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RESUMEN

Se desarrollaron metodologias de trabajo in vitro, que permitieron estudiar 158 cepas de bacterias, con ello se
logré aislar, identificar y determinar una nueva cepa nematicida: Corynebacterium paurometabolum cepa C-924,
que resulté el mas eficiente biocontrolador de altas poblaciones de fitonematodos, entre ellos Meloidogyne incognita.
Se demostré que el mecanismo de accién de esta bacteria se debe a las quitinasas y al sulfuro de hidrégeno que
produce de manera simultdnea. Los estudios de las interacciones de la cepa C-924 con otros microorganismos
biocontroladores, biofertilizantes y con plaguicidas quimicos, arrojaron resultados favorables. Se comprobé que la
poblacién de la cepa C-924, disminuye progresivamente y en un intervalo entre 60 y 120 dias, no se detecté en los
suelos tratados. El mercado mundial calculado para este bionematicida estd entre 43 y 87 millones de USD. Por
otro lado, Bacillus thuringiensis var. kurstaki cepa LBT-3 mostré control sobre huevos y larvas de nematodos. Se
demostré su efectividad en el control de altas poblaciones de los fitonematodos Radopholus similis y Pratylenchus
coffeae en platano y banano. Las Eficiencias Técnicas promediaron por encima del 80% de efectividad sobre
nemétodos. En la provincia de Camaguiey se han tratado mas de 6 789,9 ha de platano y banano en los ultimos
cinco afos con la cepa LBT-3, producida en los CREE. En el pais se calcula que se han tratado con este bioproducto
més de 2 500 hectdreas anualmente, que representan mas de dos millones de USD si se hubiesen empleado

nematicidas quimicos importados.

Introduccién

Laagriculturamodernarequiere de altos rendimien-
tos para dar respuesta a las necesidades de |os seres
humanos; el empleo de plaguicidas quimicos para
lograr este objetivo hadado resultados parcialmente
satisfactorios durante varias décadas. El uso de sus-
tancias quimicas parael control de plagasen laagri-
cultura ha originado un creciente deterioro del
ecosi stema, ademas de traer como consecuencia que
los alimentos producidos bajo este régimen posean
un alto grado de contaminacion y resulten dafinos
para las personas que los consumen. La Organiza-
cion de las Naciones Unidas paralaAlimentacién y
laAgricultura(FAO) estimaque las pérdidas debido
a las plagas, enfermedades y malas hierbas en las
cosechas, se acercan a un 35 % en los principales
cultivos de interés econémico. Entre las plagas que
afectan el sector agricolay ganadero, los nematodos
son responsables de pérdidas considerables, valo-
radas en 100 mil millones de USD anuales.

Existe una creciente demanda de productos
nematicidas, tanto a nivel nacional como en el mer-
cado internacional; por otra parte, entre los trece
Programas Nacionales Cientifico-Técnicos del Mi-
nisterio de Ciencia, Tecnologiay Medio Ambiente
(CITMA, 1995), se encuentra definido dentro de
los objetivos del “ Programa de Biotecnologia Agri-
cola’, losiguiente:

Obtencion y Desarrollo de Biopesticidas, Biofertili-
zantes, Bioreguladoresy Extractos Naturales.

248

Desarrollar técnicas de aislamiento, caracteri-
zaciény eval uacién de metabolitos microbianos para
el control fitosanitario y la estimulacion del creci-
miento vegetal .

Desarrollar formulaciones de biofertilizantes,
biopesticidas y bioreguladores més eficacesy persis-
tentes en nuestras condiciones ambiental es, asi como
estudiar |os mecani smos de accion.

Profundizar en laingenierizacion delosdiferen-
tes procesos biotecnol gicosy, en especial, lafermen-
tacion en estado sdlido.

El proyecto desarrollado en el Centro de Ingenie-
ria Genética y Biotecnologia (CIGB) para obtener
nuevas cepas nematicidas, se ajusto alos anteriores
objetivos, pero también tuvo incidencia en el Pro-
gramaNacional “Los Cambios Globalesy laEvolu-
cién del Medio Ambiente Cubano”, a proponer la
sustitucién de plaguicidas quimicos toxicos (tal esel
caso de los nematicidas), por productos biol gicos
no contaminantes.

