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Seleccion de cepas de Bacillus
thuringiensis con efecto nematicida
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RESUMEN. La seleccion y evaluacion de cepas de Bacillus thuringiensis con nuevas potencialidades de control podria
aumentar sus posibilidades de uso. Son pocas las cepas de B. thuringiensis con actividad conocida contra nematodos,
incluyendo especies parasitas de plantas. Se probaron 37 cepas de B. thuringiensis contra Meloidogyne incognita in
vitro. Los criterios de seleccion fueron la reduccion por encima del 80% de la eclosion de las masas de huevos en
comparacion al testigo, y la irreversibilidad de este efecto. Las cepas LBT1, LBT3, LBT4, LBT24, LBT25 y LBT47
provocaron deformacién y detencion del proceso embrionario de los huevos algunos de ellos necrotizados. También varios
juveniles (J2) dentro de las masas de huevos, no reaccionaron bajo estimulos luminosos, y mostraron vacuolizaciones y
deformaciones en el sistema digestivo. La fraccion toxica mas efectiva fue el sobrenadante, que contiene las exotoxinas
termoestables. Aunque la naturaleza quimica de los sobrenadantes no fue determinada, los resultados sugieren que las
exotoxinas termoestables tienen un papel importante en la actividad nematicida.

Palabras claves: control de nematodos, actividad nematicida, plaguicidas bacterianos, exotoxinas.

ABSTRACT. Selection of nematicide Bacillus thuringiensis strains. The selection and evaluation of Bacillus
thuringiensis strains with new control possibilities is an international practice that may increase their use. There are few
B. thuringiensis strains with known activity against nematodes, including plant parasitic species. Thirty-seven strains of
B. thuringiensis were tested against Meloidogyne incognita in vitro bioassays. The selection criteria were the reduction
of egg mass hatchings (more than 80% compared with the control) and the irreversibility of this effect. Strains LBT1,
LBT3, LBT4, LBT24, LBT25 and LBT47 interrupted the development of egg masses, some of which appeared necrotic.
Some juveniles (J2) inside of the egg masses had no reaction under luminic stimuli and others showed vacuolization and
malformations in the digestive system. The most effective toxin fraction was the supernatant, containing the termostable
exotoxins. Although the chemical nature of the supernatants was not determined the results suggested the presence of
extracellular toxins with an important role in the nematicidal activity.

Keywords: nematode control, bacterial pesticides, exotoxins, nematicidal activity.

Introduccion

Bacillus  thuringiensis Berliner es la  bacteria
entomopatdgena mas conocida, estudiada y utilizada como
agente de control microbiano. Mas del 90% del mercado
de bioinsecticidas incluye productos a base de esta bacteria
(Glare y O’Callaghan 2000). En el mundo existen alrededor
de 60.000 aislados de B. thuringiensis, pertenecientes a
colecciones publicas y privadas, lo que revela el interés
que existe en la aplicacion de esta bacteria como agente de
biocontrol (Boucias y Pendland 1998).

La actividad nematicida de cepas nativas de B.
thuringiensis fue observada por Meadows et al. (1990)
en huevos de nematodos de vida libre, con un efecto
diferencial entre las distintas cepas.

A partir de 1992 aparecieron patentes de aplicacion de
Mycogen Corporation (San Diego, EUA), que refieren el
usode cepas de B. thuringiensis como agente biocontrolador
de nematodos fitoparasitos (Zuckerman et al. 1995). Otras
patentes cubren la clonacion de genes de B. thuringiensis'y
su transferencia al genoma de microorganismos y plantas
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para que se expresen alli y controlen los nematodos
susceptibles (August et al. 1994).

Flores et al. (2000) recomendaron el uso de esta
especie para el tratamiento de plantas e incluso animales
susceptibles a nematodos. Zuckerman et al. (1993)
aplicaron la bacteria directamente sobre semillas, plantas
y suelos, obteniendo resultados promisorios contra
Meloidogyne javanica Treub y Tylenchulus semipenetrans
Coob; las cepas no causaron fitotoxicidad ni patogenicidad
a las plantas tratadas (tomate y platano) en condiciones
semicontroladas y en experimentos de campo.

