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COMPOSICIÓN NEMATOCIDA QUE COMPRENDE BACILLUS SUBTILIS Y 

BACILLUS LICHENIFORMIS 

SÍNTESIS DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se relaciona con una composición 

que comprende Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, 

que presenta un efecto nematicida sobre los fitonematodos 

que atacan las plantas y/o su hábitat, con su uso, con un 

proceso para elaborarla, con el uso de Bacillus subtilis y 

de Bacillus licheniformis, con procesos para controlar y/o 

combatir los fitonematodos y/o para conferir una 

resistencia específica a ellos y con un conjunto de 

elementos. En particular, la invención se relaciona con 

Bacillus subtilis (DSM 17231) y con Bacillus licheniformis 

(DSM 17236). 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La intensificación de la actividad agrícola ha dado 

como resultado un desequilibrio ecológico, por lo que 

actualmente es imprescindible usar productos selectivos que 

no afecten el equilibrio entre las plagas y sus 

depredadores, sus parasitoides y sus patógenos, los cuales 

son responsables de la mayor parte del control biológico, 

ya que con ellos pueden mantenerse las poblaciones de 

plagas en niveles aceptables (Dent, D., Insect pest 

gestión. Cambridge: Cabi Bioscience 2000). 

Con el objeto de revertir esta situación, se ha 

recomendado el desarrollo de programas con los que puedan 

gestionarse las plagas de manera integrada, que sean útiles 
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como sistemas de decisión para el uso de las tácticas de 

control, de manera individual o en una combinación 

armoniosa, en el contexto de una estrategia de gestión que 

esté basada en una relación costo/beneficio en la que se 

tenga en cuenta el interés de los granjeros, de la sociedad 

y de el ambiente y/o el impacto sobre ellos. Entre las 

medidas de control que se encuentran disponibles para estos 

sistemas de gestión pueden mencionarse los nematodos 

entomopatogénicos y los insectos parasitoides, con los 

cuales pueden abarcarse diversas áreas del control 

biológico de las plagas. 

En el contexto de la sociedad moderna y ecológica 

actual, donde existe la preocupación de preservar el medio 

ambiente, se considera que el control biológico es una 

alternativa y/o un suplemento atractivo para los métodos de 

control convencionales. El control biológico está 

relacionado con el uso de un organismo (un depredador, un 

parásito o un patógeno) que ataca otro organismo, que es el 

que provoca daños en los cultivos. Esta es una estrategia 

muy común en los sistemas agroecológicos y en la 

agricultura convencional, que está basada en la gestión 

integrada de las plagas (IPM). 

Aunque con el control biológico ha sido posible 

obtener respuestas positivas relacionadas con la reducción 

o la eliminación del uso de plaguicidas y con la mejora del 

ingreso de los granjeros, sobre la base del análisis del 

conjunto de experimentos que se han llevado a cabo a nivel 
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mundial puede concluirse que los resultados se han 

concentrado en unos pocos cultivos, por lo que todavía es 

necesario continuar con el desarrollo en las áreas 

relacionadas con el control de las plagas y de las 

enfermedades. 

La atención se ha centrado principalmente en la 

investigación del control biológico basado en el uso de 

bacterias capaces de colonizar las raíces de las plantas, 

que se conocen como rizobacterias. Las rizobacterias que 

resultan beneficiosas para promover una mejora en el 

control biológico de las bacterias patogénicas de las 

plantas y/o para actuar en el contexto de dicho control se 

conocen como rizobacterias capaces de promover el 

crecimiento de las plantas o PGPR. A través de las PGPR, 

puede incrementarse la disponibilidad de los nutrientes 

para las plantas y pueden obtenerse combinaciones y 

concentraciones de las sustancias con las que puede 

promoverse el crecimiento. Sin embargo, el efecto más 

importante de las rizobacterias es la supresión de los 

patógenos que resultan perjudiciales para el crecimiento de 

las plantas. La inhibición de las bacterias perjudiciales 

tiene lugar a través de la producción de sideróforos, es 

decir, sustancias que actúan bajo condiciones de baja 

disponibilidad de fósforo, con lo que puede reducirse en 

una medida mayor el nivel de fósforo disponible para otros 

microorganismos de la rizosfera o para la producción de 

antibióticos. 
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ESTADO DE LA TÉCNICA 

La presión de la sociedad para reemplazar los 

nematicidas por productos o técnicas que sean aceptables 

desde el punto de vista ambiental ha motivado el desarrollo 

de métodos alternativos que sean útiles para controlar los 

nematodos. En este contexto, se ha considerado que el 

control biológico es una alternativa para poner en práctica 

un abordaje integrado, cuyo propósito sería asegurar el 

desarrollo sostenible de la agricultura. Determinadas áreas 

de la investigación se han centrado en el uso de enemigos 

naturales, que pueden dar como resultado una disminución en 

las poblaciones de nematodos hasta niveles inferiores a los 

que están asociados a los daños a nivel económico. 

A causa del riesgo que representan los plaguicidas 

sintéticos para el ser humano y para el ambiente, se ha 

incrementado la necesidad de desarrollar herramientas como 

el control biológico con el propósito de optimizar los 

sistemas agrícolas sostenibles. 

La solicitud de patente europea EP 0705807A1 está 

relacionada con una preparación de bacterias con la que 

puede acondicionarse el suelo, que comprende bacterias que 

pertenecen al género Bacillus, tales como Bacillus subtilis 

o Bacillus licheniformis. Con esta preparación, pueden 

prevenirse las lesiones en las raíces de los cultivos que 

suelen ser provocadas por los nematodos. 

La solicitud de patente brasilera BR PI 0604602-9A 

está relacionada con el uso de una cepa de Bacillus 
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subtilis en combinación con Bacillus licheniformis en el 

control de los fitonematodos. 

Siddiqui y Mahmood (1999) han descripto la función que 

cumplen las bacterias en la gestión de los nematodos 

parásitos de las plantas, y han demostrado que Bacillus 

subtilis y Bacillus licheniformis pueden ser útiles contra 

fitonematodos como Meloidogyne spp., Heterodera spp. o 

Rotylenchulus. 

Los inventores de la presente invención han llevado a 

cabo una investigación y un análisis extensos para 

desarrollar métodos biológicos con los que puedan 

controlarse los nematodos, sobre la base de la 

identificación de dos cepas salvajes de Bacillus subtilis y 

de Bacillus licheniformis, que en particular, son útiles 

para reducir las lesiones en las raíces que son provocadas 

por los nematodos. 

DESCRIPCIÓN BREVE DE LOS DIBUJOS 

Figura 1. Flujo de las condiciones de operación de los 

procesos de mezcla en la manufactura. 

