Como usar una bacteria

para

:QUE ES EL CONTROL BIOLOGICO?

xisten datos sorprendentes que muestran que la

poblacién mundial se ha incrementado de ma-

nera desmedida: se informé que en 1993 exis-

tian cerca de 5 mil 700 millones de personas, y
se especula que en el 2020 seran alrededor de los 8 mil
millones. Se ha calculado que para alimentar a la
poblacién del afio 2025 serd necesario aumentar la pro-
duccién de alimentos en al menos 50%.

Buscar estrategias que permitan incrementar el ren-
dimiento de la produccién de alimentos es todo un
reto. En este tipo de estrategias se debe usar menos
agua, menos tierra y menos plaguicidas.

La aplicacién de pesticidas se incrementé en
1900% durante el periodo de 1930 a 1980, y aun cuan-
do éstos han sido cruciales para aumentar la produc-
ciéon de alimentos, su uso ha ocasionado graves
problemas de contaminacién ambiental y de salud pd-

blica (Sasson, 2000).
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combatir plagas v hongos

Inocua para seres humanos y animales, y segu-
ra ecologicamente, Bacillus thuringiensis ofrece
capacidad biotecnologica para el control de in-
sectos y de hongos fitopatogenos. Y se puede
usar también como producto de biomasa.

José E. Barboza-Corona y Blanca 1. Escudero Abarca

Se considera que los insectos plaga y los hongos que
atacan a las plantas merman en cerca del 25% la pro-
duccién agricola mundial (Barboza-Corona e Ibarra,
1998; Herrera-Estrella y Chet, 1999). El control biolé-
gico es una solucién al uso de pesticidas quimicos, y
consiste en la introduccién de uno o mds microorganis-
mos para controlar a otros, que son causantes de una
enfermedad o de la pérdida de algin producto, por
ejemplo, agricola.

La bacteria Bacillus thuringiensis es la mas usada
para el control biolégico de plagas forestales y agrico-
las, especialmente lepidépteros y coledpteros. Bacillus
thuringiensis es una bacteria que produce esporas y que
puede aislarse casi de cualquier hébitat. Su propiedad
insecticida la debe a que fabrica unas proteinas de-
nominadas Cry. Estas proteinas forman cristales con
diferentes formas (bipiramidales, rectangulares, trian-
gulares, amorfos y otros) (Figura 1). Hay en el merca-
do diversos productos (Bactospeine DF, DiPel, Biobit,
Thuricide, Javelin y Xen Tari) elaborados por varias



compafifas, en los que el principio activo lo constitu-
yen estos cristales. Sus proteinas Cry atacan a las pla-
gas y no dafian a la fauna, a los insectos polinizadores
ni al medio ambiente; son la parte medular en la pro-
duccién de gran cantidad de hortalizas orgdnicas. Ade-
mis, los genes cry (que codifican para las proteinas
Cry) son una fuente importante de informacién ge-
nética para la obtencién de plantas transgénicas resis-
tentes al ataque de insectos.

Al ser ingeridos por las larvas de insectos suscepti-
bles, los cristales (o proteinas Cry) se disuelven en el
contenido intestinal y liberan una forma preliminar de
la proteina, llamada protoxina. Cuando las protoxinas
son digeridas por las enzimas digestivas del insecto, for-
man una protefna mds pequefia, conocida como en-
dotoxina, la cual envenena al insecto y finalmente lo
mata. Bacillus thuringiensis también es usada de manera
exitosa en el control de mosquitos, y sigue investigan-
dose su posible utilidad para controlar otros tipos de
insectos, ademds de nemétodos, dcaros y protozoarios.

Se ha estudiado la capacidad de Bacillus thurin-
giensis para producir, ademds de las ya tradicionales
proteinas Cry, las proteinas Cyt y Vip, que también son
insecticidas. Ademds se ha detectado que puede pro-
ducir otras protefnas, como la melanina, y proteasas
(enzimas que digieren proteinas), como las querati-
nasas (que destruyen la queratina, protefna que se pre-
senta en el pelo, la piel y las ufias) y las quitinasas (que
atacan a la quitina, un polisacérido presente en las cu-
biertas de insectos y de hongos); proteinas que, entre
otras, podrian tener multiples usos industriales y am-
pliar el potencial biotecnolégico de la bacteria.