Las formulaciones comerciales que contienen
solamente la d-endotoxina han resultado eficaces para
el control de M. javanaica y T. semipenetrans (Leyns
et al. 1995), y Noel (1990) inform6 sobre los efectos
nematostaticos y nematicidas de la p-exotoxina sobre
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) y Heterodera
glycines Ichinohe.

La variabilidad toxica de los cristales parasporales
de B. thuringiensis es la que conduce a la bioactividad
sobre varios grupos taxondémicos de insectos plagas,
que es la mas conocida a nivel mundial. A diferencia
de las cepas con propiedades insecticidas, no se ha
determinado atn la relacidon entre caracteres genéticos,
patron de proteinas Cry y morfologia de los cristales
toxicos en cepas nematicidas, ni se han establecido
procedimientos de seleccion. Por otra parte, la mayoria
de los estudios que demuestran la actividad nematicida
de esta bacteria han sido realizados en nematodos de
vida libre o zoonematodos, por lo que el objetivo de este
trabajo fue evaluar cepas cubanas de B. thuringiensis
contra Meloydogyne incognita, teniendo en cuenta
como criterios de seleccion la reduccion de la eclosion
de las masas de huevos, la irreversibilidad de este
efecto y la accion biologica de diferentes fracciones
independientemente de la morfologia de los cristales y
la variedad de las cepas, en condiciones in vitro.

Materiales y métodos

Se estudiaron 37 cepas de B. thuringiensis pertenecientes
a la Coleccion de Bacterias Entomopatogenas del
Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal de Cuba
(INISAV), conservadas en agar semisolido, bulbos
liofilizados y glicerol (4 °C). Las cepas fueron cultivadas
en medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et 4l. 1989) hasta
esporulacion total. Se sembrd una asada de cada cultivo
en placas de Petri con agar nutritivo (AN) (Oxoid CM3).
La seleccion de las colonias se realizé estudiando las
caracteristicas morfoldgicas al microscopio de diseccion
(40x). Para determinar la presencia de esporas y cristales
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tipicos de la especie se realizaron tinciones simples con
violeta cristal (0,5%).

Las colonias fueron transferidas a tubos de ensayo con
AN enriquecido con extracto de levadura, para incrementar
el tamafo de los cristales parasporales, durante 96 horas
hasta obtener cultivos totalmente esporulados, a 28 +
2 °C. Después, se prepard una suspension de cada cepa
arrastrando el crecimiento activo de la bacteria en los tubos
de ensayo con solucién salina al 0,85%. La eliminacién de
las células vegetativas y la homogenizacion del cultivo se
lograron manteniendo las cepas a una temperatura de 60
°C durante 15 minutos. Posteriormente se inocularon en
erlenmeyers de 500 mL con caldo nutritivo, dejandolos en
agitacion a 140 r min"'y a 30 = 2 °C hasta la formacion de
cristales. La concentracion de los cultivos se determind a
través de conteos en cdmara de Neubauer. Las muestras
para los bioensayos fueron ajustadas hasta obtener caldos
a una concentracion de 107 esporas mL-!.

Evaluacion del bioensayo

La actividad biolégica de B. thuringiensis se evaluo
mediante los procedimientos citados por Siddiqui (2002)
para evaluar la supresiéon de nematodos formadores de
agallas utilizando otras especies de bacterias. Se utilizaron
poblaciones de M. incognita extraidas de plantas de lechuga
(Lactuca sativa L.) procedentes de cultivos organoponicos
de Ciudad de la Habana. La especie de Meloidogyne fue
identificada por el Dr. Emilio Fernandez, del Laboratorio
de Nematologia del INISAV, de acuerdo con los criterios
de Eisenback (1985).

No se consideraron raices viejas ni necrosadas para
la seleccion de las masas de huevos. La extraccion fue
manual. Las pequefias masas de huevos fueron esterilizadas
superficialmente durante 15 segundos con una solucion de
hipoclorito de sodio, preparada al 0,05% v/v, de modo que no
se dafiara la matriz gelatinosa. Posteriormente, se enjuagaron
con agua destilada esterilizada y se colocaron en vidrios reloj
dentro de placas de Petri de 15 cm de diametro.

En cada vidrio reloj se afiadieron 2 mL de los cultivos
de las diferentes cepas por evaluar, depositando una ooteca
por vidrio reloj. Se incluyé una placa con agua destilada
como testigo y cada cepa tuvo cuatro réplicas; los ensayos
serepitieron en tres ocasiones. Las condiciones de humedad
fueron mantenidas introduciendo algodones humedecidos
con agua en cada placa y los experimentos se realizaron a
26 +2 °C.

