energia Nuclear (CEADEN), asi como dos cepas de
B. thuringiensis (LBT-3 y LBT-25) del cepario del Institu-
to de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV) de
Cuba. Para el mantenimiento y conservacion de las cepas

se sembraron en cufas de agar nutriente a temperatura
de 10°C.

Procedimiento para la reactivaciéon de las cepas

Las cepas fueron cultivadas en medio Luria-Bertani (LB)
[Sambrook et al., 1989] hasta esporulaciéon total. Una
asada de cada cultivo se sembré en placas con Agar
Nutriente (AN) (Oxoid CM3), realizando posteriormen-
te la seleccion de colonias tipicas de cada especie median-
te observaciéon de la morfologia al microscopio estéreo

(40X).

Para determinar la presencia de esporas y cristales de
B. thuringiensis se realizaron tinciones simples con violeta
cristal (0,5%).

De acuerdo con las caracteristicas observadas, las colo-
nias fueron sembradas en tubos con agar nutriente enri-
quecidos con extracto de levadura, durante 96 horas a
temperatura de incubacién de 28 + 2°C.
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Reproduccién de los aislados

El in6culo inicial consistié en una suspension de 10° es-
poras/mL obtenidas por arrastre del crecimiento con so-
lucién salina a 0,85% a partir de cufas de agar que
fueron tratadas con temperatura (60°C por 15 min),
para eliminar las células vegetativas. A continuacién se
inocularon en el medio liquido formado por 10 g/L de
triptona, 5 g/L de extracto de levaduray 5 g/L de NaCl,
colocandose en una zaranda termostatada BIOZART
2013, con un régimen de agitacién de 140 rpm y una
temperatura de 30 = 1 °C, hasta la formacién de los
cristales de B. thuringiensis. Para B. licheniformis la tem-
peratura se ajusté a 36°C.

La concentracién final de los cultivos se determiné a
través de conteos en cimara de Neubauer. Las muestras
para los bioensayos fueron ajustadas hasta obtener cal-
dos a una concentraciéon en el orden de 107 esporas/mL.

Separacién de las fracciones téxicas

Los cultivos se centrifugaron a 5 000 rpm durante 15
minutos. Los pellets fueron lavados dos veces con solu-
cién salina fisiologica NaCl (0,85%) pH = 7,2, a fin de
eliminar restos del medio de cultivo y concentrar las es-
poras y cristales.

La biomasa fue resuspendida en solucion salina para el
ajuste de la concentracién (107 esporas/mL) por conteo
en camara de Neubauer. El sobrenadante se traté en au-
toclave a 121°C durante 15 minutos y se filtré con filtro
milipore de 0,2 m, verificindose la ausencia de esporas
por siembra de las muestras en agar nutriente. Las frac-
ciones toxicas obtenidas fueron: 1-formada por la biomasa
celular. 2- sobrenadante filtrado con filtro milipore de 0,2 p;
3-fraccién no. 2 tratada a una temperatura de 121°C du-
rante 15 minutos.

Evaluacion del bioensayo

Todos los cultivos obtenidos, asi como cada una de las frac-
ciones separadas, se probaron en el bioensayo con la finali-
dad de seleccionar las cepas mas eficientes y a su vez obte-
ner las fracciones activas contra los huevos M. incognita.

Para esto se seleccionaron ootecas de tamaio similar, pro-
cedentes de cultivos puros de nematodos, las cuales fue-
ron primeramente desinfectadas superficialmente para
eliminar contaminantes, sumergiéndolas en una solucion
de hipoclorito de sodio (2%), durante 15 segundos, des-
pués se enjuagaron con agua destilada estéril y se coloca-
ron en vidrios reloj a una proporcién de cuatro por cada
cepa, con una ooteca per capita. En el testigo las ootecas
se colocaron en agua destilada, la evaluacién de la eclo-
sion de las larvas se hizo cada 48 h, durante 10 dias, y el
porcentaje de ejemplares emergidos se calcul6 en relacién
con el testigo sin tratamiento.

En el procesamiento estadistico de los datos se emple6 el
modelo analisis de varianza y la prueba de Neuman-Keuls
con transformacion de los datos de porcentaje con un
0,95% de niveles de significancia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los huevos de M. incognita expuestos a los cultivos de las
cepas BKM-511, RI75-1 y N2.1 de B. licheniformis mos-
traron diferentes comportamientos. De ellas, la RI75-1
con un 82,9% y BKM-1 con 80,10% de reduccién de la
eclosién, fueron las que tuvieron mayor actividad
nematicida, aunque difirieron significativamente entre
ellas (Tabla 1).

Tabla 1. Control in vitro de diferentes
cepas de Bacillus sp. sobre huevos
de Meloidogyne incognita.

