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ARTICULO DE REVISION

Applications of entomopathogenic
bacteria Bacillus thuringiensis to control
phytopathogens

ABSTRACT

The overuse of chemical pesticides causes

esistance in phytopathogens and negative influences
on the environment and human health; therefore,

the implementation of control strategies of beneficial
microorganisms such as Trichoderma spp., Bacillus
spp., Pseudomonas spp., and other promising agents is
compelling. Bacillus thuringiensis is the most widely
used biological insecticide in the world; it controls
various insects and pests that affect agriculture and
forestry and transmit pathogens to humans and
animals. In Cuba, products based on B. thuringiensis
were obtained and have been used since the 1970s, and
they represent over 40% of all biological

controls. Currently, the Plant Health Research Institute
(INISAV) has various strains of this species that
affect insects and pest organisms in different ways.
This means they have a collection that covers a wide
spectrum of the many diseases affecting various
agricultural crops at their disposal. However, in

spite of the recognized specificity, virulence, safety,
and potency of these strains against pathogens, their
antifungal potential is unknown, although it is known
that this bacterium produces a variety of metabolites
that inhibit fungal pathogens. In this review, we
explore applications B. thuringiensis to control plant
pathogenic organisms; from this, we derive the
importance of exploring this potential in strains that
make up the INISAV collection of B. thuringiensis

as an alternative method to control plant

pathogens in Cuba.

Keywords: phytopathogens fungus, phytopathogens
bacteria, chitinases, biological control.

Fecha de recepcién: 26/09/2011
Fecha de aceptacion: 23/11/2011

! Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal - INISAV. La Habana (Cuba).
bcarreras@inisav.cu

© 2011 Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria

Aplicaciones de la bacteria
entomopatdgena Bacillus
thuringiensis en el control de
fitopatdgenos

Bertha Carreras S.

RESUMEN

El uso excesivo de plaguicidas quimicos provoca resis-
tencia en los fitopatdgenos, influencia negativa sobre el
ambiente y la salud humana, por lo que se impone la
implantacidon de estrategias de control de microorga-
nismos benéficos, como Trichoderma spp., Bacillus spp.,
Pseudomonas spp. y otros agentes promisorios. Bacillus
thuringiensis es el insecticida biolégico mas utilizado en
el mundo para controlar diversos insectos y organismos
plaga que afectan la agricultura, la actividad forestal y
que transmiten patégenos a humanos y animales. En
Cuba, los productos a base de B. thuringiensis se obtienen
y se utilizan desde la década de los setenta del pasado
siglo, y representan mas del 40% de todos los controles
bioldgicos. Actualmente, en el Instituto de Investigacio-
nes de Sanidad Vegetal (INISAV) se cuenta con cepas de
esta especie con efectos contra diferentes insectos y orga-
nismos plaga, lo cual permite disponer de una coleccion
que cubre un espectro de numerosas plagas que afectan
varios cultivos agricolas; sin embargo, a pesar de la espe-
cificidad, virulencia, seguridad y potencia de estas cepas
contra organismos patogenos, su potencial antifingico
es desconocido, aunque se sabe que esta bacteria produ-
ce una gran diversidad de metabolitos que resultan in-
hibitorios de hongos fitopatégenos. En esta revision se
citan las aplicaciones de B. thuringiensis en el control de
organismos fitopatdgenos y de la misma se deriva la im-
portancia de explorar estas potencialidades en las cepas
que conforman la coleccién de B. thuringiensis del INI-
SAV como una alternativa mas al control de fitopatdge-
nos en Cuba.

Palabras clave: hongos fitopatogenos, bacterias fitopatdgenas,
quitinasas, control bioldgico.