Descripcion del resultado

Novedad de la innovacién

1. El aislamiento, identificaciony determinacion
de la actividad nematicida de Corynebacterium
paur ometabolum cepa C-924 asi como ladetermina-
cion del modo o mecanismo de accidn de esta bacte-
ria. Estos resultados dieron lugar a las patentes
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“Nematicidic agent and method for the bio-control
of nematodes” (PCT 0397, WO 96/04749, 1996) y
“Antiparasitic and pesticide compositions” (PCT,
WO 02/052934, 11 de Julio, 2002).

2. Ladeterminacién de la actividad nematicida de
Bacillus thuringiensis var. kurstaki cepa LBT-3y su
posterior extension alas areas agricolas del pais, fun-
damental mente en platano y banano. Esto ha permiti-
do un significativo ahorro de divisas a disminuir las
importaciones de plaguicidas, ademésdeincidir enla
proteccion del medio ambiente.

Descripcidon de las acciones cientifico
tecnolégicas que dieron lugar a la innovacién

A partir de muestras de larizosfera de una plantacion
de platanos, se realizé un estudio para aislar y deter-
minar nuevas cepas de bacterias con posibilidades de
ser empl eadas como nemati cidas biol égicos, inocuos
parael medio ambiente. Se desarrollaron metodologias
detrabajoinvitro, que permitieron estudiar 158 cepas
debacterias.

- Experimento in vitro con larvas de M.
incognita Chitwood (Figura 1)
El tratamiento con C. paurometabolum cepa C-924,
resultd significativamente superior a todos los
biopreparados (Tukey, p<0.05). B. thuringiensis var.
kurstaki cepa LBT-3 fue el segundo tratamiento en
cuanto aefectividad en el control delarvas, solo supe-
rado por C-924 (Tukey, p<0.05).

- Cdlculo de las concentraciones letales
(CLso y CL95)

El calculo dela CLs, no mostré grandes diferencias
entrelos dos métodos utilizados. C. paurometabolum
cepa C-924, tuvo el mejor comportamiento en el con-
trol delarvas de M. incognita Chitwood, seguido por
B. thuringiensis var. kurstaki cepa LBT-3 (Tabla1).

- Modo de accién de C. paurometabolum
cepa C-924 sobre huevos de nematodos

Teniendo en cuentalas observacionesrealizadasen el
estudio ultraestructural (por MET) en huevos y lar-
vas sometidos alaaccion de C. paurometabolumcepa
C-924, se desarrollaron experimentos in vitro donde
seevalud laactividad delos gases como portadores de
sulfuros, y la actividad del sobrenadante del cultivo
como portador de quitinasas producidas por C-924.
También se observé e efecto combinado de ambos
factores (quitinasas y sulfuros).

De acuerdo a las observaciones sobre huevos y
larvas de neméatodos realizadas por MET (Figura 2)
y a los resultados observados en estos experimen-
tos, se concluy6 que el efecto nematicida de C.
paurometabolum cepa C-924 se debe fundamental -
mente ala accidon combinada de las quitinasas 'y los
sulfuros producidos por la bacteria (Figura 3).

- Control de Meloidogyne incognita
Chitwood en plantas indicadoras

C. paurometabolum cepa C-924, fue el mejor trata-
miento parael control deM. incognita Chitwood, si se
tiene en cuentaque laconcentracion detrabajo alaque
se empled fue de 10° UFC/mL (Figura4).

El tratamiento con el biopreparado B. thuringiensis
var. kurstaki cepa LBT-3 (107 esporas/mL), mostrd
un efecto positivo en el control de M. incognita
Chitwood.
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Figura 1. Porcentajes de larvas activas de M. incognita a las 48 horas de interaccién con los 12
biopreparados y el testigo. Para letras iguales no existen diferencias significativas (Tukey, p<0.05). Error
Estandar = 2,419; Coefic. de Variabilidad = 0,526.

Tabla 1. Concentraciones letales (CLs, y CLys) calculadas para las cepas en estudio.

