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ABSTRACT

Se analiz6 por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) la
presencia de (-exotoxina en nueve cepas de Bacillus thuringiensis,
pertenecientes a la coleccién del Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal. La concentracién de B-exotoxina en el patrén fue
de 25 ug.mL™, y en el producto comercial empleado como control
positivo fue de 6 ug.mL-t. En las cepas evaluadas solo la LBT9 y
LBT47 mostraron la presencia de este metabolito a concentraciones
de 34 y 4,5 ug.mL respectivamente.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, p-exotoxina, cromatografia
liquida (HPLC), deteccién

The presence of S-exotoxin in nine Bacillus thuringiensis strains
belonging to Plant Health Research Institute collection was analyzed
by high performance liquid chromatography (HPLC). B-exotoxin
concentration in the standard was 25 ug.mL?, and in a commercial
product, used as positive control, was 6 ug.mL*. S-exotoxin was only
detected in LBT9 with 34 ug.mL* and LBT47 with 4.5 ug.mL*, among
the strains proved.

Key words: Bacillus thuringiensis, S-exotoxin, liquid chromatography
(HPLC), detection

INTRODUCCION

Algunas cepas de Bacillus thuringiensis producen ade-
maés de la d-endotoxinas o proteinas Cry una exotoxina
termoestable denominada B-exotoxina, la cual se se-
creta al medio de cultivo al inicio del proceso de
esporulacion. Esta molécula es un anélogo nucleotidico
de ADN con un peso molecular de 701 Day se le atri-
buye accion insecticida contra diferentes érdenes de
insectos como Lepiddpteros, Dipteros, Coledpteros,
Hemipteros, ademés de acaros, nematodos, proto-
zoarios y platelmintos [Hernandez et al., 2003].

Diversos métodos como la cromatografia de intercam-
bio ionico, electroforesis capilar, ELISA y la croma-
tografia liquida de alta resolucion (HPLC) se han des-
crito para la determinacion de la -exotoxina, como
alternativas al bioensayo tradicional con Musca domes-
tica, el cual resulta més trabajoso, prolongado en el
tiempo y presenta algunas limitaciones como estima-
ciones inexactas de la potencia de la toxina impuray

poca reproducibilidad. De todos estos métodos la RP-
HPLC se emplea mas frecuentemente para la detecciony
cuantificacion de este metabolito [Gohar y Perchat, 2001].

El presente trabajo tuvo como objetivo detectar y cuan-
tificar la presencia de la B-exotoxina en nueve cepas
cubanas de Bacillus thuringiensis.

MATERIALES Y METODOS

Como material bioldgico se emplearon nueve cepas de
B. thuringiensis pertenecientes a la coleccion del Insti-
tuto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, las cuales
se seleccionaron de acuerdo con su serotipo flagelar, y la
toxicidad exhibida en el sobrenadante del cultivo este-
rilizado a 121°C frente a un grupo de organismos plaga
(Tabla 1).

Elestandar de B-exotoxina I lo suministro el doctor Jorge
Ibarra (Laboratorio de Bioinsecticidas del Centro de
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Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Poli-
técnico Nacional de México), obtenido a partir de la
cepa HD2 Berliner Bacillus thuringiensis var.
thuringiensis. La concentracion final de la solucion de
-exotoxina I inyectada en el HPLC fue de 25 ug.mL.
Como control positivo se utilizé un producto comercial
ruso que contiene 3-exotoxina, producido a partir de
una cepa de B. thuringiensis var. thuringiensis, y como
control negativo se tom¢ la cepa HD1, estandar inter-
nacional de B. thuringiensis que no produce 3-exotoxina.

Tabla 1. Serotipos de las cepas
en estudio [Fernandez-Larrea, 1999]

Cepas Serotipo
LBT-4 kenyae (H4)
LBT-5 thuringiensis (H1)
LBT-7 kenyae (H4)
LBT-9 thuringiensis (H1)
LBT-12 thuringiensis (H1)
LBT-13 no determinado
LBT-16 thuringiensis (H1)
LBT-25 israelensis (H14)
LBT-47 no determinado

Las cepas se cultivaron en medio caldo triptona soya,
en zaranda orbital a 150 r.min-! a una temperatura de
crecimiento de 30°C durante 48 h hasta que se comple-
t6 el proceso de esporulacion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion el cultivo
se centrifugd 10 000 r.mint en centrifuga refrigerada
durante 20 min. El precipitado se descarto y el
sobrenadante se trat6 en autoclave a 121°C durante 15 min.
El pH de las muestras se ajustd a 3 con acido fosforico
85%. El sobrenadante se clarifico por centrifugacion
a 10 000 r.minty se guardd a—20°C hasta su uso.

El proceso de separacion se realiz6 segun Levinson et
al. (1990), paralo que se utilizé una columna LiChros-
pher RP-18 de fase reversa. La corrida se efecttio a 30°C
en 50 milimoles.L™* de KH,PO, (pH 3) a una velocidad
de flujo de 2 mL.min, con deteccion a 260 nm. El vo-
lumen de inyeccion fue de 100 L. Se empled un detec-
tor UV, inyector Rheodyne 7725i, bomba water 0,01A.
Para el analisis de los cromatogramas se utilizo el soft-
ware EZChrom version 6.8.