Figura 2. Porcentaje de inhibición del movimiento de los 

juveniles después del efecto de los productos 

biológicos. A: Meloidogyne incognita; B: M. 

javanica, C: M. paranaensis. 

Figura 3. Porcentaje de inhibición de eclosión después del 

efecto de los productos biológicos. A: 

Meloidogyne incognita; B: M. javanica, C: M. 

paranaensis. 
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Figura 4. Promedio de la cantidad de juveniles de la 

segunda etapa de Meloidogyne exigua que han 

penetrado, porcentaje de la penetración e 

inhibición de la penetración en raíces de 

tomate “Santa Cruz Kada Gigante”, tres semanas 

después de la inoculación. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

Rizobacterias 

En el suelo se aloja una comunidad biológica compleja 

que abarca microorganismos procariotas y eucariotas que son 

tanto numerosos como diversos. Algunos procariotas ocupan 

el nicho ecológico de la rizosfera y/o el rizoplano de las 

plantas, donde se multiplican, sobreviven y se protegen de 

la acción antagónica de la microflora restante del suelo. 

En general, estos organismos se conocen como rizobacterias. 

En asociación con las plantas, las rizobacterias pueden 

tener un efecto perjudicial, nulo o beneficioso. Las 

rizobacterias que presentan un efecto beneficioso, por 

ejemplo, en el contexto de la promoción del crecimiento y 

el control biológico de las enfermedades, se conocen como 

PGPR (rizobacterias capaces de promover el crecimiento de 

las plantas). Se estima que solamente 0,6% de las 

rizobacterias presentan efectos beneficiosos sobre las 

plantas a las que están asociadas. 

Las PGPR como agentes de control biológico 

Las PGPR han sido usadas en el control biológico de 

las enfermedades de las plantas con el propósito de 
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incrementar la productividad de los cultivos. Todavía es 

necesario profundizar la investigación en los mecanismos y 

las razones que rigen este control biológico. 

En algunas situaciones, es posible que el control 

biológico tenga lugar a través del antagonismo directo que 

es ejercido por las PGPR sobre el patógeno, con la 

participación de mecanismos antibióticos conocidos: la 

producción de sustancias antimicrobianas, el parasitismo 

directo y la competición por los nutrientes y por los 

nichos ecológicos. A través de diversas investigaciones, se 

ha demostrado que determinadas PGPR parecen actuar a través 

de un mecanismo de ISR (resistencia sistémica inducida), de 

manera tal que la planta adquiere una protección sistémica 

contra más de un patógeno, a diferencia del control 

biológico clásico, cuyo propósito es implementar el control 

de una manera más específica. 

Cuando las PGPR colonizan el sistema radicular, las 

moléculas que constituyen las células bacterianas o que son 

sintetizadas por ellas actúan como desencadenantes de una 

señal bioquímica. Esta señal es trasladada hasta sitios 

distantes del sitio donde se origina. Los genes que 

codifican los componentes de la resistencia dinámica se 

desactivan y se expresan en presencia de una resistencia 

sistémica inducida. 

Algunas rizobacterias producen metabolitos tóxicos que 

afectan el movimiento de los nematodos in vitro, mientras 

que otras inhiben la eclosión de los juveniles y el proceso 
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a través del cual penetran en las raíces. 

Efecto de las rizobacterias sobre los nematodos parásitos 

de las plantas 

El control que ejercen las rizobacterias sobre los 

nematodos puede implementarse de diversas maneras y puede 

afectar distintas fases del ciclo de vida de los nematodos: 

- los huevos: los antibióticos y las toxinas que son 

producidos por las bacterias en la rizosfera se transportan 

por difusión hasta el suelo, desde donde pueden ser 

absorbidos por los huevos de los nematodos, en los cuales 

pueden exterminar las células e impedir el desarrollo de 

los embriones; 

- la eclosión: las rizobacterias degradan los exudados 

de las raíces que actúan como factores que favorecen la 

eclosión de nematodos de diversas especies, y también es 

posible que los compuestos que son absorbidos por los 

huevos de los nematodos inactiven la eclosión o provoquen 

deformaciones durante el desarrollo que la impidan por 

completo; 

- el direccionamiento y la movilidad: la transformación 

de los exudados de las raíces con los subproductos del 

metabolismo de las rizobacterias puede impedir que los 

nematodos reconozcan los estímulos quimiotrópicos, lo que 

dará como resultado un movimiento al azar hasta que se 

agoten sus reservas de energía y mueran sin ingresar en las 

raíces; si los nematodos pueden reconocer los exudados de 

las raíces y pueden dirigirse hasta ellas, algunos 



9 

 

productos de origen bacteriano pueden presentar 

características nematostáticas y pueden reducir la 

movilidad de los nematodos, de manera tal de impedirles que 

ingresen en las raíces; 

- el reconocimiento del huésped: las sustancias que son 

producidas por las rizobacterias son absorbidas por las 

raíces y pueden alterar su composición química, lo que 

puede impedir que los nematodos reconozcan su huésped; 

también se cree que las rizobacterias pueden unirse a las 

lectinas en la superficie de las raíces, que son el sitio 

donde tiene lugar la unión entre los nematodos y las 

plantas que los hospedan, con lo que puede impedirse que 

tenga lugar el reconocimiento; 

- la penetración en las raíces: las toxinas o los 

repelentes que se producen en las rizobacterias pueden 

hallarse en una concentración elevada en la región del 

rizoplano o en el contenido de las células que conforman la 

epidermis de las raíces, desde donde pueden impedir que los 

nematodos penetren en las plantas huésped; 

- los alimentos: las rizobacterias y los productos de su 

metabolismo pueden ser absorbidos por las plantas, donde 

pueden permitir que se perciba la presencia de los 

nematodos y se desencadene una reacción de 

hipersensibilidad en las células gigantes, lo que 

constituye el mecanismo principal que rige la resistencia 

del huésped a los nematodos del género Meloidogyne; esta 

resistencia, que se conoce como resistencia sistémica, no 
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es intrínseca de la planta, sino que se trata de una 

reacción que es inducida en presencia de las PGPR. 

- la reproducción: algunas rizobacterias presentan un 

efecto mayor en el contexto de la reducción de la cantidad 

de huevos que en el contexto de la reducción de la cantidad 

de agallas, por lo que aquél podría ser uno de sus 

mecanismos de operación. 

El ambiente de la rizosfera 

Uno de los métodos más convenientes para introducir 

las rizobacterias en el ambiente de las raíces está basado 

en una aplicación previa a la siembra sobre las semillas. 