Ya que hasta ahora no se ha demostrado que Baci-
llus thuringiensis cause enfermedades en el ser humano
ni en animales domésticos, se le considera inocuo
y ecolégicamente seguro. Por ello, ademds de bioin-
secticida se podrfa usar como productor de biomasa
o degradador de materia organica para la obtencién
de productos para consumo humano o animal. La fal-
ta de toxicidad de Bacillus thuringiensis en la elabora-
cién de los productos anteriores representa una gran
ventaja sobre otras bacterias (como Serratia marces-
cens y Escherichia coli), que podrian ocasionar proble-
mas de salud dada su toxicidad en el ser humano (Ro-
jas-Avelizapa y cols., 1999).

|| Combate de plagas y hongos |

Figura 1. Microfotografia electronica de barrido, donde se mues-
tran cristales bipiramidales con una inclusién (indicada por una
flecha) de una cepa de Bacillus thuringiensis. (Proporcionada por
el doctor Jorge Ibarra, del Cinvestav, Unidad Irapuato.)

Desde el punto de vista de la biotecnologia agrico-
la, ha surgido un enorme interés en estudiar las quiti-
nasas, gracias a su capacidad para degradar la quitina.
Se han investigado las propiedades de las quitinasas de
gran cantidad de bacterias (por ejemplo, Serratia mar-
cescens, Enterobacter agglomerans), de parasitos de hon-
gos (Trichoderma harzianum), de hongos que causan
enfermedades en insectos (Metarhizium anisopliae, Bau-
veria bassiana) y de insectos (Manduca sexta) para ata-
car a hongos y a insectos que constituyen plagas. Sin
embargo, las quitinasas de la bacteria Bacillus thurin-
giensis han sido poco estudiadas. En México se ubican

Bacillus thuringiensis
es una bacteria que produce
esporas y que puede aislarse
casi de cualquier habitat
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algunos grupos de investigacién que se interesan en ha-
cerlo. Entre ellos hay uno en la Universidad de Gua-
najuato y otro en la Escuela Nacional de Ciencias Bio-
logicas, del IPN, cuyos propésitos en comin coincide
en aumentar la actividad insecticida y la utilizacién
de dichas enzimas en el aprovechamiento de materia
organica. Otro grupo més se localiza en el Instituto
Tecnolégico de Veracruz, y su investigacion se enfoca
en obtener las quitinasas para el control de hongos fi-
topatégenos. En este trabajo describimos algunos de los
avances en el estudio de las quitinasas de Bacillus thu-
ringiensis y su potencial biotecnolégico para el control
de insectos plaga y hongos fitopatégenos.

LA QUITINA COMO “BLANCO DE ATAQUE”
PARA CONTROLAR INSECTOS
Y HONGOS FITOPATOGENOS

La quitina es un polisacdrido
(sustancia formada por va-
rias moléculas de azdcar
unidas entre si) cons-
tituido por unidades

de N-acetilglucosa- T2
mina; es el segundo :K'I-.-’"-
polimero mds abun-
dante en la naturaleza,
superado sélo por la celulosa.

Ya que la quitina es un componente limitado sélo a al-
gunas estructuras de insectos, nemdtodos, hongos y
moluscos, es una biomolécula digna de tomarse en
cuenta para planear estrategias de control bioldgico.
La quitina estd ausente en animales superiores (por
ejemplo, el hombre), lo mismo que en bacterias y en
plantas.

No se ha demostrado
que Bacillus thuringiensis
cause enfermedades
en el ser humano
ni en animales domésticos
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Las quitinasas son enzimas que degradan la quitina
y estdn ampliamente distribuidas en animales, plantas y
microorganismos. Su actividad contra hongos fitopa-
tégenos, insectos y nemitodos plaga ha despertado
gran interés, ya que podrian usarse para controlarlos

(Herrera-Estrella y Chet, 1999).

ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LAS QUITINASAS
DE Bacillus thuringiensis

El interés de las cepas de Bacillus thuringiensis como
agente de biocontrol se ha enfocado hacia el estudio de
las proteinas Cry, que actdan contra una gran variedad
de insectos plaga (bioinsecticidas). Sin embargo, a pe-
sar de que se han obtenido excelentes resultados, atin
existen insectos plaga que ca-

recen de las proteinas Cry

0 que son poco suscepti-
bles a ellas. Esto ha origi-
nado que se sigan aislando
y caracterizando cepas
de Bacillus thuringien-
sis tanto en compa-
fifas privadas como
en universidades pa-
blicas, tecnolégicos
y centros de investi-
gacion, con el propdsito
de obtener cepas mds téxicas que las que se comercia-
lizan actualmente, o bien para manipularlas genética-
mente con el fin de incrementar su toxicidad.

El sistema quitinolitico (mediante el cual Bacillus
thuringiensis destruye la quitina), que es activado por
las sustancias quitinosas, ha sido poco explorado. La
deteccién preliminar de la actividad quitinolitica de
Bacillus thuringiensis se realiza cultivando la bacteria en
medios que, con ese propdsito, contienen quitina como
Unica fuente de carbono. Si la bacteria logra sobrevi-
vir, lo hace gracias a que puede digerir la quitina y, por
lo tanto, utilizarla como alimento. Se ha detectado ac-
tividad quitinolitica en varias subespecies de Bacillus
thuringiensis (kurstaki, aizawa, alesti y dendrolimus) . Asi-
mismo, se ha reportado la existencia de cepas con gran
capacidad de degradar proteinas, pero poca actividad
quitinoliticas (Rojas-Avelizapa y cols., 1999).



En los insectos, la quitina se encuentra en el exoes-
queleto (su cubierta externa), la cuticula, la tradquea, el
aparato reproductor y la membrana peritréfica; esta l-
tima protege de dafio mecénico al epitelio intestinal.
Se ha sugerido que las enzimas quitinoliticas pueden
incrementar el efecto de las proteinas Cry sobre las
larvas de los insectos (Regev y cols., 1996). Reciente-
mente, Barboza-Corona y cols. (1999) propusieron el
uso combinado de quitinasas de Bacillus thuringiensis y
sus propias proteinas Cry, las cuales podrian actuar
juntas de manera mds eficiente. Estos autores seleccio-
naron cepas quitinoliticas de la bacteria e identifica-
ron la produccién de diferentes tipos de quitinasas, y
ademds indicaron que Bacillus thuringiensis podria pro-
ducir niveles tan elevados de quitinasas como la bacte-
ria Serratia marcescens, pues puede ser manipulada ge-
néticamente mediante la clonacién de los genes de la
quitinasa, y aun es factible optimizar las condiciones
de su cultivo para que la produzca en exceso.

Si se logra demostrar, mediante bioensayos, la utili-
dad de las quitinasas de Bacillus thuringiensis para incre-
mentar la actividad insecticida de las proteinas Cry, es
recomendable analizar su uso desde un punto de vista
ecolégico antes de proponer su empleo en el campo. Ya
que tanto los insectos plaga como los benéficos tienen
quitina, podrfa presentarse algin efecto indeseado de
las quitinasas sobre estos tltimos. No obstante, cabe
recordar que Bacillus thuringiensis produce quitinasas de
manera natural, aunque en cantidades pequefias, y que
éstas participan en su capacidad para atacar a los in-
sectos (Sampson y Gooday, 1998). Ademds, cualquier
insecto que esté ingiriendo una planta agronémica-
mente importante es una plaga. La combinacién de
quitinasas y proteinas Cry se usarfa en el momento
en que se presente la plaga, a la que afectarfa principal-
mente. Adicionalmente, el hecho de que las quitina-
sas, al igual que Cry, son proteinas, facilitarfa su rapida
inactivacion utilizando luz ultavioleta (Barboza-Coro-
na e Ibarra, 1998), a diferencia de los insecticidas qui-
micos, que no son biodegradables y siguen teniendo
efecto sobre otros seres vivos una vez que exterminan
la plaga.