Con el objetivo de evaluar si la 3-exotoxina se elimina-
ba durante el procesamiento de la muestra, se adicio-
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naron 100 pL de B-exotoxina estdndar a la cepa LBT5
de B. thuringiensis una vez iniciado el crecimiento del
microorganismo y concluido su desarrollo. La croma-
tografia se desarrolld en las condiciones descritas ante-
riormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Segun los cromatogramas obtenidos en la deteccién de
B-exotoxina para las cepas en estudio, se observo el
pico correspondiente al patron de 3-exotoxina estandar
aunaconcentracion de 25 ug.mL=* (Fig. 1(A)). El pico
que se observa en la muestra patron aparecio a un tiem-
po de retencion de 11,33 min. El mismo pico aparecio
en la muestra correspondiente al producto comercial
ruso a base de B-exotoxina, cepa utilizada como testigo
positivo. Su concentracion fue de 6 pg.mL™ (Fig. 1(B)).
La exotoxina no se detectd en la cepa HD1 estandar
internacional de B. thuringiensis var. kurstaki (Fig. 2),
la cual no produce esa exotoxina [Galan et al., 1994;
Glare y Callaghan, 2000].

En el resto de las cepas en estudio, solo se observo el
pico correspondiente a la B-exotoxinaen las cepas LBT9
(Fig. 3(A)) y LBT47 (Fig. 3(B)). Los niveles de pro-
duccién del metabolito en estas cepas fueron de 34 y
4,5 ug.mL* respectivamente. En la cepa LBT7 tam-
bién se observa la presencia de un pico que pudiera co-
rresponder a la B-exotoxina, ya que presenta uno simi-
lar al del patron y un tiempo de retencién muy cercano.

Las cepas evaluadas presentan serotipos que estan infor-
mados en la literatura como productores de la -exo-
toxina [Galén et al., 1994; Glare y Callaghan, 2000];
sinembargo, estos resultados reafirman lo obtenido por
Levinsonetal. (1990) y Hernandez y Ferré (2001), los
cuales mostraron que la produccion de la exotoxina
termoestable es mas una propiedad especifica de la cepa
de B. thuringiensis que una propiedad serotipo especi-
fica. Se ha probado ademas que su presencia en una
cepa en particular no implica la produccion de la exo-
toxina por otras cepas pertenecientes al mismo se-
rovar.

Aunqgue los estudios que relacionan la produccion de la
[B-exotoxinay el tipo de serovar que presenta la cepa de
B. thuringiensis son muy escasos, y en la mayoria de
ellos se incluyen muy pocas cepas, algunos autores plan-
tean que la produccidon de B-exotoxina esta limitada a
ciertos serotipos flagelares presentes en las cepas de
B. thuringiensis [Hernandez y Ferré, 2001].
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Figura 1. Cromatogramas obtenidos para el patron de -exotoxina (25 ug.mL) (A) y para el producto comercial (6 pg.mL™)
(control positivo) (B). Columna LiChrospher RP-18, 5 mm (250 x 4,6 mm), flujo 2 mL.min=, A 260 nm, volumen de inyeccion
100 pL, fase movil KH,PO,, pH 3,0.
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Figura 2. Cromatograma obtenido por HPLC parala cepa HD1 (control negativo). Columna
LiChrospher RP-18, 5 mm (250 x 4,6 mm), flujo 2 mL.min, A 260nm, volumen de inyeccion
100 uL, fase movil KH,PO,, pH 3,0.
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Figura 3. Cromatogramas obtenidos por HPLC para las cepas LBT9 34 ug.mL™ (A) y LBT47 4,5 pg.mL™* (B).
Columna LiChrospher RP-18,5 mm (250 x 4,6 mm), flujo 2 mL.min*, A 260 nm, volumen de inyeccion 100 L, fase
movil KH,PO,, pH 3,0.
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La clasificacion de las cepas de B. thuringiensis en
serovares se desarrolld sobre la base de los antigenos
flagelares; sin embargo, las bases genéticas y bioquimicas
del sistema de antigenos flagelares atin son desconocidas.
Esto hace especialmente dificil encontrar una relacion di-
recta entre los genes determinantes del serovar y otros
genes en B. thuringiensis, como los que determinan la sin-
tesis de 3-exotoxina [Hern&ndez etal., 2003]. En este es-
tudio no fue posible establecer esta relacion debido a que
se emplearon muy pocas cepas, Yy las dos que resultaron
positivas pertenecen a serotipos diferentes.

En estudios previos realizados en el Instituto de Inves-
tigaciones de Sanidad Vegetal se demostré que el
sobrenadante de cultivos obtenidos a partir de las ce-
pas estudiadas en este trabajo, y esterilizado a 121°C,
presentaron actividad toxica contra un grupo de orga-
nismos plaga como &caros y nematodos [Marquez et al.,
1999; 2003]; sin embargo, resulta interesante destacar
que no pudo observarse en cada una de ellas el pico
correspondiente a la B-exotoxina. Estos resultados pu-
dieran tener explicacion con lo afirmado por Levinson
etal. (1990) en cuanto a que los patrones de aparicion
de la exotoxina termoestable sugieren que puede estar
involucrado solo un anico gen. La produccién de
exotoxina puede ser resultado de una sola reaccion
enzimatica, a partir de moléculas precursoras presen-
tes tanto en las cepas Exo* como Exo~. Es probable
que estos precursores estén involucrados en el control
de la transcripcion de los genes de la esporulacion y no

o e o TN s T . vt

como sugirieron Johnson y Peterson (1983) en la pro-
duccion de la exotoxina, lo que implicaria que la 3-exo-
toxina no se produzca por todas las cepas de B. thu-
ringiensis.