Durante el proceso de germinación de las semillas, se 

liberan hidratos de carbono y aminoácidos en cantidades 

abundantes, en forma de exudados de las semillas. De esta 

manera, los organismos que se introducen en el suelo junto 

con las semillas pueden utilizar los exudados como fuente 

de nutrición, para luego colonizar las raíces a medida que 

emergen. Los aislados de rizobacterias que presentan una 

mayor capacidad de utilizar los exudados de las raíces y de 

las semillas pueden poseer una ventaja selectiva en el 

contexto de la colonización de las raíces. 

Las rizobacterias del género Bacillus han sido 

asociadas al control de los nematodos. Sikora, R. A. 

(Interrelationship between plant health promoting 

rizobacteria, plant parasitic nematodes and soil 

microorganisms. Medicine Faculty Landbouww Rijksuniv Gent, 

Landbouww, v. 53, n. 2b, p. 867-878, 1988), observó una 
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disminución de aproximadamente 60-65% en las infecciones de 

Meloidogyne arenaria, de M. incognita y de Rotylenchulus 

reniformis cuando trató las semillas de diversos cultivos 

con una cepa de Bacillus. 

Ventajas de las rizobacterias para las aplicaciones 

comerciales 

Las rizobacterias presentan numerosas ventajas sobre 

los nematicidas, e incluso sobre otros agentes de control 

biológico: son fáciles de producir en masa, resultan 

fáciles de almacenar, pueden adaptarse a la tecnología que 

se emplea para la formulación y no es necesario someterlas 

a una manipulación genética. 

Las rizobacterias pueden aplicarse tratando el 

sustrato, sumergiendo los sistemas radiculares de los 

retoños en suspensiones de las bacterias, regando las 

plantas con suspensiones de las bacterias, sumergiendo las 

semillas en suspensiones de las rizobacterias o elaborando 

pellets con las PGPR y las semillas en alginato. 

Bacterias del género Bacillus 

Las especies de Bacillus son bacterias Gram positivas 

que se caracterizan por presentar paredes celulares gruesas 

y por carecer de membranas externas, lo que las diferencia 

de las bacterias Gram negativas. La mayor parte de las 

paredes de las bacterias Gram positivas está compuesta por 

peptidoglucanos. 

Las especies Gram positivas se dividen en grupos sobre 

la base de sus características morfológicas y bioquímicas. 
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El género Bacillus pertenece al grupo de las bacterias que 

son capaces de esporular. Las especies que presentan 

estructuras que pueden formar esporas son resistentes a los 

cambios en el ambiente, al calor seco y a determinados 

desinfectantes químicos durante períodos de tiempo modera-

dos. Pueden subsistir en tierra seca durante varios años. 

Uso de Bacillus spp. en el control de los nematodos 

Los nematodos son responsables de pérdidas severas en 

la producción agrícola. Las pérdidas estimadas en los 

cultivos de importancia económica a nivel mundial son de 

aproximadamente 100000 millones de dólares por año. 

No siempre resulta posible usar cultivares resistentes 

a los nematodos, debido a que no hay fuentes de resistencia 

disponibles para el desarrollo, a que algunos cultivares 

resistentes no pueden adaptarse a determinadas regiones o 

temporadas de cultivo y a que ocasionalmente la resistencia 

puede degradarse en el campo. En general, no se recomienda 

el control químico de los nematodos debido a que suele 

carecer de eficacia, a que es costoso, a que deja residuos 

en los alimentos y a que provoca contaminación en el 

ambiente. A causa de estas desventajas, existe una presión 

creciente por parte de la sociedad para restringir el uso 

de las sustancias químicas, lo que se traduce en la demanda 

por parte de los granjeros de productos que no sean tóxicos 

para los seres humanos y para los animales, que resulten 

económicos y que sean muy eficaces para controlar los 

nematodos. 
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Se sabe que diversos microorganismos del suelo son 

parásitos o depredadores de los nematodos. La acción de 

estos microorganismos puede ser el resultado de un efecto 

directo o indirecto, y puede estar mediada por una 

interferencia con diversas etapas del ciclo de vida del 

patógeno. 

Bacillus subtilis 

Cuando B. subtilis se aplica sobre las semillas o 

sobre al tierra, los efectos beneficiosos que produce no 

solamente se deben al antagonismo sobre los patógenos, sino 

también a que esta bacteria tiene una influencia positiva 

sobre la germinación, el desarrollo y el rendimiento de los 

cultivos, lo cual puede atribuirse a la producción de 

sustancias que promueven el crecimiento y la mejora de la 

nutrición de la planta, principalmente merced a la 

solubilización del fósforo. 

Género Meloidogyne 

Los nematodos del género Meloidogyne (los nematodos de 

los nudos de las raíces) presentan una diversidad notable 

sobre las plantas que los hospedan y pueden hallarse en 

diversas regiones del mundo, donde provocan pérdidas en una 

variedad de cultivos. El síntoma principal es la presencia 

de agallas en las raíces de las plantas. Estas agallas 

toman la forma de deformaciones o espesamientos en el 

sistema radicular. Las plantas afectadas se debilitan, se 

caracterizan por una productividad baja, una defoliación 

temprana y una declinación prematura, y ocasionalmente 



14 

 

pueden perecer. Estos síntomas pueden potenciarse bajo 

condiciones de estrés a causa de la falta de nutrientes o 

de sequía. 

Inicialmente, los juveniles de la segunda etapa (J2) 

de Meloidogyne penetran en las raíces y establecen un sitio 

de alimentación en la región del cilindro central. Durante 

el desarrollo de los nematodos, los juveniles J2 se 

desarrollan hasta producir machos o hembras adultas. Los 

machos adultos abandonan el sistema radicular, mientras que 

las hembras permanecen en las raíces. Durante su desa-

rrollo, las hembras de Meloidogyne generan aproximadamente 

500 huevos, que son depositados en una matriz gelatinosa en 

el exterior de las raíces. Una vez que eclosionan los 

huevos, surgen los juveniles J2, que infectan nuevamente el 

sistema radicular. El ciclo de vida de los nematodos de los 

nudos de las raíces tiene una duración aproximada de cuatro 

semanas, y puede desarrollarse bajo condiciones de 

temperatura poco favorables. Las temperaturas inferiores a 

20ºC o superiores a 35ºC y las condiciones de sequía o de 

exceso de agua en el suelo pueden dar como resultado una 

demora en el desarrollo y una disminución en la 

supervivencia de los nematodos. 