Biopreparados CLs, (Reed Probit del SPSS® 8.0 for Windows®
(cepas) y Muench) Cly, Cly, R? Er. Est
(p<0.05) (p<0.05)
1) LBT-3 esporas/mL 8,02x10° 5,02x10° 6,11x107 0,9247 0,1592
2) C-926 UFC/mL 1,60x10° 7,51x10° 1,36x10°8 0,9183 0,1537
3) C-924 UFC/mL 6,89x10* 3,23x10 2,54x10° 0,9467 0,1456

Figura 2. Microscopia electrénica de tranmisién (MET) de huevos de Haemonchus spp. A: Parte de un
huevo a las 12 horas de ser ovopositado, sin los efectos de Corynebacterium paurometabolum C-924.
Pared del huevo con la capa vitelina (CV), capa de quitina (CQ) y capa lipidica (CL) intactas. Citoplasma
con granulos refringentes (G) dentro de limites normales. B-D: Segmento de huevos después de 12
horas de interaccién con C. paurometabolum C-924. B: Se observa la interrupcién en la capa lipidica (CL)
por espacios vacuolares (V), una pequefia evaginacién (se sefala con doble flecha larga) de la capa de
quitina (CQ) y la capa vitelina (CV) sin alteracién. C: Alteracién de la capa de quitina (CQ) y un amplio
espacio vacuolar (V) son visibles. La capa vitelina (CV) dentro de limites normales. D: Una evaginacién
(doble flecha larga) de la capa de quitina (CQ), un espacio vacuolar (V), alteraciones en la capa lipidica
(cn
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‘Efecto de distintos tratamientos nematicidas
sobre las poblaciones de Radopholus similis
Thorne y los rendimientos en platano (Musa
sp. Simond)

En sentido general, se aprecio que unaadecuadaapli-
cacién y un correcto manejo de los biopreparados,
pueden tener un mejor efecto nematicida e incremen-
tar los rendimientos a largo plazo, con respecto al
nematicida quimico recomendado para el cultivo:
Nemacur® EC 40% (Figura5y 6).

- Efecto de los biopreparados sobre las
poblaciones de Radopholus similis Thorne y
los rendimientos en banano (Musa acuminata
Simond)

En estas condiciones experimental es también se ob-
servé una disminucion de las poblaciones de
nematodos (R. similis), con respecto alas poblaciones
inicialesy al testigo, enlostres biopreparados aplica-
dos: C-924 (10° ufe/mL), C-926 (10° ufe/mL), LBT-3
(10" esporas/mL).

Se aprecio que el tratamiento C-924 (10° UFC/
mL), disminuyé en un mayor porcentaje las pobla-
ciones del nematodo Radopholus similis Thorne que
C-926 (108 UFC/mL) y LBT-3 (10" esporas/mL), a
los dos y cuatro meses de efectuados |os tratamien-
tos. Enlafigura6 se muestran comparativamente las
poblaciones del nematodo Radopholussimilis Thorne
y los rendimientos por parcelaen cadatratamiento a
los cuatro mesesdeiniciado el experimento. Sereite-
r6 que C-924 ademas de ser €l biopreparado aplicado
amenor concentracion celular, resulto el mejor delos
tratamientos en cuanto aladisminucion de lapobla-
cion de Radopholus similis Thorney los rendimien-
tos expresados en kg/parcel as durante cuatro meses
(Tukey, p<0.05) (Figura 7).

- Efecto de C. paurometabolum cepa C-924

en tomate (Licopersicon esculentum Mill) bajo
condiciones de cultivos protegidos, con alta
incidencia de Meloidogyne incognita Chitwood

(Figura 8).
Se obtuvieron avalesdelos productoresy fitosanitarios
relacionados con este experimento, que confirman la
efectividad de C. paurometabolum cepa C-924, en el
control de Meloidogyne incognita Chitwood en toma-
te (Licopersicon esculentum Mill) bajo las condicio-
nes de los cultivos protegidos.