Otraexplicacion a la no deteccion del metabolito en las
restantes cepas pudo deberse también a niveles de con-
centracion bajos en el medio de fermentacién, a lo cual
se suma la presencia de moléculas contaminantesen la
solucidn que hace dificil su determinacion. Oehler et al.
(1982) emplearon una columna C_, y como fase movil
H,0y éacido trifluoracético; sin embargo, el método no
dio resultado debido a que los contaminantes del
sobrenadante del cultivo de B. thuringiensis coeluian
con la toxina, lo cual se considera que también pudo
ocurrir en los resultados presentes. Debido aestoy a
su pequefia masa molecular, la utilizacion de un méto-
do altamente eficiente en el proceso de obtencion de la
exotoxina constituye un proceso clave para el recobra-
doy purificacion de la -exotoxina.

La adicion de B-exotoxina estdndar durante el proceso
de crecimiento de la cepa LBT 5 dio como resultado la
presencia del pico correspondiente a la 3-exotoxina a con-
centraciones de 0,42 ug.mL*y 35,8 ug.mL™ (Figs. 4(A)
y (B)). Esto indica que la B-exotoxina no se pierde du-
rante el proceso de obtencion previo a la cromatografia.
Laadicion de B-exotoxina estandar a un grupo de cepas
en estudio también la utilizaron Gohar y Perchat (2001)
para corroborar la presencia de la toxina. A este proce-
dimiento se le denomind método del testigo externo.

Tr= 11,3 min

Y

I »ﬂ,qﬁﬁ ) l B

Figura 4. Cromatogramas de la cepa LBTS5 contaminada con -exotoxina estdndar al inicio del cultivo (A) y una vez concluido el
procesamiento de la muestra (B). Columna LiChrospher RP-18, 5 mm (250 x 4,6 mm), flujo 2 mL.min=, A 260 nm, volumen de

inyeccion 100 pL, fase movil KH,PO,, pH 3,0.
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Otraexplicacion a laausencia del pico tipico de la B-exo-
toxinaenlascepasLBT4,LBT5,LBT7,LBT12,LBT13,
LBT16 y LBT25 es la presencia de una segunda
exotoxina denominadatipo 11, lacual se produce a concen-
traciones mucho mas bajas que la B-exotoxina tipo I. Este
resultado fue corroborado por Levinson et al. (1990) al
identificar la B-exotoxina tipo | en un grupo de cepas de
B. thuringiensis; sin embargo, no se pudo detectar en
una cepade B. thuringiensis var. morrisoni, que exhibio
actividad toxica en el sobrenadante esterilizado a 121°C
contra Musca domestica, Diabotrica undecimpuntactay
Leptinotarsa decemlinneata. El andlisis realizado por es-
tos autores dio como resultado la identificacion de este
nuevo tipo de exotoxina. Esta molécula es menos
hidrofobica y se sugiere que sea un analogo de uracilo de
laexotoxinatipo I [Levinsonetal., 1990].

Laexistencia de esta toxina aclaré resultados confusos y
contradictorios reportados en la literatura. Igualmente
Gohary Perchat (2001) lograron identificar la exotoxina
tipo Il al emplear RP-HPLC, pero con la utilizacion pre-
via de precipitacion con solventes orgéanicos y una
cromatografia de intercambio anionico. Estos autores con-
firman que resulta de vital importancia la preparacion
previa de lamuestra para la deteccion y cuantificacion de
este metabolito, e indican que una alternativa promisoria
seria la utilizacion de deteccion fluorescente en lugar de
absorcion UV, lo que incrementariaampliamente la sensi-
bilidad y la selectividad de la determinacion.

CONCLUSIONES

* Se detectd la presencia de 3-exotoxina en las cepas
LBT9y LBT47 aconcentraciones de 34 ug.mL*y

4,5 ug.mL" respectivamente.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se diagnosticaron campos agricolas en fase de presiembra para
conocer los principales géneros de nematodos en suelos previamen-
te sembrados de pifia (Ananas comosus Lin. Merr.), papaya (Carica
papaya Lin.), guayaba (Psidium guajava Lin.), aguacate (Persea ame-
ricana Lin.), mango (Manguifera indica Lin.) y uva (Vitis vinifera Lin.)
de las provincias de Ciudad de La Habana, La Habana, Ciego de
Avila, Matanzas y el municipio especial de Isla de la Juventud. Para
la extraccion de los nematodos moviles se utiliz6 el método de
Baermann, mientras el indice de infestacion del suelo con el nematodo
de las agallas se valoré mediante la prueba de la planta indicadora
con la contribucién de los agricultores. En todas las muestras de
suelo y raices se observaron nematodos parasitos de plantas con
diversos niveles de densidad de poblacion. Los géneros detectados
con mayor frecuencia fueron Meloidogyne Goeldi (100%), Rotylen-
chulus Linford & Oliveira (72%), Helicotylenchus Steiner (33%) y
Pratylenchus Filipjev (22%). Las mayores densidades de poblacion
se correspondieron con los suelos que anteriormente habian sido
cultivados con guayaba.