El control de Meloidogyne incognita y de M. javanica 

puede llevarse a cabo mediante el uso de sustancias 

químicas que contienen ingredientes activos determinados, 

tales como el carbofurano, el etoprofos, el aldicarb, el 

metam-sodio o el fenamifos, entre otros, en función del 
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cultivo en cuestión. La práctica de rotación en los 

cultivos también es importante en el control, debido a que 

de esta manera pueden desarrollarse cultivos diferentes del 

huésped, como es el caso del maní, el ananá o el arroz, o 

pueden emplearse plantas de otras especies como cobertura 

para el suelo, tales como la avena. 

El nematodo Meloidogyne exigua es agresivo y se ha 

dispersado ampliamente en las plantaciones. Hay diversos 

métodos disponibles con los cuales es posible ejercer un 

control químico en las áreas que se encuentran infestadas 

por M. exigua, que incluyen el uso de sustancias químicas 

que contienen terbufos o carbofurano como ingrediente 

activo, en función del tipo de cultivo. Entre los cultivos 

diferentes del huésped que pueden mencionarse en este 

contexto se encuentran el algodón, el maní, el arroz y la 

avena. 

Al igual que M. exigua, M. paranaensis se ha 

dispersado ampliamente en los cultivos de café, pero no es 

un problema tan severo en otros cultivos. Con relación a su 

control, se han obtenido resultados positivos mediante el 

uso del hongo Paecilomyces lilacinus, con el cual ha sido 

posible reducir las poblaciones de este nematodo en las 

raíces de tomates “Santa Clara" cultivados en invernaderos. 

El uso de las rizobacterias en el contexto del control 

biológico es conocido. Sin embargo, el solicitante ha 

desarrollado una composición que comprende dos cepas de 

Bacillus: Bacillus subtilis DSM 17231 (que también se 
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conoce como DSM 5750), o una mutante de ésta, y Bacillus 

licheniformis DSM 17236 (que también se conoce como DSM 

5749), o una mutante de ésta, que presenta efectos 

nematicidas sobre los fitonematodos en las plantas de 

cultivo. 

Por lo tanto, el primer aspecto de la invención se 

relaciona con las cepas o las mutantes novedosas que se 

describen en la presente. 

Para aquellos versados en la técnica, ha de resultar 

evidente que, mediante el uso de las cepas que se han 

depositado como material de partida y procedimientos de 

mutagénesis o re-aislamiento convencionales, será posible 

desarrollar mutantes o derivados adicionales que retengan 

las características y las ventajas relevantes que se 

describen en la presente. En el contexto del primer 

aspecto, el término “mutante” hace referencia a una cepa 

mutante que puede obtenerse usando cualquiera de las cepas 

que se han depositado como material de partida. 

En general, se considera que los fitonematodos tienen 

un impacto negativo sobre los cultivos comerciales. Los 

nematodos que pueden combatirse con una composición de 

acuerdo con la presente invención incluyen los nematodos de 

los géneros Meloidogyne, Pratylenchus, Heterodera, 

Globodera, Ditylenchus, Tylenchulus, Xiphinema, Radopholus, 

Rotylenchulus, Helicotylenchus y Belonolaimus. Se considera 

que las especies del género Meloidogyne son particularmente 

relevantes, ya que dan cuenta de aproximadamente 95% del 
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total de infestaciones en los cultivos y de aproximadamente 

5% de las pérdidas totales en los cultivos a nivel mundial. 

Además de los componentes activos, las composiciones de 

acuerdo con la presente invención pueden contener 

excipientes, portadores y/o vehículos apropiados para 

aplicaciones agroquímicas. 

En particular, las composiciones de acuerdo con esta 

invención son útiles para combatir los nematodos en las 

plantas de cultivo. 

Entre las plantas de cultivo más importantes puede 

mencionarse la caña de azúcar, el café, la soja, el 

algodón, el maíz, la papa, el tomate, el tabaco, la banana, 

el arroz, el trigo, el avocado, el ananá, el zapallo, el 

cacao, el coco, la avena, la cebolla, la lechuga, el yute, 

la zanahoria, la casava, el haba, el girasol, el pimiento, 

el nabo, la manzana, la frutilla, la okra y el rábano. 

En el contexto de la fruticultura, puede mencionarse el 

pomelo, la vid, la guava, la papaya, el higo, el durazno, 

la ciruela y la néspera. En el contexto de la horticultura, 

puede mencionarse la berenjena y las crucíferas. 

En el contexto de la floricultura, puede mencionarse 

la rosa, el crisantemo, el lisianto, la margarita, 

Amaryllis, la begonia y la celosía. 

La presente invención está relacionada con una 

composición que comprende Bacillus subtilis DSM 17231, o 

una mutante de ésta, y Bacillus licheniformis DSM 17236, o 

una mutante de ésta, y con un conjunto de elementos que 
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comprende una composición como la que se ha mencionado o 

una composición que puede prepararse con el proceso de 

elaboración que se describe en la presente, además de 

instrucciones y un recipiente apropiado. 

También se provee un proceso con el que puede 

prepararse una composición que comprende Bacillus subtilis 

DSM 17231, o una mutante de ésta, y Bacillus licheniformis 

DSM 17236, o una mutante de ésta, junto con vehículos, 

portadores y/o coadyuvantes aceptables para aplicaciones 

agroquímicas, así como el uso de dicha composición en el 

control y/o el combate de los fitonematodos y/o en la 

introducción de una resistencia específica a ellos. 

Por otro lado, la invención está relacionada con el 

uso de una cantidad eficaz de Bacillus subtilis DSM 17231, 

o de una mutante de ésta, y de Bacillus licheniformis DSM 

17236, o de una mutante de ésta, en la manufactura de una 

composición agroquímica que presenta efectos nematicidas 

sobre los fitonematodos en las plantas de cultivo. La 

invención también está relacionada con procesos para 

controlar y/o combatir los fitonematodos y/o para conferir 

una resistencia específica a ellos. 

Los ejemplos ilustrativos que se proveen a 

continuación tienen por objeto describir la presente 

invención con mayor detalle. En este contexto, las 

formulaciones que se describen pueden ser meras referencias 

a algunos medios relacionados con determinadas formas de 

realización de la presente invención, por lo que no han de 
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ser interpretados como una limitación para su alcance. 

EJEMPLOS 

Composición de acuerdo con la invención 

Bacillus subtilis (DSM 17231): 1,6 x 1010 cfu/g 

Bacillus licheniformis (DSM 17236): 1,6 x 1010 cfu/g 

Ingredientes Porcentaje 

mínimo (%) 

Porcentaje 

máximo (%) 

Bacillus subtilis (DSM 

17231) 

2,4 3,0 

Bacillus licheniformis 

(DSM 17236) 

2,4 3,0 

Maltodextrina 94,2 93,0 

Dióxido de silicio 1,0 1,0 

Esta composición puede ser empleada como un polvo 

mojable. Sin embargo, esta composición también puede 

proveerse en cualquier otra forma apropiada, por ejemplo, 

en forma de un polvo, de una solución, de una suspensión o 

de gránulos, entre otros. 