La evaluacion se hizo a los 15 dias contando la
cantidad de juveniles emergidos del segundo estadio (J2),
y se determiné el porcentaje de reduccidon con respecto al
testigo sin tratar.
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Determinacion de la estabilidad del efecto de B.
thuringiensis sobre la eclosion de los huevos de M.
incognita

Se consideraron aquellos tratamientos del experimento
anterior donde los porcentajes de reduccion de la eclosion
estuvieron por encima del 80%. Las evaluaciones se
realizaron a los 7y 15 dias.

Las ootecas se transfirieron a vidrios reloj que contenian
solamente agua destilada, aplastandolas suavemente con los
cubreobjetos, y se observaron al microscopio optico (200x%).
Se determinaron caracteristicas anormales en el desarrollo
embrionario de los huevos, asi como el comportamiento
de las larvas del nematodo (movimiento y respuesta ante la
intensidad luminosa) después de este periodo.

Determinacion de las fracciones toxicas con actividad
biologica

Los cultivos se centrifugaron a 5000 r min"!' durante 15 min.
Los precipitados se lavaron dos veces con una solucion
salina (pH = 7,2) con el fin de eliminar restos del medio de
cultivo y concentrar las esporas y cristales.

La biomasa fue resuspendida en solucion salina para
el ajuste de la concentracion (107 esporas mL ) por conteo
en camara de Neubauer. El sobrenadante se filtré con filtro
milipore de 0,2 pu, y fue tratado en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos, verificindose la ausencia de esporas
por siembra de las muestras en AN.

Enelbioensayoseevaluaroncomovariantesloscultivos
completos de cada cepa, la fraccion de los sobrenadantes y
las fracciones que contenian los precipitados formados por
esporas y cristales.

Analisis estadistico

Se empled el modelo de analisis de varianza y la prueba
de Neuman-Keuls con transformacion de los datos de
porcentaje con un 0,95% de niveles de significacion
(Statitct 1988).

Resultados y discusion

Actividad biologica de las cepas en condiciones in vitro
Las cepas LBT-1, LBT-3, LBT-4, LBT-12, LBT-24, LBT-
26, LBT-32, LBT-35, LBT-47 y LBT-49 de B. thuringiensis
manifestaron efectos inhibitorios totales sobre la eclosion
de los huevos de M. incognita, con porcentajes de reduccion
del 100%. Las cepas LBT-2, LBT-5, LBT-14, LBT-20,
LBT-23 y LBT-25 presentaron valores por encima al 80%
(Cuadro 1), valor a partir del cual se considerd presencia
de actividad nematicida en las cepas evaluadas. El resto de
las cepas mostrd niveles de inhibicion inferiores al 80%,
por lo que fueron descartadas.
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Cuadro 1. Efecto de cepas de Bacillus thuringiensis sobre
huevos de Meloidogyne incognita en condiciones in vitro

Reduccion de la

Cepas eclosion (%)?
LBT-1, LBT-3, LBT-4, LBT-12, LBT-

24, LBT-26,LBT-32, LBT-35, LBT-47, 100% a
LBT-49

LBT-14 96,0% a
LBT-25 96,0% a
LBT-2 92,0% a
LBT-20 90,7% a
LBT-23 89,4 % ab
LBT-5 84,1% ab
LBT-46 65,0% b
LBT-48 34,9% ¢
LBT-50 11,6% c
LBT-6, LBT-8, LBT-10, LBT-13, LBT-

16, LBT-19, LBT-21, LBT-27, LBT-29,

LBT-30, LBT-31, LBT-33, LBT-34,

LBT-40 LBT-45, LBT-55, LBT-56,

LBT-59 0% d

Notas: ? Datos expresados en porcentaje de la reduccién con respecto
al testigo; medias con letras desiguales difieren significativamente
segun prueba de Newman-Keuls (p < 0,05); s = 3,65; CV (%) = 15,1.

La mayoria de las cepas efectivas presentaron cristales
bipiramidales y en su mayoria tienen asociadas inclusiones
cubicas, concordando con Carreras (2003), excepto en las
cepas LBT-20 y LBT-25, donde se observaron cristales
cuadrados y amorfos, respectivamente. Por otra parte,
las cepas menos eficaces también presentaron cristales
bipiramidales, y solamente tuvieron inclusiones cubicas.
También coincidié la presencia de un cristal cuadrado
observado en la cepa LBT-6.