Palabras claves: Meloidogyne, Rotylenchulus, Helicotylenchus,
Pratylenchus, guayaba, pifia

Pre sowing agricultural fields which were planted with fruits as
pineapple (Ananas comosus Lin. Merr.), papaya (Carica papaya Lin.),
guava (Psidium guajava Lin.), avocado (Persea americana Lin.), man-
go (Manguifera indica Lin.) and grape fruit (Vitis vinifera Lin.) from four
provinces of Cuba and especial county Isla de la Juventud, were
nematolgically essayed in vitro, to know current status of nematodes
main genera. Motile nematodes extraction was achieved by using
Baermann method, while root-knot nematodes soil infestation was
valorised with indicator plant test and farmers contribution. Different
population densities of plant-parasites nematodes were detected in
all soil and roots samples. Most frequently nematodes were
Meloidogyne Goeldi (100%), Rotylenchulus Linford & Oliveira (72%),
Helicotylenchus Steiner (33%) y Pratylenchus Filipjev (22%). Soils
before cultivated with guava showed the highest nematode population.

Key words: Meloidogyne, Pratylenchus, Rotylenchulus, Helico-
tylenchus, guava, pineapple

INTRODUCCION

En la agricultura cubana actual se incrementa el fo-
mento y la diversificacion de frutales, pero para lograr
cosechas productivas y consistentes es necesario enfren-
tarse a las plagas desde el vivero o ya en la plantacion.
Entre ellas se encuentran los nematodos parasitos que
pueden ocasionar pérdidas de rendimiento entre 10 y
30% en los cultivos susceptibles [Fernandez, 1991,
INIFAR, 2002].

El fruticultor debe valerse del diagnostico nematologico
para conocer el tipo y la cantidad de nematodos en el
suelo antes de sembrar o plantar, a fin de adoptar me-
didas preemergentes cuando se detectan poblaciones por

encima de los niveles que causan dafio econémico. Por
esa razon el analisis de laboratorio y campo proporcio-
na la ventaja de realizar tratamientos al suelo con un
ahorro en el costo de la estrategia de manejo [Stirling y
Kopittke, 2000]. Ademas de lo sefialado, se deben te-
ner en cuenta otros aspectos como la topografia y el
drenaje del campo, la eficacia del sistema de riegoy la
capacitacion de los agricultores.

El presente trabajo muestra la situacion nematologica
de diversos campos de produccion de frutales, lo que
permite facilitar la aplicacion del manejo preventivo de
nematodos en los campos evaluados.
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MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un diagndstico de nematodos en presiembra
en suelos que previamente estuvieron sembrados con
guayabo, en fincas de los municipios de Alquizar y
Bejucal en la provincia de La Habana; con mango y
aguacate en el municipio de La Lisa, de Ciudad de La
Habana; con pifia en Ciego de Avila, en la propia pro-
vincia; con papayo en Jaguey Grande, en Matanzas, y
con uva en el municipio especial de Isla de la Juventud.

Para la evaluacion se establecieron parcelasentre 0,5y
1,0 ha/campo, y en sus diagonales se tomaron porcio-
nes de suelo de un perfil entre 6 y 30 cm de profundi-
dad, con una piocha o pico, y siempre se desechd el sue-
lo de los primeros 5 cm; el nimero de muestras para
cada parcela se determing a partir del producto del va-
lor del area por 50, con aproximacion por exceso, de
acuerdo con la metodologia establecida por Fernandez
(1991). En los puntos donde existia vegetacion se ex-
trajeron entre 100 y 300 g de raices que auin no estuvie-
ran muertas, marchitas o con ataques de otros pato-
genos, conjuntamente con el suelo.

Las muestras se depositaron en una o varias bolsas de
polietileno negro identificadas por area, campo, locali-
dad, provincia, cultivo, variedad, fecha de siembra o
cosecha, cultivo y variedad anterior, fecha del muestreo
y técnico colector.

La extraccion de los estadios moviles de nematodos
se realizo de acuerdo con el método de Baermann.
Se procesaron 18 muestras de 50 g cada una, y los
nematodos se recuperaron en viales de 15 mL, y
para la identificacion de los géneros se realizaron
observaciones al microscopio estereoscopio de acuer-
do con las claves taxondmicas [Siddigi, 2000]. In-
mediatamente después se realizé el conteo con un
contador manual y se calculo el promedio de ejem-
plares por muestra.

En las muestras de suelo colocadas en bolsas o mace-
tas se sembraron tres semillas pregerminadas de ca-
labaza (Cucurbita moschata Lin.) o pepino (Cucumis
sativus Lin.), a razon de tres bolsas o macetas por
muestra de suelo o materia organica, y se colocaron
sobre una superficie separada del suelo, a fin de evi-
tar la contaminacion por contacto con el suelo. Las
plantas se regaron e inspeccionaron periodicamente
durante 35 dias de cultivo (en el verano) o 45 (en el
invierno); luego se extrajeron con sumo cuidado para
evitar que se partieran las raices. La presencia de
nematodos se determind mediante inspeccion visual
de acuerdo con una escala de seis grados [Zeck, 1971,
Puntener, 1981]. A cada planta indicadora se le asig-
né un grado entre 0y 5 (Tabla 1), y se calcul6 el pro-
medio del grado de agallamiento o indice de agallas
del total de plantas evaluadas.

Tabla 1. Descripcion de las raices de acuerdo con el grado de infestacion

con Meloidogyne spp.