- Compatibilidad de Corynebacterium
paurometabolum cepa C-924 con plaguicidas
quimicos
Setrabaj6 con once plaguicidas quimicos de los mas
empleadosen laagricultura. Serealizaron ensayosin
vitro y su confirmacién en experimentos en macetas
para el caso del producto Nemacur (Fenamiphos).
Losretos se desarrollaron bajo condiciones contro-
ladas y para las evaluaciones se tuvo en cuenta la
aparicion de zonas deinhibicién del crecimiento de
C-924 al interactuar con los productos quimicos. Se
aplicaron tres concentraciones, entre las que se en-
contraban la concentracion de trabajo en campo, una
superior y otrainferior. Para ello se tuvo en cuenta
lasirregularidades que ocurren en el campo, al apli-
carse los productos quimicos. Se observaron dife-
rentes comportamientos ante |os agentes quimicos,
con diferentes rangos de sensibilidad y resistencia.
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Figura 3. Eclosién de huevos de Haemonchus spp. a las 24 horas de estar sometidos a los distintos
tratamientos. Para letras iguales no existen diferencias significativas (Tukey, p<0.05). Error Estandar =
6,386; Coeficiente de Variabilidad = 0,808.
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Figura 4. Nédulos de M. incognita Chitwood por planta a los 60 dias del tratamiento con los cuatro
biopreparados y el testigo. Para letras iguales no existen diferencias significativas (Tukey, p<0.05). Error
Estandar = 2,019; Coefic. de Variabilidad = 1,291.

Se demostré en experimentos en macetas, combi-
nando el empleo de una formulacion a base de C.
paurometabolum cepa C-924 y Nemacur, que es po-
sible emplear este bionematicida en el manejo inte-

grado de plagas.
1000 —— C-924
C-926
—&— LBT-3
—#— Nemacur
—x— Testigo
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Figura 5. Comportamiento de las poblaciones de nematodos (R. similis), expresadas en porcentajes con
relacién a la poblacién inicial, en una plantacién de platano clon Macho %4, durante un afo. Las flechas
negras indican los momentos de las aplicaciones de los tratamientos.
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- Interacciones de C. paurometabolum cepa
C-924 con otros microorganismos

Serealizaron ensayosinvitro enlosque se evidencia-
ron las asociaciones con las bacterias Azotobacter
chroococcum, Pseudomonas fluorescens y Rhizobium
phaseoli; también con los hongos Beauveria bassiana,
Metharrizun anisopliae, Trichoderma harzianum y
Verticillium lecanii. Los retos se desarrollaron bajo
condiciones controladas y para las evaluaciones se
tuvo en cuentalaaparicion de zonas deinhibicion del
crecimiento en los cultivos de las bacterias y deten-
cion del crecimiento radial tipico de los hongos en
estudio. Los resultados demostraron las posibilida-
des de empl ear este bionematicidaen el manejo inte-
grado de plagas.

- Poblacién de Corynebacterium
paurometabolum cepa C-924, en suelos
tratados con esta bacteria

Se desarroll6 un procedimiento parareaisar lacepaC-
924 de suelos tratados con diferentes concentraciones.
Parael reaidamiento diferenciado delabacteria, se puso
apunto un medio sdlectivo, basado en combinacionesde
antibiéticosy cromogeénesis de las colonias por reduc-
cion del Telurito dePotasio. Losresultados confirmaron
laefectividad delabacteriaen e control deMeloidogyne
incognita, cuando lamismase encuentraen unaconcen-
tracion mayor de 10° ufc/g de suelo. Secomprobd quela
poblacién deC. paurometabolumcepa C-924, disminu-
ye progresivamente y en un intervalo entre 60 y 120
dias, no fue posible detectarla en los suelos tratados.

Introduccién de la innovacién en la
prdactica socio-econémica

- Desarrollo de un nuevo nematicida
biolégico a partir de C. paurometabolum
cepa C-924

Actuamenteen el CIGB seencuentraen desarrollo un
nuevo nematicida biol 6gico, cuyo agente activo esla
bacteria C. paurometabolum cepa C-924. Este nuevo
producto satisface las exigencias del mercado interna-
ciona y tiene entre sus fortalezas el hecho de estar
protegido por dos patentes.

- Generalizacion del Bacillus thuringiensis
var. kurstaki cepa LBT-3, para el control de
fitonematodos en platanos (Musa spp.) y
bananos (M. acuminata Simond)

Las Eficiencias.Técnicas realizadas en 165,44 ha,
promediaron al 87,02 % de efectividad, esto demostro
quelacepal BT-3 constituye un nematicida biol 6gico
eficiente en estos cultivos bajo diferentes condiciones
de campo.

Cuba contaba en 1997 con més de 103 mil hect&
reas de plantaciones de platano y banano, para las
cuales se compraban anualmente por el MINAGRI
30 tonel adas de Nemacur®, que costaban al pais $300
mil USD. Esta cantidad al canzaba para proteger un
areade 1 875 ha, que representaba menos del 2% de
estos cultivos.