Condiciones de operación de los procesos de mezcla en la 

manufactura 

Presentación de los ingredientes/materiales 

La receta es elaborada por personal capacitado en la 

verificación de los artículos recibidos. De acuerdo con el 

objetivo de la elaboración, se envía una lista de 

ingredientes y de las cantidades en que han de ser usados a 

la fábrica. 

Pesaje de los ingredientes/materiales 
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Los ingredientes se reciben en la fábrica, se pesan y 

se colocan en una mezcladora de acero inoxidable. 

Mezcla 

Los ingredientes se mezclan después de someterlos al 

tratamiento que se describe en el SOP (procedimiento de 

operación convencional). 

Análisis 

Se toman muestras para determinar la cantidad de 

colonias, lo cual se expresa en cfu/g. 

Embotellado 

El producto se coloca en bolsas con una capacidad de 

20 kg que comprenden una lámina de protección interna, o 

bien en recipientes de polietileno con una capacidad de 1,0 

ó 5,0 kg. 

Cierre 

Las bolsas se cierran y se sellan. Los recipientes se 

sellan con un tapón y se someten a un procedimiento de 

inducción magnética. 

Tratamiento con paletas 

Los productos envasados se colocan en paletas de 

madera para someterlos a un control de calidad (QC). 

Almacenaje 

El producto final se almacena, se sella y se 

identifica apropiadamente. Cada lote se registra con un 

programa electrónico que se encuentra disponible para todos 

los operadores en cada sector de interés. 

Despacho 
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Una vez que es liberado por el área de QC, el producto 

permanece en el almacén de despacho hasta el momento de la 

comercialización. 

En la figura 1 se representa un diagrama de flujo de 

este proceso. 

Análisis in vitro 

Análisis 1 

El objetivo fue analizar el efecto in vitro de los 

productos biológicos basados en bacterias Bacillus, en el 

contexto del control de fitonematodos como Meloidogyne 

incognita, M. javanica y M. paranaensis. 

Materiales y métodos 

Se analizaron fitonematodos de tres especies del género 

Meloidogyne: M. incognita, M. javanica y M. paranaensis, y 

dos productos biológicos en dos dosis diferentes: un 

producto japonés que estaba basado en una especie de 

Bacillus y el producto Nemix®, que está compuesto por 

Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, con 97,8% de 

lactosa y dióxido de silicio. El nematicida que se empleó 

como referencia para la efectividad fue 150G TEMIK® 

(aldicarb), cuyas características se detallan a 

continuación: 

- Marca: TEMIK® 150, 

- Proveedor: Bayer CropScience, Ltd., 

- Calificación: acaricida, insecticida, nematicida, 

- Formulación: GR – Granular, 

- Ingrediente activo (i.a.): aldicarb, 



22 

 

- Concentración del i.a: 150 g/kg, 

- Método de aplicación: sobre la tierra, 

- Modo de empleo: en el suelo, 

- Clasificación toxicológica: I – extremadamente tóxico. 

En el experimento, se emplearon seis tratamientos: 

- Agua: control absoluto, 

- P1D2: el producto japonés en una dosis de 2 kg·ha-1, 

- P1D4: el producto japonés en una dosis de 4 kg·ha-1, 

- El producto Nemix en una dosis de 2 kg·ha-1, 

- El producto Nemix en una dosis de 4 kg·ha-1, 

- El nematicida aldicarb (TEMIK® 150G) en una dosis de 

15 kg·ha-1. 

Análisis para evaluar la actividad de los productos sobre 

los nematodos 

Obtención de los juveniles de la segunda etapa de 

Meloidogyne 

Se lavaron raíces de café y de tomate que habían sido 

infectadas con diversas especies de Meloidogyne para 

remover el exceso de tierra adherida. Posteriormente, se 

las cortó y se las procesó en una licuadora, según se ha 

descripto (Boneti, J. I. S., y Ferraz, S., Modificação de 

método de Hussey e Barker para extração de ovos de 

Meloidogyne exigua de raízes de cafeeiro. Fitopatologia 

Brasileira, Brasília, DF, v. 6, Nº 3, p. 553, 1981). 

Las raíces fueron cortadas en fragmentos con una 

longitud aproximada de 1 cm. Éstos se colocaron en una 

licuadora que había sido rellena con una solución de 



23 

 

hipoclorito de sodio con cloro activo al 0,5%, con el 

propósito de cubrir el material. En promedio, la licuadora 

fue accionada a la velocidad más baja durante 40 segundos. 

Luego se hizo pasar la suspensión a través de un tamiz de 

malla 100 que estaba superpuesto sobre un tamiz de malla 

500. Se recolectó el residuo del tamiz de malla 500 

mediante el uso de un chorro de agua, y posteriormente se 

lo colocó cuidadosamente en un recipiente de Becker, de 

manera tal que el volumen final fuera lo más concentrado 

posible. 

Las suspensiones se centrifugaron durante 5 minutos a 

650 gravedades. Se descartó cuidadosamente el sobrenadante 

y se limpió la pared interna del tubo de la centrífuga para 

remover las impurezas orgánicas. 

Al residuo en cada tubo se le agregó una solución de 

sacarosa (que comprendió 454 g de azúcar en un litro de 

agua), se mezcló y se accionó la centrífuga a la velocidad 

que se ha mencionado durante 1 minuto. 

El sobrenadante se hizo pasar a través de un tamiz de 

malla 500, se lo lavó con agua para remover el exceso de 

sacarosa y se lo colocó en un recipiente de Becker con la 

ayuda de un chorro de agua, que se aplicó con una pipeta. 

Se colocaron placas de Petri con un diámetro de 5 cm en el 

interior de una lámina de nylon que contenía una capa de 

papel para el cuidado facial. La suspensión que comprendía 

los huevos se colocó sobre la capa de papel. Las placas de 

Petri se introdujeron en una incubadora a 30ºC durante 24 



24 

 

horas. Una vez transcurridas 24 horas, se suspendió el 

sustrato que contenía el tejido mediante el uso de fórceps, 

se removió el fluido del interior de la placa de Petri, se 

lo colocó en una placa de Becker y se lo lavó con agua. Se 

reemplazó el sustrato por un filtro de papel y se agregó 

agua. Las placas permanecieron en la incubadora durante 48 

horas. 