Cepas Reduccion
de la eclosion (%)
LBT-25 88,0 a
RI75-1 82,90 a
BKM-511 80,10 ab
N2-1 77,9 be
LBT-3 75 bc
5-260 69,14 c
B. subtilis 38,89 d
E =041

CV = 15,2(%)

Las bacterias pertenecientes a la especie de B. licheniformis
se caracterizan por producir algunos metabolitos impor-
tantes, como son el antibiético bacitracina, que es un
polipéptido efectivo contra bacterias Gram +
[Hockenbell, 1963], proteinas alcalinas que se forman
durante la etapa estacionaria del crecimiento bacteriano,
usadas en la industria como biodetergente [Keckey, 1964]
y una alfa amilasa termoestable muy resistente a cambios
bruscos de pH [Joyet et al., 1992].

Con respecto al control biol6gico por esta bacteria, se
ha sefialado que un aislado de B. licheniformis redujo el
nivel de infestacion de poblaciones de M. incognita en
plantulas de guisantes bajo condiciones controladas
[Sidquiand y Mahmood, 1992]. Asimismo, al aplicar
volimenes de cultivos esporulados entre 15y 75 mL en
plantulas de pepinos, infectadas con M. incognita, el gra-
do de infestacién alcanzado en las raices, segtn la escala
de Zeck [Zeck, 1971] después de 45 dias se redujo a 0,
mientras que en el testigo se obtuvo grado 3 [Marquez
et al., 1997].

En relacién con los cultivos de las cepas de B. thuringiensis,
se demostro la efectividad de los dos aislados, aunque la
LBT-25 fue la mas eficiente con un 88% de reduccién de
la eclosion (Tablal). Con esta cepa siempre se ha alcan-
zado altas concentraciones de esporas y cristales en los
estudios de medios de cultivo realizados para su repro-
duccioén a nivel de laboratorio.

Al analizar la accién de las fracciones sobre la reduccion
total de la eclosion de M. incognita se observé que en to-
das las cepas de B. licheniformis hubo un componente en

comun, responsable de estos resultados el cual estuvo pre-
sente en el sobrenadante filtrado, ya que la biomasa siem-
pre provoco efectos por debajo del 70% (1abla 2).

Tabla 2. Accion de las fracciones sobre

la eclosion de los huevos de M. i ita*
Cepas Fl F2 F3

LBT-25 66,25 a 66,25b| 68,12 a
5-260 59,27 ab | 100 a ok
RI75-1 55,92b |[100a ok
LBT-3 450c¢ Oc 0
BKM-511 26,44 c ]100 a o
N2.1 0d 100 a o

E =045

CV=17,1%

*Datos expresados en porcentaje de reduccién.
(F1) Biomasa celular, (F2) Sobrenadante filtrado,
(F3) Sobrenadante tratado con 121°C durante
15 minutos.

**Estas variantes no se realizaron.

En las cepas de B. licheniformis existi6é un efecto combina-
do de naturaleza enzimatica que esta ejerciendo su ac-
cién sobre la pared de los huevos y que inhibe el proceso
de eclosion. Incluso, cuando a las masas de huevos se les
retiraron los tratamientos y se volvieron a colocar en agua
destilada, se observé que el efecto se mantuvo hasta cin-
co dias. Por estudios histoquimicos realizados a la estruc-
tura de los huevos de los nematodos, se conoce que de
forma general estd formada por una fina membrana inter-
na compuesta de lipidos, a continuacién otra cubierta de
quitina y por fuera una cubierta de naturaleza proteica

[Lee, 1965].

En el caso de la cepa LBT-3 de Bacillus thuringiensis, sola-
mente la fraccién formada por la combinacion de espo-
ras y cristales toxicos fueron los responsables de la activi-
dad ovicida. También, el uso de esta cepa ha sido
informado por la capacidad de mantener su actividad
contra altas poblaciones de M. incognita y Radopholus similis
en periodos de tres meses bajo condiciones de campo

[Mena et al., 1996].

Sin embargo, cuando observamos los datos obtenidos con
la cepa LBT-25, a diferencia de la cepa LBT-3, tanto la
fraccién formada por la mezcla de esporas y cristales toxi-
cos, asi como las fracciones del sobrenadante donde se
incluyen las toxinas termoestables, resultaron la causa
principal en el efecto obtenido.

Se ha encontrado que la beta-exotoxina (o
thuringiensina) puede tener efectos nematostaticos o
nematicidas sobre M. incognita y Heterodera glycines
[Noel, 1990], y aunque el rol de la delta-endotoxina
no ha sido confirmado atn [Narva et al., 1991], en
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la mayoria de los estudios se considera que es la frac-
ciéon mds importante de la actividad nematicida [Leyns

et al., 1995].
CONCLUSIONES

* De las cepas de B. licheniformis, 1a RI75-1 resulté la
mejor, y su accién nematicida se relacion6 con la pre-
sencia de enzimas exocelulares.

* La cepa LBT-25 de B. thuringiensis tuvo un efecto ma-
yor en comparacion con la LBT-3, lo cual se atribuy6 a
la accién conjunta de las tres fracciones obtenidas.

* De acuerdo con los resultados, existe la posibilidad de
elaborar un biopreparado empleando las cepas LBT-25
de B. thuringiensis y RI75-1 de B. licheniformis para eva-
luar su efecto nematicida in vitro y en condiciones de
campo, debido a las posibilidades de control que ofre-
cen estas cepas.
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