Lo anterior sugiere que la especificidad observada
y la forma del cristal no son criterios que indiquen
categoricamente la toxicidad de la bacteria. Hoy en
dia la morfologia del cristal se utiliza como criterio
de caracterizacion de la cepas de B. thuringiensis,
conjuntamente con otros métodos (Kim 2000). No hay
informes que indiquen la morfologia caracteristica de los
cristales de las cepas de B. thuringiensis con actividad
nematicida; tampoco ha sido posible caracterizarlas en
nematodos de vida libre, utilizados frecuentemente en
modelos para bioensayos con esta bacteria.

En todas las cepas que mostraron actividad biologica
sobre M. incognita predomind la variedad kurstaki, excepto
las cepas LBT-20y LBT-25, que pertenecen a las variedades
morrisoni € israelensis, respectivamente, lo cual contrasta
con los resultados obtenidos por Meadows et al. (1990),
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Cuadro 2. Juveniles eclosionados de Meloidogyne incognita
en contacto con agua destilada después de los tratamientos
con Bacillus thuringiensis

Valor promedio de J2

Cepas 7 dias 15 dias
LBT-1 0,5 f 0,5 e
LBT-2 29,5 d 54,0 d
LBT-3 11,0 e 13,0 e
LBT-4 10,0 e 10,5 e
LBT-5 47,5 c 159,5 b
LBT-12 62,0 b 81,0 c
LBT-14 53,0 c 89,0 c
LBT-20 5,0 f 93,0 c
LBT-23 35,0 d 41,0 d
LBT-24 6,0 f 11,5 e
LBT-25 3,5 f 15,0 e
LBT-26 20,5 e 55,5 d
LBT-32 1,0 f 68,0 cd
LBT-35 46,0 c 109,5 b
LBT-47 0,0 f 18,0 e
LBT-49 79,5 a 205,0 a
Control 124,0 a 227,0 a
s=9,0 s=110

CV (%) =11,3 CV (%) = 14,8

Notas: Datos expresados en porcentaje de reduccion respecto al
testigo. Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren
significativamente para la prueba de Newman-Keuls (p < 0,05).

donde las toxinas de variedad israelensis mostraron mayor
actividad en el nematodo de vida libre Turbatrix aceti en
comparacion con las variedades kurstaki y morrisoni.

Se conoce que algunas especies de nematodos han sido
susceptibles a variedades de B. thuringiensis. Alrededor
de 30 serovares resultaron toxicos a huevos del nematodo
zooparasito Trichostrogylus colubriformis, con una DL,
en el rango de 0,09 a 7,1 pg de proteina mL™! (Pinnock
1994). En el mismo estudio, huevos de otras seis especies
de nematodos de vida libre y zooparasitos fueron reportados
susceptibles a la variedad israelensis, con una DLy en un
rango de 0,38 a 7,1 pug de proteina mL! (Pinnock 1994).

Experimentos realizados por Sharma (1994) mostraron
diferencias en los niveles de control de M. incognita entre
las variedades thuringiensis y kurstaki (53-65%); no se
detectaron diferencias significativas entre pardmetros
como la altura, peso fresco de la raiz y de la planta con
respecto al testigo.

Muchos autores han relacionado las variedades de
B. thuringiensis con su actividad bioldgica especifica y
se informa que kurstaki, aizawai, thuringiensis, alesti
y dendrolimus/sotto son toxicas para lepidopteros. B.
thuringiensis var. israelensis y B. thuringiensis var.
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darmstadiensis son toxicos para dipteros. B. thuringiensis
var. tenebrionis y japonesis son activos contra coleopteros
(Lecadet et al. 1999). La determinacion de las variedades
no relaciona directamente la actividad bioldgica de las
cepas, pues no refleja el tipo de gen cry que contiene la
bacteria (Park et al. 1998).