Se ha observado que las quitinasas bacterianas por
sf solas no son capaces de tener ningtn efecto dafiino
sobre los insectos. También se ha encontrado que es re-
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En los insectos,
la quitina se encuentra
en el exoesqueleto, la cuticula,
la traquea, el aparato reproductor
y la membrana peritrofica

quisito que las proteinas insecticidas (Cry) que se usen
para controlar la plaga tengan algin efecto nocivo
sobre los insectos, ya que, de no ser asf, entonces las
quitinasas no serfan capaces de dafiarlos (ausencia de
toxicidad cruzada) (Sampson y Gooday, 1998). Lo
anterior es importante desde el punto de vista ecolo-
gico, ya que podriamos decir que la combinacién qui-
tinasas-proteinas Cry es especifica y deja pocos re-
siduos, ventaja por demds importante para cualquier
bioinsecticida.

La posible repercusion de las quitinasas de Bacillus
thuringiensis como agente insecticida, en combinacién
con las protefnas Cry, se basa en su habilidad para de-
gradar la quitina en condiciones alcalinas (Barboza-
Corona y cols., 1999), que son las que se encuentran
normalmente en el intestino medio de los insectos.
Esta actividad dual podria ayudar a reducir la concen-
tracién de endotoxina que se requiere para matar a los
insectos, asf como a disminuir su posible resistencia a
las proteinas Cry. Por otro lado, aun cuando Bacillus
thuringiensis es usado en México, existen pocos datos
oficiales relacionados con la cantidad que se utiliza en
el campo mexicano. En 1989, la Secretarfa de Agricul-
tura y Recursos Hidrdulicos estimé que existié una de-
manda de 1718 toneladas para su aplicacién en el 10%
de la superficie sembrada. Recientemente, el Comité
Técnico de Congeladoras del Bajio informé que en el
afio 2000 se usaron 33 toneladas de productos de Baci-
llus thuringiensis (Javelin, Crymax, Lepinox) para pro-
teger cultivos de brécoli y coliflor en esa zona. Consi-
derando que un cultivo requiere tres aplicaciones y que
se usaron 0.5 kilogramos por hectdrea, las 33 tonela-
das protegieron aproximadamente 22 mil hectareas de
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area sembrada. Se ha observado que el uso de pequefias
cantidades de una quitinasa de Serratia marcescens fue
suficiente para aumentar aproximadamente siete veces
la toxicidad de Bacillus thuringiensis hacia Spodoptera
littoralis (Regev y cols., 1996). Tomando como base lo
anterior, y considerando la posibilidad de que el pro-
ducto de proteinas Cry y quitinasas de Bacillus thurin-
giensis fuera mds potente (por ejemplo, siete veces),
podria resultar atractivo para el agricultor mexicano si
se considera que se usarfa menos cantidad de producto
para proteger la misma extensién de superficie sembra-
da (alrededor de 0.07 kilogramos por hectérea).

ACTIVIDAD DE LAS QUITINASAS DE
Bacillus thuringiensis CONTRA HONGOS

Las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos
en las frutas, los cereales y las plantas oleaginosas y or-
namentales provocan un tercio de la pérdida total de
las cosechas en el mundo. Aunado a lo anterior, es im-
portante considerar las infecciones por hongos en los
productos perecederos almacenados. Una vez que el
hongo infecta un cultivo o el producto almacenado, se
propaga rapidamente. El éxito de los hongos se debe a
que producen gran cantidad de esporas (mds de 10 mil
por célula), lo cual les da gran potencial de inocula-
cién, pues éstas son facilmente transportadas por el
viento, el hombre, el agua y los implementos agricolas.
Ademss, su capacidad de penetrar en las plantas de-
sencadena una serie de mecanismos bioquimicos y mo-
leculares que ocasionan la enfermedad.

El uso de productos quimicos contra los hongos
(fungicidas) ha permitido proteger los cultivos de dife-
rentes hongos que los afectan o que producen toxinas.