La cepa LBT-3 se usaba anteriormente en Cuba,
como insecticida para € control de lepidopteros en
varios cultivos. Su empleo como nematicidabiol dgico
es un resultado del presente trabajo, que ya ha sido
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Figura 6. Producciones en kg por parcelas de los tratamientos durante un afo (E. Estdndar = 4,664; C.
de Variabilidad = 0,401) y poblaciones finales de nematodos (R. similis), expresadas en especimenes por
g de raices (E. Estandar = 36,654; C. de Variabilidad = 1,124). Para letras iguales no existen diferencias

significativas (Tukey, p<0.05).
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Figura 7. Producciones en kg por parcelas de los tratamientos durante cuatro meses (E. Estandar =
3.466; C. de Variabilidad = 0,144) y poblaciones de nematodos (R. similis) expresadas en especimenes
por g de raices (E. Estandar = 50,650; C. de Variabilidad = 0,940). Para letras iguales no existen

diferencias significativas (Tukey, p<0.05).
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Figura 8. Resultados de los tres tratamientos con relacién a la produccién por casas y el grado de

afectacién de M. incognita a los 70 dias después del transplante.

introducido en lapractica productiva, fundamentalmen-
te en la provincia de Camaguiey, donde se han tratado
con este nematicidabiol 6gico entre 1997 y € afio 2001,
un total de 6 789,9 hectéreas de plétano y banano.

El empleo del biopreparado B. thuringiensis var.
kurstaki cepaLBT-3 hasidoincluido en €l instructivo
técnico de los cultivos del platano y el banano como
control biol 6gico de fitonematodos.
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Beneficios econémicos y/o sociales

- Estudio de mercado para el
bionematicida en desarrollo cuyo agente
activo es C. paurometabolum cepa C-924

Segun varios estudios[ AgrEvo, 1997 y Rizobacter,
2000), el mercado mundial actual de los nematicidas
se estima entre los 500 y 700 millones de USD, to-
mando como referencialos niveles actuales de ventas
de productos paraeste fin. De ellos, se considera que
alrededor de la tercera parte se destinan al mercado
norteamericano. Si se considerasolo el 5% de posibi-
lidades en las areas tratables con nematicidas (en los
cultivos estudiados) para ser cubiertas con el
bionematicida C-924, las ventas anual es pudieran ser
de $43887 072 USD en el mercado mundial, aunque
en un calculo menos pesimista, pudieran ser el doble:
$87 774 144 USD.

- Beneficios econémicos aportados por la
introduccién de B. thuringiensis var. kurstaki
cepa LBT-3 como nematicida biolégico

Cuba cuenta con mas de 200 CREE (Centros de
Reproduccion de Entoméfagos y Entomopatdgenos)
gue pueden producir la cepa LBT-3 parala demanda
nacional. El tratamiento de una hectarea de platano o
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banano en desarrollo, necesita entre 140 y 200 litros
de este producto, que cuestan entre $70,00 y $200,00
en monedanacional al agricultor. El mismo tratamien-
to con Nemacur® 40% (Bayer), cuesta al pais entre
$160,00 USD y $300,00 USD, esto es sin tener en
consideraci6n | os equipos de proteccion que requiere
este Ultimo producto parasu aplicacion. Por este con-
cepto de sustitucion de importaciones se han ahorra-
do al pais $300 mil USD a afio.

Para todo el pais se calcula, que en los Ultimos
cinco afos, fueron tratadas con el biopreparado B.
thuringiensis var. kurstaki cepa LBT-3, mas de 2 500
hectéreas anualmente, que representan mas de dos
millones de USD anuales, si se hubiesen empleado
nematicidas quimicosimportados.

Otraventajade este control bioldgico (cepal BT-3)
sobre el control quimico (ej: Nemacur®), es que se
puede aplicar en cualquier fase de desarrollo del
cultivo, aunque las plantaciones estén en plena co-
secha; mientras que para los nematicidas quimicos
esto se regula estrictamente debido al efecto tdxico
de los mismos.

Colaboradores

Jes(is Seoaney Félix Alvarez, del Centro delIngenieria
Genéticay Biotecnologia.
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