Grado | Descripcion

0 Raices sin agallas

1 Pequenfias agallas dificiles de descubrir o distribuidas por todas las raices

2 Desde numerosas agallas pequefas distribuidas en las raices (algunas pueden
estar encadenadas entre si) hasta numerosas agallas de mayor tamafo

3 Agallas presentes en 25-50% de las raices contaminadas

4 Desde 75% de las raices con agallas semejantes a tumoraciones, hasta la raiz
casi totalmente contaminada (aun la planta conserva su aspecto verde)

5 Desde la raiz casi totalmente contaminada y reducida (la planta muestra
sintomas del dafio) hasta el deterioro total por la muerte

Se calculd la frecuencia de aparicion de los nematodos
por la division de la cantidad de muestras por género
detectado entre el total de muestras evaluadas expre-
sado en porciento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En todas las areas diagnosticadas se detectaron
nematodos parasitos de plantas con diversos niveles de
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densidad de poblacién, que en la mayoria fueron bajos
0 moderados, aunque en las muestras correspondien-
tes a los campos de Bejucal y Alquizar de la provincia

de La Habana previamente sembrados de guayaba los
niveles alcanzaron valores elevados o muy elevados (Ta-
bla2).
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Figura 1. Frecuencia de aparicion de los diferentes géneros de nematodos en cultivos fruticolas.

El andlisis de laboratorio revel6 que en los campos de
frutales en fase de presiembra los géneros mas frecuen-
tes fueron Meloidogyne y Rotylenchulus. Ambos estu-
vieron presentes en todos los cultivos en algunas de sus
estadios infectivos (Fig. 1), lo que permite asumir la
existencia de una estrecha asociacion entre estos orga-
nismos y los cultivos fruticolas. Estos resultados son
similares a los obtenidos en Venezuela por Petit (1990)
en los estudios de biodiversidad nematoldgica. Los com-
plejos formados por estos géneros pudieran represen-
tar un peligro potencial, fundamentalmente para fru-
tales como el guayabo y la pifia, debido a los dafios que
pueden causar en su sistema radical, que limitan sensi-
blemente la absorcion de los nutrientes y por consi-
guiente el desarrolloy la productividad.

Helicotylenchus y Pratylenchus no estuvieron presen-
tes en las &reas agricolas que anteriormente se cultiva-
ron con aguacatero y uva; Helicotylenchus tampoco se
presentd en campos de papayo, y Patylenchus no se
detectd en campos de mango (Tabla 2).

En general las mayores poblaciones de nematodos se
apreciaron en los campos de guayabo, con predo-
minancia de Meloidogyne sobre Pratylenchus, lo cual
coincide con Fernandez (1991), quien asevero que este
cultivo es un buen hospedero de ambas especies, y que
las pérdidas econdmicas que ocasionan estos nematodos
pueden alcanzar 20 t/ha en plantaciones jovenes, segiin
Suarezetal. (1998) con valores maximos entre 48 y 57%
en plantaciones establecidas. Los dafios incluso pue-
den ser ain mayores en la fase de produccion, cuando

se emplean posturas contaminadas, pues la alimenta-
ciony reproduccion del nematodo tiene lugar desde el
mismo inicio del crecimiento del cultivo en la fase de
vivero. En este trabajo se observo una tendencia des-
cendente del indice de agallamiento de Meloidogyne
desde la maxima densidad de poblacion hasta 240 J,/
250 g de suelo, a partir de la cual no se presentd una
infestacion visible en raices (Tabla 2).

En las muestras de los suelos dedicados a la pifia se
observaron poblaciones de Rotylenchulus y Meloidogyne.
Estos géneros de nematodos usualmente estan asocia-
dos al cultivo con una incidencia negativa en el desa-
rrollo de la plantay el rendimiento agricola, por lo que
es muy Util realizar el diagnéstico nematolégico antes
de la siembra [Gandoy y Ortega, 1980; MINAGRI,
1989; Araya, 2006].

CONCLUSIONES

* Meloidogyne y Rotylenchulus con 100y 72% respecti-
vamente fueron los géneros de nematodos mas fre-
cuentes en las muestras de suelos de frutales en fase
de presiembra.

 Lossuelos procedentes del guayabo se distinguieron
notablemente por las elevadas densidades de pobla-
cion de Meloidogyne en comparacion con los de pifia,
uva, papayo, mango y aguacatero.

* Helicotylenchus y Pratylenchus no estuvieron pre-
sentes en las areas agricolas anteriormente cultiva-
das con aguacatero y uva, mientras el primero tam-
poco estuvo en papayo Yy el segundo en mango.
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Tabla 2. Fauna de nematodos parasitos de los cultivos frutales detectados. Individuos

por 250 g de suelo
Municipio/ |Unidad agricola] Cultivo Variedad | Meloidogyne sp. | Rotylenchu- | Helicoty- | Pratylen-
provincia precedente lus sp. lenchus sp. | chus sp.
J | M| G| M
Alquizar/ Estacion Guayabo | Enana EEA | 2756 4 25
La Habana Experimental 18-40
de Fruticultura 1305 2
620 1
305 0,3] 100
Bejucal/ Finca Guayabo | Enana EEA | 240 0,3 50
La Habana La Milagrosa 18-40 130 0] 15 5 15
110 0] 10
100 0| 40 35
La Lisa/ Finca Mango Super 70 0| 10 5
Ciudad de La de Hayden
Habana autoconsumo Hyden 30 0] 35 | 10 5
Aguacatero | Catalina- 10 0 5
Govin
Ciego de Avila/ Empresa Pifia Espafiola rojal 160 | 10 | 0 | 110 20
Ciego de Avila | de la Pifia 5({0] 5
Cayenalisa | 53 | 5 | 0 | 85 10 5
Jagley Grande/ Estacion Papayo Solosunrise | 100 | 10 5
Matanzas Experimental Maradol 60 | 5|0 5 5
de Fruticultura
Isla dela Finca organica Uva Aramoén 140 0
Juventud 90 0
30 0 | 200 |

Ja: Larva infectiva del segundo estadio.
G: Grado de infestacion con agallas.