INTRODUCCION

El uso de biopreparados a partir de microorganismos
para el control biolégico de plagas y enfermedades, y para
la fertilizacién de cultivos de interés comercial, se presenta
como uno de los métodos mas prometedores para reducir
los efectos nocivos del uso indiscriminado de plaguicidas
en la agricultura.
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La ventaja de esta opcion de control es que representan una
alternativa ecoldgica, respetuosa con el medio ambiente,
no contaminante, y que reduce notablemente los riesgos
de resistencia de los patégenos. Ademas, al ser selectivos
en su modo de accidn, es poco probable que dafien a otros
organismos beneficiosos y en muchos casos favorecen al
ecosistema y estimulan el crecimiento vegetal (Tejeda et
al., 2006), a la vez que los efectos sobre la salud humana
son minimos o nulos.

Todas las plagas y enfermedades son afectadas en
alguna medida por organismos antagonistas. Entre los
grupos mas importantes de los organismos causantes de
enfermedades de las plantas se encuentran especies de los
géneros Botrytis, Pythium, Rhizoctonia, Alternaria, Fusarium,
Phytophthora, Thielaviopsis y Botryosphaeria, los cuales
pueden sobrevivir durante muchos afios en el suelo.

Las pudriciones blandas causadas por las bacterias
pectoliticas son responsables de considerables pérdidas
econdmicas en diversos cultivos como la papa. En
las condiciones de Cuba las especies Pectobacterium
carotovorum (sin. Erwinia carotovora subps. carotovora)
y Dickeya chrysanthemi (sin. Erwinia chrysanthemi), son
causantes de la podredumbre blanda en la planta y en los
tubérculos en el campo y el almacén (Stefanova, 1990).

LAS BACTERIAS COMO AGENTES DE
BIOCONTROL DE FITOPATOGENOS

Algunos géneros de bacterias causan enfermedades
en plantas, mientras que otras pueden ayudarlas para
defenderse de microorganismos daninos. Dentro de las
primeras se encuentran los géneros Xantomonas, Erwinia,
Pseudomonas, ~ Streptomyces, Agrobacterium, Bacteria 'y
Corynebacterium, quienes en general se distinguen al
observar podredumbres hiimedas en las plantas con mal
olor, lesiones irregulares y manchas (Benitez, 2005).

Dentro del segundo grupo se encuentran bacterias que
producen metabolitos especificos capaces de actuar contra
insectos, hongos y nematodos (Knaak ef al., 2007; Snook
et al., 2009). Algunos géneros de bacterias que pertenecen
a éste grupo son Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces.
Pseudomona syringae produce metabolitos conocidos como
pseudomicinas que se han probado contra patdgenos
fangicos responsables de los dafios en humanos y plantas.
Se ha investigado que las pseudomicinas tienen efecto
contra diversos microorganismos patdgenos (Strobel y
Rodriguez, 2005).

La investigacién de cepas bacterianas del género
Pseudomonas hizo posible la obtencion, mediante procesos
biotecnolégicos patentados, del primer biofungicida

Gluticid®, para el control de fitopatogenos foliares, cuya
eficacia contra Alternaria solani y Cladosporium fulvum
fue comprobada en un cultivo protegido de tomate
(Stefanova, 2006).

Stefanova et al. (2007), demostraron el efecto antagdnico de
Pseudomonas aeruginosas cepa PSS contra aislamientos de
P. carotovorum y D. chrysanthemi, bacterias fitopatogenas
registradas en el cultivo de la papa.

En el cultivo del arroz (Oryza sativa) las enfermedades de
origen microbiano constituyen uno de los factores que
inciden en la obtenciéon de bajos rendimientos, calidad
y manchado de los granos. Entre ellas se destaca la
piriculariosis, anublo o quemazon, causada por el hongo
Pyricularia grisea (Sacc.). En Cuba, esta enfermedad tiene
una amplia distribucién y cuando las condiciones son
favorables se incrementa su severidad y se pueden producir
pérdidas superiores al 70% del rendimiento agricola. La
aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPB) para el control bioldgico de P. grisea fue estudiada
por Hernandez et al. (2010). Los resultados mostraron que
en la rizosfera del cultivo del arroz existen altos porcentajes
de PGPB con actividad de control biologico ante P. grisea, las
que fueron identificadas como Burkholderia sp., Pseudomonas
putida y Pseudomonas fluorescens.