Cualquier insecto
que esté ingiriendo una planta
agronomicamente importante
es una plaga
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Actualmente se conocen alrededor de 113 ingredien-
tes activos registrados como fungicidas. A pesar de su
disponibilidad, es necesario desarrollar nuevos produc-
tos antiflingicos para combatir a los hongos resistentes
o que tienen sensibilidad reducida a los compuestos ac-
tuales, asf como para mejorar el rendimiento y la cali-
dad de los cultivos.

En 1988 se identificaron 60 géneros de hongos con
resistencia a 12 diferentes fungicidas. Los distintos tipos
de fungicidas han afectado en mayor o menor grado el
desarrollo de resistencia en hongos. Las infecciones
fingicas de productos almacenados son particularmen-
te dificiles de controlar con productos quimicos, porque
las restricciones son mds fuertes que en el caso de los
cultivos.

Dentro del control biolégico de hongos que in-
fectan plantas cabe resaltar el interés que hay por el
micopardsito Trichoderma harzianum como agente de
biocontrol, interés reflejado en el elevado nimero
de publicaciones que aparecen cada afio por la can-
tidad de cepas que se han identificado y por la variedad
de productos que son usados por los agricultores. El
éxito de estas cepas de Trichoderma estd basado en su
alta capacidad reproductora, su habilidad para sobre-
vivir bajo condiciones desfavorables, su fuerte agresivi-
dad contra hongos que infectan plantas y su eficiencia
en promover el crecimiento de plantas. Los meca-
nismos de biocontrol de Trichoderma harzianum han
sido ampliamente estudiados e involucran competen-
cia, antibiosis e induccién sistemdtica de resistencia
en plantas, entre otros. Las enzimas que produce, como
quitinasas, glucanasas, proteinasas, lipasas y fosfata-
sas, desempefian un papel importante al participar en
la destruccién de la pared celular y de los componentes
de la membrana de ciertos hongos (De la Cruz y cols.,
1995). Ademds pueden actuar de manera sinérgica, lo
cual hace que faciliten la entrada de otras sustancias
con actividad antifingica, como los inhibidores de la
fabricacion de la quitina (dentro de la membrana ce-
lular), que reducen la capacidad del huésped para re-
parar la pared celular.

Respecto a la actividad antiftiingica de la quitinasa
de Bacillus thuringiensis, los estudios llevados a cabo por
Escudero y cols. (1998) indican que el uso de esta en-
zima en el control de hongos que infectan plantas



podria ser dtil. Se ha seleccionado a Bacillus
thuringiensis subespecie israelensis como la cepa
més eficiente para producir quitinasa. Tam-
bién, mediante técnicas de ultrafiltracién, se
ha establecido un método sencillo y rapido
para obtener un concentrado de la enzima en el
que se puede estudiar dicha actividad antiftn-
gica. La investigacion se esta realizando a nivel
invernadero y en campo, en vinculacién con
el Instituto Nacional de Investigaciones Fores-
tales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Vera-
cruz. Como acarreador para la enzima se ha se-
leccionado la quitosana, ya que es un polimero
natural biodegradable y no téxico, que tendria
un doble papel: liberar gradualmente la enzima
para combatir el hongo y servir como bioestimulan-
te para las plantas. Ello es posible gracias a que estos
polimeros, ademds de inducir la fabricacién de protei-
nas de defensa, estimulan las células vegetales para la
produccién de compuestos bioquimicos que fortalecen
la pared celular y mejoran la resistencia a situaciones
de estrés, lo que desencadena cierto aumento en la
masa de la rafz, que se traduce en aumento en la velo-
cidad de crecimiento y en mayor vigor de las plantas.
Recientemente, se ha demostrado que

el extracto crudo de proteina de quitinasa 45
de Bacillus thuringiensis subespecie israelensis

es capaz de inhibir el crecimiento de varios 36
hongos (Griéfica 1). Se ha observado inhibi-

cién en el crecimiento de Aspergillus terreus, B
que alcanza sélo 18%j; en menor grado se E/E\
inhibe el de Aspergillus fumigatus, con 92% £ E

de crecimiento y, de manera moderada, se S 18
ven afectados los hongos Aspergillus flavus,