Después de 48 horas, se removieron los sustratos y se 

colocó el líquido en un recipiente de Becker con la ayuda 

de un chorro de agua, que se aplicó con una pipeta. Las 

suspensiones fueron calibradas de manera tal que compren-

dieran 250, 50, 20 ó 100 juveniles de la segunda etapa de 

Meloidogyne incognita, de M. javanica o de M. paranaenses 

por ml para luego emplearlas en el análisis in vivo. 

Instalación y evaluación in vitro 

En placas de Petri que tenían un diámetro de 11 cm, 

que contenían una capa de agua con 2% de agar, se colocó 1 

ml de la suspensión que comprendía los juveniles de la 

segunda etapa y 1 ml de cada uno de los tratamientos que se 

deseaba evaluar: una solución que comprendió TEMIK® 150G 

(un nematicida) en agua destilada, dos soluciones que 

comprendieron el producto japonés basado en Bacillus en 

sendas concentraciones y dos soluciones que comprendieron 

el producto Nemix en sendas concentraciones. Se realizó una 

mezcla exhaustiva mediante la aplicación de agitación. Las 

placas se mantuvieron en una incubadora a 30ºC durante 7 

días. 
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Una vez transcurridos 7 días, se examinó cada placa 

bajo una lupa para contar los nematodos y para verificar su 

estado. 

Análisis para determinar la inhibición de la eclosión de 

juveniles de la segunda etapa de Meloidogyne 

Se prepararon raíces de café y de tomate mediante el 

uso de una licuadora (Boneti, J. I. S., y Ferraz, S., 

Modificação de método de Hussey e Barker para extração de 

ovos de Meloidogyne exigua de raízes de cafeeiro. 

Fitopatologia Brasileira, Brasília, DF, v. 6, Nº 3, p. 553, 

1981), según se describió en la sección correspondiente a 

la obtención de los juveniles de la segunda etapa de 

Meloidogyne. 

Las suspensiones fueron calibradas de manera tal que 

comprendieran 1500 huevos/ml, 100 huevos/ml, 500 huevos/ml 

o 200 huevos/ml de M. incognita, de M. javanica o de M. 

paranaensis. 

Instalación y evaluación in vitro 

Se colocó 1 ml de cada uno de los tratamientos que se 

deseaba analizar y 1 ml de la suspensión que comprendía los 

huevos en placas de Petri con un diámetro de 5 cm en cuyo 

interior había una lámina de nylon con una capa de pañuelos 

de papel humedecidos. Las placas se mantuvieron en una 

incubadora a 30ºC durante 7 días. 

Una vez transcurridos 7 días, se removieron los 

sustratos, se recolectó el líquido de cada placa y se lo 

colocó en un recipiente con la ayuda de un chorro de agua, 
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que se aplicó con una pipeta. 

Cada suspensión se examinó bajo un microscopio que 

contenía una recámara de conteo, con el objeto de verificar 

y contar los juveniles J2 de Meloidogyne. 

Diseño y análisis estadístico 

El experimento estuvo basado en un diseño con una 

distribución completamente al azar, con seis tratamientos y 

cinco réplicas para cada nematodo. Cada placa de Petri fue 

una unidad experimental. 

Los datos fueron sometidos a los procedimientos 

estadísticos del programa Sisvar (Ferreira, D. F., Análises 

estatísticas por meio do Sisvar para Windows versão 4.0., 

REUNIÃO ANUAL DA REGIÃO BRASILEIRA DA SOCIEDADE 

INTERNACIONAL DE BIOMETRIA., 45, 2000, São Carlos: UFSCar, 

2000, p. 255-258, 2000). En el análisis estadístico, se 

sometieron los datos a un análisis de la varianza y se 

compararon las medias con una prueba de Scott-Knott, con un 

nivel de probabilidad de 5% (los resultados que no 

difirieron de manera significativa en la estadística están 

indicados con letras minúsculas idénticas en las figuras). 

Cuando se analizó el efecto de los plaguicidas en el 

contexto del control de los nematodos, se calculó el 

porcentaje de inhibición del movimiento y el porcentaje de 

inhibición de la eclosión de los juveniles. La fórmula que 

se empleó en los cálculos se detalla a continuación: 

(B-A) x 100 

B, 
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donde 

A representa la cantidad de nematodos activos o la 

cantidad de nematodos que eclosionaron en cada repetición 

de cada tratamiento y 

B representa la cantidad de nematodos que se usaron en el 

análisis para determinar la inhibición del movimiento o la 

inhibición de la eclosión. 

Resultados y discusión 

En las figuras 2 y 3 se ilustra el efecto de 

inhibición del movimiento (figura 2) y la eclosión (figuras 

3) de los nematodos M. incognita (A), M. javanica (B) y M. 

paranaensis (C) que se obtuvo con los diversos nematicidas. 

Sobre la base de los datos que se proveen en la figura 2A, 

puede comprobarse que el nematicida TEMIK® difirió de 

manera significativa de los otros tratamientos, ya que 

presentó el mejor desempeño en el contexto de la mortalidad 

y la inhibición de la eclosión de los juveniles de M. 

incognita. Con relación a la inhibición de la eclosión de 

los juveniles, se observó que los tratamientos no 

difirieron del control, y que solamente el tratamiento 

químico con TEMIK® dio como resultado una reducción en la 

eclosión. 

Con relación a la inhibición de Meloidogyne javanica, 

no se observaron diferencias significativas entre los 

productos biológicos que se analizaron y TEMIK®, por lo que 

puede concluirse que los productos biológicos no tuvieron 

un efecto satisfactorio en el contexto de la inhibición del 
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movimiento de los nematodos (figura 2B). El efecto sobre la 

eclosión no fue significativo, y solamente el producto 

químico TEMIK dio como resultado una inhibición de la 

eclosión (figura 3B). 

En el contexto de la inhibición de Meloidogyne 

paranaensis, con la dosis de 4 kg·ha-1 de Nemix se obtuvo un 

resultado que no difirió de manera significativa del que se 

obtuvo con el nematicida (figura 2C). Se obtuvo un efecto 

menor con el producto japonés en las dosis de 2 y 4 kg·ha-1, 

con Nemix en una dosis de 2 kg·ha-1 y con la totalidad de 

los productos orgánicos, todos los cuales igualmente 

presentaron un efecto superior al del tratamiento de 

control. Con relación a la inhibición de la eclosión de los 

juveniles, el producto Nemix presentó un efecto similar en 

cualquiera de las dos dosis que se emplearon, y el 

resultado que se obtuvo con él fue superior al de los 

productos biológicos que se analizaron (figura 3C). Todos 

los productos que se analizaron difirieron del control 

absoluto, y el efecto nematicida fue superior al de los 

otros tratamientos. 