Obregén (2006), realizé aislamientos de Streptomyces
griseoviride de suelos y abonos organicos de distintas
regiones de Costa Rica. Las cepas fueron evaluadas in vitro
contra las bacterias fitopatdgenas Erwinia y Xanthomonas
spp. Las que mostraron mejores resultados se reprodujeron
mediante fermentacidn en sustrato sélidoy se evaluaronen
macetas con pifia y cucurbitaceas, previamente inoculadas
con las bacterias fitopatégenas. Las evaluaciones in vivo
de las mejores cepas demostraron un control similar o
superior al de los bactericidas sintéticos.

El género Bacillus se encuentra entre los agentes mas
adecuados para el control bioldgico debido a cualidades
tanto morfoldgicas como fisioldgicas que permiten su
ubicuidad en la naturaleza (Chatterjee et al., 2007; Carreras
et al., 2008). Este género, ademads ha tenido mucho éxito
en la prevencién de patologias vegetales causadas por
hongos (Sosa et al., 2006; Reinoso-Rozo, 2007).

La mayoria de los Bacillus spp. producen muchas
clases de antibidticos como bacilomicina, fungimicina,
micosubtilina y zwittermicina, que son efectivos en
suprimir el crecimiento de patdgenos in vitro y/o in situ
(Pal y Gardener, 2006; Leelasuphakul et al., 2008). De
hecho, Bacillus sp. actiia via antibiosis, competencia por
nutrientes, sitios de exclusion e infeccion, parasitismo y/o
induccion de resistencia (Kloepper et al., 2004).
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Basha y Ulaganathan (2002) encontraron, bajo microscopio
de luz, que la interaccién in vitro de Bacillus sp. (cepa
BC121) contra Curvularia lunata, produjo la deformacion
de hifas, condensacidn, deformaciéon y ocurrencia de
malformaciones extensivas y dafios al micelio. Emmert
y Handelsman (1999) informaron que Bacillus cereus
modifico la composicion idnica del medio de cultivo en
el que fue cultivado: aumentd el pH, secuestré calcio y
excretd amonio. Esta combinaciéon es altamente tdxica
a las zoosporas de Oomycetes patégenos, causando un
rapido ensanchamiento y expulsion de la vacuola, seguido
de lisis de las zoosporas.

Dentro del género Bacillus la especie con mayores
antecedentes como antagonista es Bacillus subtilis. Varios
autores han analizado la liberacion de compuestos con
propiedades antifungicas como la subtilina y otros
antibidticos de la familia de las iturinas (Cazorla y
Romero, 2007).

Numerosos estudios sugieren la utilizacion de B.
subtilis para controlar biologicamente diversos hongos
fitopatdgenos, tales como Cercospora kikuchii (Soldano et
al., 2010) Cercospora beticola Sacc. (Collins y Jacobsen, 2003),
Rhizoctonia solani (Montealegre et al., 2003), Botrytis cinerea
(Hang et al., 2005), Colletotrichum gloeosporioides (Senghor et
al., 2007) y Penicillium digitatum (Leelasuphakul et al., 2008).

En Cuba, se demostro la efectividad del Biobac® obtenido a
partir de B. subtilis (cepa INIFAT-101) como biocontrolador
de enfermedades y estimulador del crecimiento vegetal
(Tejeda et al., 2006). La aplicacion del bioproducto fue viable
en condiciones controladas y no controladas para diferentes
cultivos como cebolla, tomate, trigo, remolacha y otros.