Determinacion de la estabilidad del efecto de B.
thuringiensis sobre la eclosion de los huevos de M.
incognita

El efecto reversible fue otro criterio para seleccionar entre
aquellas cepas del primer tamizaje que redujeron en mas
de un 80% la eclosion de los huevos. A los 7 y 15 dias de
evaluacion, en las cepas LBT-2, LBT-5, LBT-12, LBT-14,
LBT-23, LBT-26, LBT-35 y LBT-49 el efecto nematicida
se perdi6 o fue muy bajo en los primeros 7 dias en relacion
con el testigo (Cuadro 2).

En las cepas LBT-20 y LBT-32 el efecto se redujo
a los 15 dias, observandose valores mas altos de larvas
eclosionadas que en la evaluacion anterior. Este resultado es
importante si tomamos en consideracion que en condiciones
de campo debe lograrse que las cepas utilizadas tengan
efectos razonablemente estables, asumiendo que la toxicidad
es relativa y puede cambiar de acuerdo con las condiciones
ambientales (Sims 1997). Con las cepas LBT-1, LBT-3, LBT-
4, LBT-24, LBT-25 y LBT-47 el efecto se mantuvo hasta los
15 dias, con los menores valores de juveniles eclosionados
al compararlas con el resto de las cepas evaluadas.

Los resultados obtenidos coinciden con lo sefialado
por Chahal y Chahal (1993), quienes transfirieron masas
de huevos de M. incognita a agua luego de ser mantenidas
en Thuricide 0,25% - 1% (B. thuringiensis var. kurstaki),
sin observar la emergencia de juveniles.

El desarrollo embrionario de M. incognita se vio
afectado por cepas de B. thuringiensis seleccionadas a partir
del segundo ensayo in vitro. Los sintomas observados se
caracterizaron por la deformacion y detencion del proceso
embrionario de los huevos; algunos de ellos se encontraban
enestadonecrotico. Losjuveniles presentaron vacuolizacion
interna, deformaciones en el sistema digestivo y ausencia
de respuesta ante estimulos luminosos.

De acuerdo con Aroian (2002), los dafos provocados
por accion de las toxinas de B. thuringiensis juveniles
de Caenorhabditis elegans se manifestaron como
constricciones y vacuolizaciones en el intestino; estos
cambios estructurales sucedieron a tres horas de haber
estado en contacto el nematodo con la bacteria.

Es importante recordar que los huevos de los
nematodos estan protegidos por una pared que consiste de
lipidos, carbohidratos y proteinas, mientras que el principal
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componente de las larvas son las proteinas, generalmente
permeables a los gases (Mena 2001).

Botjer y Bone (1985) demostraron el efecto de B.
thuringiensis var. israelensis sobre T. colubriformis. La
accion de una toxina producida por la bacteria tuvo efectos
similares a los producidos por sustancias detergentes,
causando degradacion de la capa lipidica y alteracion
de la permeabilidad de los huevos. Los mismos autores
detectaron la aparicion en los huevos de fragmentos
electrodensos adosados a la superficie interna de la capa
de quitina, asociados a procesos degenerativos que sufren
las membranas tanto en la pared del huevo como de los
embriones en desarrollo.

La posible alteracion de la permeabilidad podria
inducir a cambios inapropiados en la osmosis o flujo
ionico, influyendo en la viabilidad de los huevos tratados
(Bone et al. 1988). La presencia de vacuolas puede originar
muerte por asfixia, observada en nematodos que crecen en
un medio natural donde existen gases antagonistas (Mena
2004). Se ha descrito que algunas especies de nematodos
utilizan sus reservas de grasas durante periodos de
incubacion con B. thuringiensis var. israelensis, y se ha
determinado la ineficacia de las larvas en relacion con la
presencia de reservas lipidas (Mencho 2001).

Determinacion de las fracciones téxicas con actividad
biologica

La mayor reduccion en la eclosion de las masas de huevos
tratadas se alcanzd con los sobrenadantes de las cepas

100% -
90%
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70% -
60%
50% -
40%

30% -

Reduccion en la eclosion

20% -

10%

LBT-1, LBT-3, LBT-24, LBT-25 y LBT-47. La actividad
toxica de esta fraccion sobre los huevos se mantuvo al
evaluarse el efecto reversible y no observar la emergencia
de juveniles en ninguna de las cepas durante los 15 dias de
evaluacion (Figura 1).

No hubo diferencias significativas entre el cultivo
completo y el sobrenadante de las cepas LBT-1, LBT-3 y
LBT-24. Las tres fracciones probadas de la cepa LBT-25
no difirieron entre si, ejerciendo un efecto similar sobre la
eclosion de los huevos de M. incognita.