REFERENCIAS

Araya, M.; Comunicacion personal, 2006.

Fernandez, E. «Los nematodos del género Meloidogyne Goeldi en el
cultivo de la guayaba (Psidium guajava L.) y su control». Tesis de
Doctorado en Ciencias Agricolas, Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal, La Habana, 1991.

Gandoy, P.; J. Ortega: «Nematodos parasitos del cultivo de la pifia en
Cuba y posibilidades de su control», Ciencias de la Agricultura
7:19-28, 1980.

INIFAP: «Control de nematodos fitoparasitos en pifia. Ficha tecnolégica
por sistema tecnoldgico», estado de Veracruz, México, 2002.

http://www.inifap.gob.mx/contenido/innovaciones/innovaciones.
html#sanidad.

MINAGRI: Instructivo técnico para el cultivo de la pifia, Departamento
Independiente de Frutales. Area No Cafiera, Centro de Informacion y
Documentacién Agropecuaria, La Habana, 1989.

264/fitosanidad

M: Espécimen adulto macho.
Js: Hembra adulta joven infectiva.

Petit, P.: «Reconocimiento de nematodos fitoparasitos asociados a fru-
tales de importancia econémica en Venezuela», Fitopatol. Venez.
3(1):2-5, 1990.

Pintener, W.: Manual para ensayos de campo de proteccion vegetal,
2.2ed. revisada y ampliada, Documenta CIBA-GEIGY, Basilea, Suiza,
1981.

Siddigi, M. R.: Tylenchida. Parasites of Plants and Insects, 2th Ed.,
CABI Publishing, Wallingford, Inglaterra, 2000.

Stirling, G. R.; R. Kopittke: «Sampling Procedures and Damage
Thresholds for Root-Knot Nematode (Meloidogyne javanica) on
Pineapple», Aust. J. Exp. Agric. 40(7):1003-1010, 2000.

Suarez, H. Z,; L. C. Rosales; M. S. Gonzélez: «Nematodos asociados a
los frutales de importancia y su control. I: frutales perennes», Fonaiap
Divulga. 59:13-18, 1998.

Zeck, W. M.: «El esquema de valoracién del ataque de cecidios
radicicolas», Pflanzenchutz Nacrichten Bayer 24(1):147-150, 1971.



FITOSANIDAD vol. 10, no. 4, diciembre 2006

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
MORFOMETRICA DE AISLADOS NATIVOS DE HONGOS
MITOSPORICOS CON POTENCIALIDAD PARA EL CONTROL
DE ESPECIES DE INSECTOS PLAGA

Orestes El6segui Claro, Jesus Jiménez Ramos y Aidanet Carr Pérez

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/ 5.2By 5.2 F, Playa, Ciudad de

La Habana, CP 11600

RESUMEN

ABSTRACT

Se realiz6 una prospecciéon de hongos entomopatégenos a partir de
especies de insectos plaga sospechosos de micosis en cultivos de
gran importancia econémica y de muestras de suelo. De un total de
53 muestras se obtuvieron 17 (tiles que correspondieron a 15 aisla-
dos de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., una de Paecilomyces lilacinus
Samson y una de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin. El predo-
minio de aislados de Beauveria fue consecuencia en parte del amplio
rango de hospedantes de esta especie flingica y a la cantidad de
muestras procesadas que pertenecieron a Hypothenemus hampei
(broca del café), donde este microorganismo es un patégeno muy
habitual. Solamente se obtuvo un aislado de hongo de las 15 mues-
tras de suelo procesadas mediante el trampeo con insectos patro-
nes. Todos los aislados se incorporaron a la Coleccion de Cepas de
Hongos Entomopatégenos del Instituto de Investigaciones de Sani-
dad Vegetal (INISAV), donde se registraron sus caracteristicas
macroculturales, microculturales, origen y especie a que pertene-
cen, con el objetivo de conservarlos para futuros estudios como
agentes potenciales de biocontrol de insectos plaga.

Palabras claves: hongos entomopatdégenos, hongos mitospoéricos, con-
trol biolégico, plagas

A screening for entomopathogenic fungi from both mycosis suspect
insect cadavers in crops of economical importance and soil samples
was carried out. Of a total out of 53 samples collected 17 resulted
successful which belonged to 15 isolates of Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill., one of Paecilomyces lilacinus Samson and one of Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin. The predominance of Beauveria isolates
was a consequence in part of the large amount of samples taken from
Hypothenemus hampei (coffee berry borer) where this microorganism
has been found as a very common pathogen as well as the broad host
range this fungal species exhibits in nature. Only one fungal isolate
of fifteen different soil samples tested by insect bait method was
obtained. All the isolates recovered were stored in the Plant Health
Research Institute (INISAV) Culture Collection being previously
recorded in a datasheet with the micro and macro cultural
characteristics, origin and species name, for further research for a
potential use as biological control agents of insect pests.