EFICACIA DE BACILLUS
THURINGIENSIS PARA EL CONTROL
DE FITOPATOGENOS

B. thuringiensis es una bacteria entomopatdgena que produce
un cuerpo paraesporal, denominado d-endotoxina (proteinas
Cry). Muchos grupos taxondmicos de invertebrados son
susceptibles a la accion toxica del cristal de B. thuringiensis.
Dentro del Lepidoptero encontramos especies susceptibles
en la mayor parte de sus familias, destacando por su interés
agronémico a Cossidae, Gelechiidae, Lymantriidae, Noctuidae,
Pieridae, Pyralidae, Thaumetopoeidae, Tortricidae e Yponomeutidae
(del Rincon-Castro et al., 2006; Armengol ef al., 2007; Rosas-
Garcia et al., 2008; Carreras et al., 2009). En Diptera, el espectro
de actividad del cristal es menor, afectando, entre otras,
a especies de Tephritidae, Culicidae, Muscidae, Simuliidae, y
Tipulidae (Armengol et al., 2007; Carreras y Rodriguez, 2009;
Gonzaélez et al., 2011), mientras que en Coleoptera afecta
las familias Chrysomelidae, Curculionidae, Tenebrionidae, y
Scarabeidae (Weathersbee et al., 2006, Tamez et al., 2007). La
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actividad toxica de los cristales no esta restringida tan sélo
a insectos, extendiéndose también a nematodos, protozoos,
trematodos y acaros (Khyami-Horani y Al-Banna, 2006;
Carreras, 2008; Mohammed et al., 2008).

Esta bacteria ademas, produce una gran diversidad de
metabolitos, entre los que se destacan: bacteriocinas,
antibidticos y enzimas extracelulares (como proteasas y
quitinasas) (Barboza-Corona et al., 2008), elementos clave
en el fenémeno de supresion de patdgenos.

El efecto inhibidor de las cepas de B. thuringiensis en
hongos fitopatdgenos se puede asociar a la produccién
de enzimas que pueden actuar contra la pared celular.
Esto es debido a que algunas bacterias antagoénicas de
hongos fitopatdgenos producen quitinasas (Mavingui
y Heulin, 1994; Asaka y Shoda, 1996), enzimas que
tienen un papel importante en la degradacién de
quitina, por lo que es crucial en la hidrdlisis de la
pared celular de hongos.

Se ha determinado la produccion de quitinasas por
algunas especies de Bacillus con potencial en control
bioldgico (Aktuganov et al., 2007, Rodas et al., 2009),
ademas, se ha observado que B. thuringiensis subsp.
aizawai, produce quitinasas las cuales son utilizadas contra
hongos fitopatdégenos ya que atacan su pared celular y,
por tanto, inhiben el crecimiento del hongo (Morales de la
Vega et al., 2006). Las quitinasas de B. thuringiensis subsp.
israelensis producidas por la fermentacion del caparazon
de camardén, como fuente de quitina, mostré tener
actividad contra hongos fitopatégenos como Sclerotium
rolfsii (Reyes-Ramirez et al., 2004).

Las enzimas quitinoliticas de B. thuringiensis se han
seleccionado y caracterizado, y se ha llegado a la
conclusion que la accion sinérgica entre las quitinasas y
las proteinas Cry se pueden utilizar en el control bioldgico
de fitopatdgenos (Barboza et al., 1999).

Mojica-Marin et al. (2009), realizaron la evaluacion y
determinacién de la capacidad antagénica de 64 cepas
de B. thuringiensis sobre Rhizoctonia solani, Phytophthora
capsici y Fusarium oxysporum mediante estudios de cultivos
duales en placas de Petri encontrando que 16 cepas de B.
thuringiensis redujeron significativamente el crecimiento
radial micelial de R. solani, 19 de P. capsici y ocho de F.
oxysporum, después de tres dias de incubacién a 25°C.
Ademas, las mejores cepas bacterianas se evaluaron en
semillas de chile (Capsicum annuum) variedad Anaheim
mediante pruebas de germinacion bajo condiciones
in vivo y se observo un incremento en el porcentaje de
germinacion, en el caso del tratamiento de inoculacién con
B. thuringiensis sobre R. solani.
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Numerosas cepas de Pseudomonas sp., Curtobacterium
luteum y Pantoea agglomerans, han resultado promisorias
para las erwinias pectoliticas (Reitier et al., 2002). Una
nueva forma de biocontrol, que desactiva la virulencia
de Erwinia carotovora, se ha descrito para la especie B.
thuringiensis (Dong et al., 2004).

E. carotovora produce acyl-homoserine lactone (AHL,
siglas en inglés), que emite sefiales para la expresiéon
de los genes de virulencia, mientras que las cepas de B.
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