Nigrospora sp., Rhizopus sp., Aspergillus ni- 9
ger, Fusarium sp., Curvularia sp., Aspergillus

candidus, Absidia sp. y Helminthosporium sp.,

cuyos crecimientos van de 26 a 56%. Por 0

otro lado, la quitinasa de Bacillus thurin-

giensis subespecie israelensis también mostré

efecto sobre el crecimiento de Sclerotium

rolfsii, como lo muestra la Grafica 2. En éste se ob-
tuvo 100% de inhibicién cuando se utilizé una con-
centracién de 0.305 UQ/mg de proteina (Reyes Ra-
mirez, 2000).
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Hongos

Grafica 1. Porcentaje de crecimiento de hongos fitopatdgenos en
caldo papa-dextrosa, con uso de extracto crudo de quitinasas
(0.20 UQ/mg de proteina) de B. thuringiensis subsp. israelensis.
1. Aspergillus terreus, 2. Aspergillus flavus, 3. Nigrospora sp.,
4. Rhizopus sp., 5. Aspergillus niger, 6. Fusarium sp., 7. A. fumi-
gatus, 8. Curvularia sp., 9. Aspergillus candidus, 10. Absidia sp.,
11. Helminthosporium sp. En todos los casos, el crecimiento de
cada hongo en ausencia de quitinasa, se considerdé en 100%.
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Grafica 2. Efecto de la concentracion de extracto crudo de quiti-
nasa de Bacillus thuringiensis subespecie israelensis sobre el cre-
cimiento de Sclerotium rolfsii.
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Actualmente
se conocen aproximadamente
113 ingredientes activos
registrados como fungicidas
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La manera en que las quitinasas pueden ser utili-
zadas en el control de hongos fitopatégenos pueden
resumirse como sigue: i) introducir microorganismos
nativos o genéticamente modificados en la rizosfera,
capaces de expresar y secretar quitinasas; ii) producir
plantas transgénicas que expresen el gene de quitina-
sas (Herrera-Estrella y Chet, 1999); iii) afiadir enzimas
libres o inmovilizadas al agua de riego o incorporarlas
como recubrimiento en las semillas. La aplicacién di-
recta del microorganismo antagonista es el principal
método para introducirlo en el suelo, y el mayor pro-
blema que éste tiene es la necesidad de establecerse

en el ecosistema y vencer la microflora del suelo y
evitar los posibles efectos dafii-
nos en los hongos micorrizas.

La aplicacién de enzimas

L et T
L T

libres o inmovilizadas tiene
un uso potencial en el con-
trol biolégico de hongos fi-
topatégenos. La combinacién
de enzimas quitinoliticas con di-
ferentes modos de accién o en com-
binacién con los microorganismos
antagénicos podria elevar el efecto y el

espectro de inhibicién del patégeno.

CONCLUSIONES

Los datos presentados muestran el potencial biotecno-
légico de las quitinasas de Bacillus thuringiensis en el
control biolégico de insectos (bioinsecticidas) y de
hongos fitopatégenos (biofungicidas). Es posible el
empleo combinado de quitinasas provenientes de dife-
rentes microorganismos (con diferentes modos de ac-
cién) y con otras biomoléculas (por ejemplo, proteinas
Cry), y también es factible encontrar efectos sinérgi-
cos. Una consideracién importante en el desarrollo
de productos que incluyan a las quitinasas de Bacillus
thuringienisis es su compatibilidad con otros métodos
de control. Uno de los propésitos de los agentes de
control bioldgico es el de tratar de disminuir el uso
de productos quimicos; sin embargo, deben englo-
barse dentro de un manejo integrado de plagas, en
el que se incluyan todos los métodos de control, aun el
quimico. Un solo método de control puede ser inade-



cuado, mientras que la combinacién de varios puede
llevar a resultados efectivos.

Finalmente, cabe recalcar que previamente al uso
comercial de una quitinasa de Bacillus thuringiensis
serfa importante estudiar su estructura y su funcion,
y compararlas con las de quitinasas de vertebrados
superiores, as{ como hacer estudios de tipo ecoldgi-
co, una vez que se tenga bien establecida la relacién
quitinasa-protefna Cry-insecto y quitinasa-hongo fi-
topatégeno.
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