Key words: entomopathogenic fungi, mitosporic fungi, biological con-
trol, pests

INTRODUCCION

Los hongos mitospéricos estan catalogados como un
grupo mundialmente reconocido de agentes microbianos
a usarse tanto en los programas de control bioldgico de
plagas como en los de manejo integrado de plagas (MIP).
Esto es debido a su forma de actuar, que es por contac-
to directo con la cuticula del hospedero y por la dispo-
nibilidad de tecnologias para producirlos masivamen-
te. Algunos géneros ademas se pueden formular en
aceitesy asi aplicarse con técnicas de volumen ultrabajo
[Batemanetal., 1993; Bateman et al., 1996].

Esta demostrado que para llegar a obtener un produc-
to altamente efectivo para controlar una especie plaga
se debe partir de un amplio rango de aislados, seleccio-

nados en principio en cuanto a su virulencia. Los aisla-
dos que causan epizootias espectaculares, como es el
caso de algunos de los géneros fungicos imperfectos
entomopatogénicos, son candidatos promisorios para
usarse en el control de plagas, siempre y cuando logren
clasificar sobre la base de otras caracteristicas esencia-
les como son un nivel de especificidad de hospedante
estrecho, buena tolerancia a factores ambientales ad-
versos, facilidad de produccion, comportamiento en al-
macenaje adecuado y alta seguridad en mamiferos
[Batemanetal., 1996].

Clasicamente hay tres vias de enriquecer el nimero de
aislados fungicos para utilizarse como candidatos en el
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control biolégico de plagas. La primera es mediante el
aislamiento del hongo a partir de artropodos y
nematodos micosados, la segunda a través de muestras
de suelo y por altimo directamente de las colecciones
de cultivo [Rhodes y Smith, 1992].

Una vez aislado el agente es necesaria una correcta iden-
tificacion. La identificacion tradicional por medio de
las caracteristicas morfologicas mantiene un peso rele-
vante, aunque se han introducido conceptos nuevos que
conllevan a algun tipo de marcador molecular que per-
mita, entre otras cosas, identificar al agente incluso
después de su liberacion [Bridge y Arora, 1998 citados
por Bielikovaetal., 2002].

En Cuba, dentro de los hongos entomopatdgenos estan
autorizados a producirse masivamente solamente dos
cepas de Beauveria bassiana de las que una no es nati-
va, y la otra es de Metarhizium anisopliae. Parael caso
de Lecanicillium lecanii (syn. \erticillium lecanii) se
cuenta con dos cepas en la produccion, ambas foraneas.
Por estas razones surge la necesidad de contar con ma-
yor cantidad de aislados e introducir nuevos en la pro-
duccion, que tengan ventajas como controladores de
determinadas plagas agricolas con respecto a las que
ya se producen masivamente en el pais.

Los objetivos del trabajo fueron realizar aislamientos
de hongos patdgenos a artrépodos (insectos), con énfa-
sis en especies plaga de relevancia economica, identifi-
carlos taxondémicamente e incorporarlos a la Coleccion
de Hongos Entomopatdgenos y Antagonistas del Ins-
tituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV)
para estudios posteriores.

MATERIALES Y METODOS

En los Laboratorios Provinciales de Sanidad Vegetal
(LAPROSAV) y en el INISAV se recibieron muestras
gue consistieron en individuos muertos pertenecientes a
la clase Insecta, sospechosos de micosis, seguin sintomas
de momificacion y/o mecanizacion, o con esporulacion de
naturaleza fangica en la superficie cuticular; también se
recibieron muestras de suelo. Ambas muestras proce-
dian de zonas donde se habian observado epizootiasy no
aplicado productos a base de hongos entomopat6genos,
de acuerdo con registros histdricos de campo.

Para el aislamiento del hongo, que ya estaba esporulado
sobre los individuos colectados, se realizaron siembras
en placas Petri de 9 cm de diametro, por agotamiento
en agar sabouraud dextrosa o agar papa dextrosa
(PDA) 0 agar extracto de malta (MEA), en presencia de
antibidticos, segun el método descrito por Rhodes y
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Smith (1992). Para los individuos sospechosos de mico-
sis se realizaron lavados con agua estéril y desinfecciones
con NaHCIO a 0,5% durante 1 min. Seguidamente se
realizaron dos lavados por agua estéril y se colocaron en
camaras humedas incubadas a 28°C por 7-9 dias. A par-
tir del segundo dia se observaron, y en los individuos
donde se detectd emersion de micelio se realizaron trans-
ferencias bajo condiciones asépticas, con siembras por
agotamiento de acuerdo con el método ya mencionado.