Los productos TEMIK® y Nemix, en una dosis de 4 kg·ha-

1, fueron los más eficaces y no difirieron de manera 

significativa en el contexto de la mortalidad que indujeron 

sobre M. parananensis. Con relación a la inhibición de la 

eclosión, el resultado que se obtuvo con TEMIK® fue 

significativamente superior al que se obtuvo con cualquiera 

de los otros tratamientos. En este contexto, el producto 
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Nemix fue más eficaz que el producto japonés (figura 3C). 

De esta manera, puede concluirse que la composición 

Nemix dio como resultado una inhibición significativa de 

los nematodos M. javanica y M. paranaensis, que fue 

comparable a la que se obtuvo con el producto químico 

TEMIK. 

Análisis 2 

El objetivo fue evaluar el efecto de diversas dosis 

del producto biológico Nemix, que comprende Bacillus 

subtilis y Bacillus licheniformis, sobre la penetración de 

Meloidogyne javanica en raíces de tomate, bajo condiciones 

de invernadero. 

Obtención del inóculo 

El inóculo se obtuvo procesando muestras de raíces de 

café que habían sido infectadas por M. javanica. Las 

muestras fueron llevadas al Laboratorio de Agricultura del 

Instituto de Ciencias Agrícolas para procesarlas. Las 

raíces se cortaron en fragmentos de 2 cm y se colocaron en 

una taza común que contenía una solución de hipoclorito de 

sodio (1 parte de lavandina y 4 partes de agua). 

La solución se centrifugó durante 20 segundos. Después 

de este período, la suspensión se hizo pasar a través de un 

conjunto de tamices superpuestos de malla 200 y 500. Se 

recolectó el residuo del tamiz de malla 500 con la ayuda de 

un chorro de agua y se lo colocó en un frasco. La 

suspensión obtenida fue calibrada de manera tal que 

contuviera 800 huevos de los nematodos por ml. 
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Instalación y protocolo del análisis 

El experimento estuvo basado en un diseño con una 

distribución completamente al azar, con cinco tratamientos 

y cinco réplicas. 

El cultivar de tomate que se empleó fue “Santa Cruz 

Kada Gigante”. Las dosis que se usaron del producto 

biológico NEMIX fueron de 4, 6 y 8 kg·ha-1. Como 

verificación, se usó el nematicida aldicarb (TEMIK® 20 G, 

150 kg·ha-1). Como control, se emplearon plantas de tomate a 

las que no se les agregó producto alguno. Para determinar 

la penetración de referencia, se usó el nematodo parásito 

de las plantas M. javanica. 

Las semillas del cultivar de tomate “Santa Cruz Kada 

Gigante” fueron cultivadas en bandejas de espuma de 

estireno que comprendieron 128 celdas que estuvieron 

rellenas con el sustrato Plantamax®. Para llevar a cabo la 

inoculación, se perforaron tres orificios con una 

profundidad de 2 cm y una separación de 2 cm con relación 

al tallo de los retoños. En estos tres orificios, se 

distribuyeron 5 ml de la suspensión que había sido 

calibrada con el inóculo (4000 nematodos por recipiente 

plástico). Inmediatamente después, se agregaron las dosis 

de los productos, a través de recipientes plásticos 

pequeños que se colocaron en los orificios alrededor de 

cada retoño. 

Evaluación de la penetración de los juveniles de la segunda 

etapa de M. javanica en las raíces del tomate 
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La evaluación se llevó a cabo 3 semanas después de la 

inoculación. Las raíces se separaron de los brotes y se 

extrajeron del suelo según se ha descripto (Byrd Jr. et 

al., An improved technique for clearing and staining plant 

tissues for detection of nematodes. Journal of Nematology, 

Lakeland, v. 5, Nº 1, p. 142-143, 1983), con el propósito 

de aplicar una coloración para los nematodos sobre los 

tejidos vegetales. Las raíces fueron cortadas en trozos de 

1-2 cm y fueron transferidas a un recipiente de Becker de 

50 ml que comprendía agua y 20 ml de lavandina comercial 

(con 5,25% de NaOCl), por lo que comprendía una 

concentración final de 1,5% de NaOCl. Los segmentos de las 

raíces permanecieron en esta solución durante 6 minutos. 

Durante este período, se los agitó manualmente durante 10 

segundos a intervalos de 1 minuto. Las raíces se lavaron 

con agua corriente durante un período de entre 30 y 45 

segundos, y se mantuvieron en reposo en agua durante 15 

segundos para remover el hipoclorito de sodio residual. 

Luego se llevó a cabo un drenaje completo y se 

agregaron 30 ml de agua destilada más 1 ml de una solución 

colorante (que comprendió 3,35 g de fucsina ácida, 25 ml de 

ácido acético glacial y 75 ml de agua). La solución que 

comprendía las raíces fue calentada hasta el punto de 

ebullición y fue mantenida a esta temperatura durante 30 

segundos, inmediatamente después de lo cual se colocó el 

recipiente en una mesada hasta que alcanzara la temperatura 

ambiente. Posteriormente, se removió la solución colorante 
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remanente, se lavó el material con agua corriente y se lo 

colocó en 20-30 ml de glicerina acidificada con unas pocas 

gotas de HCl 5 N. Los segmentos de las raíces se 

comprimieron entre dos portaobjetos y se observaron bajo un 

microscopio óptico. Se contaron los juveniles de la segunda 

etapa que penetraron en las raíces. 

Análisis estadístico 

Los datos fueron sometidos a los procedimientos 

estadísticos del programa Sisvar (Ferreira, D. F., Análises 

estatísticas por meio do Sisvar para Windows versão 4.0., 

REUNIÃO ANUAL DA REGIÃO BRASILEIRA DA SOCIEDADE 

INTERNACIONAL DE BIOMETRIA., 45, 2000, São Carlos: UFSCar, 

2000, p. 255-258, 2000). En el análisis estadístico, las 

medias fueron comparadas con una prueba de Tukey, con un 

nivel de probabilidad de 5%. 

Resultados y discusión 

Sobre la base de los datos que se proveen en la tabla 

3, puede concluirse que la penetración de los juveniles de 

la segunda etapa de M. javanica se vio afectada por todos 

los tratamientos, en comparación con el control al que no 

se le agregó producto alguno. El tratamiento con el 

producto aldicarb en una dosis de 20 kg·ha-1 dio como 

resultado la penetración más baja. De las diversas dosis de 

NEMIX que se emplearon, la que brindó el mejor resultado, 

es decir, la inhibición más alta, fue la de 8 kg·ha-1. 