Las fracciones de los cultivos completos y el
precipitado formado por el complejo espora-cristal
tuvieron un efecto significativo en la eclosion de los
huevos con la cepa LBT-4. Otros autores han indicado
resultados similares: Leyns et al. (1995) demostraron
la actividad nematicida utilizando mezclas de esporas y
cristales de aislados de B. thuringiensis contra juveniles
y adultos de C. elegans, mientras que en estudios previos,
utilizando fracciones ricas en cristales, la actividad
ovicida fue atribuida a la proteina cristal (Botjer et 4l.
1985; Meadows et al. 1989, 1990). Narva et al. (1991),
en un estudio con preparaciones comerciales de B.
thuringiensis, consideraron que la actividad nematicida
podia deberse a la accion de las d-endotoxinas.

Los resultados sugieren que las exotoxinas
termoestables del sobrenadante tuvieron mayor efectividad
(toxica) cuando se ensayaron las cepas LBT-1, LBT-3,
LBT-24, LBT-25 y LBT-47, sin apreciarse diferencias
significativas entre ellas. Esto confirmo las observaciones

BCultivo
[E Precipitado
OSobrenadante

0%

Cepas

LBT-24

Figura 1. Efecto de las fracciones de cepas de Bacillus thuringiensis sobre la eclosion de los huevos de Meloidogyne incognita.
Medias con letras desiguales difieren significativamente para la prueba de Newman-Keuls (p < 0,05).
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realizadas por Prasad et al. (1972), Noel (1990) y Singer
et al. (1994), quienes relacionaron la toxicidad de cepas
de B. thuringiensis contra nematodos con la produccion de
exotoxinas extracelulares, liberadas en el sobrenadante del
medio de cultivo.

Las especies susceptibles a la f-exotoxina pueden
ser afectadas mediante la ingestion o la inyeccion de
la toxina, aunque hay algunas especies susceptibles
al contacto, como algunas moscas y acaros, donde las
concentraciones subletales provocan un retardo en el
desarrollo de las larvas y efectos teratogénicos en larvas
y pupas (Gohar y Perchat 2001).

Noel (1990) ha informado sobre los efectos
nematostaticos y nematicidas de B. thuringiensis causados
unicamente por la [(-exotoxina
incognita 'y Heterodera glycines.

Zuckerman et al. (1993) reportaron la eficacia
de una cepa de B. thuringiensis contra M. incognita y
Rotylenchus reniformis en experimentos de campo y en
condiciones semicontroladas. Las aberturas del cuerpo de
estos nematodos son muy pequefias como para permitir
la penetracion de la bacteria, por lo que sugirieron que el
modo de accidn podia atribuirse a la exotoxina o a una -
endotoxina muy especifica, liberada con la lisis celular.

Carneiro et al. (1998) informaron en sus estudios con
diferentes cepas de B. thuringiensis acerca de la actividad
nematicida sobre juveniles de M. javanica, determinando
que los mayores porcentajes de mortalidad y efectos toxicos
que provocaron inmovilizacién de las larvas y ausencia
de recuperacion de las mismas en agua destilada estaban
relacionados con la presencia de exotoxinas encontradas
en el sobrenadante tratado a 120 °C por 15 min, no asi
cuando evaluaron la mortalidad empleando una suspension
de esporas y cristales.

En el mercado hay formulaciones comerciales que
contienen solamente la 8-endotoxina que arrojan resultados
positivos (Meadows et al. 1990, Sharma 1994). Por otra
parte, se ha demostrado el impacto de formulaciones a
base de exotoxinas de B. thuringiensis en el desarrollo y
multiplicacion de diferentes especies de nematodos de vida
libre (Shevtsov et al. 1996).

El pequefio tamafio de los estiletes de los nematodos
imposibilita que estos ingieran los cristales toxicos y se
desencadene todo el mecanismo de accién propio de las
0-endotoxinas. Por tanto, al no predisolverse esta toxina,
resulta dificil comprender que la actividad nematicida de
B. thuringiensis se origine en ellas, por lo cual el criterio
mas actualizado estd encaminado a explicar la actividad
nematicida a partir de las exotoxinas de B. thuringiensis
(Glare y O’Callaghan 2000).
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