Para el aislamiento de hongos entomopatogenos con
Galleria mellonella se siguio6 el método de trampeo des-
crito por Zimmermann en 1986 [citado por Sun, 2002]
con algunas modificaciones para este trabajo. Las mues-
tras de suelo se obtuvieron a partir de la seleccion de
una hectarea que fuese representativa de un agroeco-
sistema con registros de infecciones por hongos
entomopatdgenos en insectos plaga. Se tomaron cinco
puntos al azar y de cada punto se colectaron 10
submuestras de 10 cm? de suelo cada una. El material
se colocd en bolsas oscuras y se homogenizaron en una
muestra tnicaen el laboratorio. Se vertieron 6-10 g de
suelo por placa Petri de 12 cm de didmetro y en cada
una se coloco un individuo de Galleria mellonella o
Corcyra cephalonica de primeros estadios larvales, como
insectos cebo o trampeadores. Las placas se observa-
ron a partir del segundo dia hasta el noveno, con movi-
miento diario. Si en este intervalo ocurria la muerte se
procedia a la desinfeccion superficial, incubacion y ais-
lamiento del supuesto hongo de forma similar a lo ex-
plicado en el parrafo anterior para los individuos sos-
pechosos de micosis.

Las colonias obtenidas en placa se observaron al mi-
croscopio estereoscopico y se realizaron preparaciones
al microscopio éptico que se compararon con las des-
cripciones de géneros hifomicetos de Carmichael et al.
(1980) y Barnett y Hunter (1998). En caso de pertene-
cer el individuo a un género patogénico de interés, se
realizaba un subcultivo en medio agarizado y se regis-
traba como un nuevo aislado de la coleccion; en caso
contrario las muestras procesadas se destruian. La iden-
tificacion del patdgeno a nivel de especie se realiz6 con
ayuda de las descripciones de especies de hongos
entomopatogenos del CMI, de acuerdo con las caracte-
risticas macroy microculturales [CMI, 1979].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aislados de hongos entomopatdgenos obtenidos co-
rrespondieron a los géneros Beauveria, Paecilomyces y
Metarhizium, a los que se les estudiaron sus caracteris-
ticas macro y microculturales mas notables (Tabla 1).
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Tabla 1. Aislados de hongos entomopatogenos obtenidos. Principales caracteristicas macro y microculturales

Aislado . e

. . e Caracteristicas Caracteristicas
(nGmero de Origen Identificacion .
. . macroculturales microculturales

registro de origen)

Bb-102 Metamasius Beauveria |En PDA colonias al inicio Células conidiégenas muy tipi-
hemipterus bassiana blancas afieltradas que con el [cas de la especie, con bases glo-
ceriseus tiempo se tornan crema bosas. 2,0-3,0 (2,3 um) x 2,0-2,5
(coledptero), polvorientas. Reverso amarillo [(2,1 um). Conidios hialinos,
Matanzas ligero globosos a subglobosos1,0-2,5

(1,9 um) x 1,0-2,0 (1,7 pm)

Bb-103 Metamasius Beauveria |En PDA colonias algodonosas |Muy abundantes conidioforos
hemipterus bassiana y blancas al inicio que se con grupos densos de células
(coledptero), tornan cremay polvorientas  [fialidicas. Células conididégenas
Santiago con el tiempo. Reverso amarillo|globosas unas y otras en forma
de Cuba ligero de botella con formas interme-

dias, 1,5-3,0 (2,7 um) x 2,0-3,0
(22 pm). Conidios hialinos, a
VECes con un apice muy
definido, globosos a elipsoidales
1,5-3,0 (2,3 um) x 1,5-3,0

(21 ym)

Bb-105 Hypothenemus |Beauveria [Colonias en PDA que al inicio |Células conidiégenas muy tipi-
hampei bassiana son blancas y algodonosas y se |cas de la especie, con bases glo-
(coledptero), tornan beis claro y ligeramente |bosas. 2,0-3,0 (2,3 um) x 2,0-2,5
cafetal, zona polvorientas, segun esporulan [(2,2 um). Conidios muy homo-
montafniosa, con el tiempo. Reverso amarillo|géneos, hialinos, globosos,
Granma ligero algunos subglobosos,

2,0-2,0 ym

Bb-106 Hypothenemus [Beauveria |Colonias en PDA que al inicio |Células conidiégenas globosas unas
hampei bassiana son blancas y algodonosas y se |y otras en forma de botella con
(coledptero), tornan crema claro y formas intermedias, 2,0-3,5
café, zona ligeramente polvorientas segun [(2,3 um) x 1,0-2,5 (1,9 um).
montafnosa, esporulan con el tiempo. Conidios hialinos, globosos a
Granma Algunos coremios. Reverso subglobososl,5-2,0

amarillo ligero (1,9 pm)x1,0-2,0 (1,7um)

Bb-107 Hypothenemus [Beauveria |Colonias en PDA que al inicio |Células conidiégenas globosas
hampei bassiana son blancas y algodonosas y se |unasy otras en forma de botella
(coledptero), tornan beis claro y ligeramente |con formas intermedias, 2,0-3,5
café, zona polvorientas segun esporulan  [(2,3 um) x 1,0-2,5 (1,9 um).
montafnosa, con el tiempo. Algunos Conidios hialinos, globosos a
Granma coremios Reverso amarillo subglobosos1,5-2,0 (1,9 um) x

ligero 1,0-2,0 (1,7um)

Bb-SP Spodoptera Beauveria |En PDA colonias algodonosas |Células conidiégenas muy
frugiperda bassiana y blancas al inicio que se tipicas de la especie, con bases
(lepiddptero), tornan beis y ligeramente globosas, 2,0-3,0
maiz, polvorientas con el tiempo. (2,4 um) x 2,0-2,5 (2,3 pm).
Camaguey Reverso miel Conidios muy homogéneos, hia-

linos, globosos, algunos ligera-
mente subglobosos, 2,0-2,0 pm

fitosanidad/267