Tabla 3. Cantidad de juveniles de la segunda etapa de 

Meloidogyne javanica que penetraron en las raíces del 
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cultivar de tomate “Santa Cruz Kada Gigante” 3 semanas 

después de la inoculación y porcentaje de penetración; 

Uberlândia, UFU, 2007 

Productos Cantidad de 

nematodos que 

penetraron 

% de 

penetración 

% de 

inhibición 

de la 

penetración 

Aldicarb (TEMIK, 

150 G® 20 kg·ha-

1) 

10,20* a** 0,26***a 88,00 

Bacillus spp. 

(NEMIX, 8 kg·ha-1) 

28,80 b 0,72 b 66,12 

Bacillus spp. 

(NEMIX, 6 kg·ha-1) 

50,40 c 1,26 c 40,70 

Bacillus spp. 

(NEMIX, 4 kg·ha-1) 

62,20 d 1,57 d 26,82 

Control (sin la 

aplicación de 

producto alguno) 

85,00 e 2,13 e - 

C.V. (%): 12,5 

* Promedio de cinco réplicas 

** Las medias en las columnas que están seguidas por la 

misma letra no difirieron en la prueba de Tukey, con un 

nivel de probabilidad de 5% 

*** % de penetración = cantidad de juveniles J2/4000 huevos 

Se determinó que el porcentaje de penetración de los 

nematodos varió desde 0,26, que se obtuvo con la dosis de 
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aldicarb, hasta 2,13, que se obtuvo en el control al que no 

se le aplicó producto alguno. 

Con relación al producto biológico, es posible que 

haya afectado la orientación de los juveniles de la segunda 

etapa de M. javanica y haya provocado su dispersión, de 

manera tal de impedir su penetración. Como alternativa, es 

posible que la penetración se haya reducido a causa de una 

interferencia con el proceso de emergencia de los juveniles 

de M. javanica. Aun otra posibilidad es que los compuestos 

que hayan sido absorbidos por los huevos hayan inactivado 

los nematodos o hayan provocado deformaciones durante el 

desarrollo que hayan impedido la eclosión. 

De las tres dosis que se evaluaron del producto 

biológico que estaba basado en Bacillus spp., la dosis de 8 

kg·ha-1 dio como resultado la mayor reducción en la 

penetración de los juveniles de la segunda etapa de M. 

javanica en las raíces del cultivar de tomate “Santa Cruz 

Kada Gigante”, con una penetración de 0,72 por ciento. 

Análisis 3 

El objetivo fue evaluar la penetración de Meloidogyne 

exigua en raíces de tomate que fueron expuestas a diversas 

dosis de un producto biológico basado en Bacillus spp., 

bajo condiciones de invernadero. 

Obtención del inóculo 

El inóculo se obtuvo procesando muestras de raíces de 

café que habían sido infectadas por M. javanica. Las 

muestras fueron llevadas al Laboratorio de Agricultura del 
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Instituto de Ciencias Agrícolas para procesarlas. Las 

raíces se cortaron en fragmentos de 2 cm y se colocaron en 

una taza común que contenía una solución de hipoclorito de 

sodio (1 parte de lavandina y 4 partes de agua). 

La solución se centrifugó durante 20 segundos. Después 

de este período, la suspensión se hizo pasar a través de un 

conjunto de tamices superpuestos de malla 200 y 500. Se 

recolectó el residuo del tamiz de malla 500 con la ayuda de 

un chorro de agua y se lo colocó en un frasco (Boneti, J. 

I. S., Ferraz, S., Modificação de método de Hussey e Barker 

para extração de ovos de Meloidogyne exigua de raízes de 

cafeeiro. Fitopatologia Brasileira, Brasília, DF, v.6, n.3, 

553p., 1981). La suspensión obtenida fue calibrada de 

manera tal que contuviera 800 huevos de los nematodos por 

ml. 

Instalación y protocolo del análisis 

El experimento estuvo basado en un diseño con una 

distribución completamente al azar, con cinco tratamientos 

y cinco réplicas. El tomate que se empleó comprendió el 

genotipo “Santa Cruz Kada Gigante”. Las dosis que se usaron 

del producto biológico NEMIX fueron de 4, 6 y 8 kg·ha-1. 

Como verificación, se usó el nematicida comercial aldicarb 

(TEMIK® 150 G) en una dosis de 20 kg por hectárea. Como 

control para determinar la penetración de referencia, se 

emplearon plantas de tomate a las que no se les agregó 

producto alguno. 

Las semillas del cultivar de tomate “Santa Cruz Kada 
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Gigante” fueron cultivadas en bandejas de espuma de 

estireno que comprendieron 128 celdas. Después de 8 días, 

los retoños se transplantaron a recipientes de plástico con 

una capacidad de 500 ml que habían sido rellenos con el 

sustrato Plantamax®. Para llevar a cabo la inoculación, se 

perforaron tres orificios con una profundidad de 2 cm y una 

separación de 2 cm con relación al tallo de los retoños. En 

estos tres orificios, se distribuyeron 5 ml de la 

suspensión que había sido calibrada con el inóculo (4000 

nematodos por recipiente plástico). Inmediatamente después, 

se colocaron las dosis del producto basado en Bacillus spp. 

en los recipientes de plástico mediante la aplicación de 

presión. El nematicida aldicarb también fue colocado en los 

orificios alrededor de cada retoño inmediatamente después 

de la inoculación. 

Evaluación de la penetración de los juveniles de la segunda 

etapa de M. exigua en las raíces 

La evaluación se llevó a cabo 3 semanas después de la 

inoculación. Las raíces se separaron de los brotes y se 

extrajeron del suelo según se ha descripto (Byrd Jr. et 

al., An improved technique for clearing and staining plant 

tissues for detection of nematodes. Journal of Nematology, 

Lakeland, v. 5, Nº 1, p. 142-143, 1983), con el propósito 

de aplicar una coloración para los nematodos sobre los 

tejidos vegetales. Las raíces fueron cortadas en trozos de 

1-2 cm y fueron transferidas a un recipiente de Becker de 

50 ml que comprendía agua y 20 ml de lavandina comercial 
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(con 5,25% de NaOCl), por lo que comprendía una 

concentración final de 1,5% de NaOCl. Los segmentos de las 

raíces permanecieron en esta solución durante 6 minutos. 

Durante este período, se los agitó manualmente durante 10 

segundos a intervalos de 1 minuto. Las raíces se lavaron 

con agua corriente durante un período de entre 30 y 45 

segundos, y se mantuvieron en reposo en agua durante 15 

segundos para remover el hipoclorito de sodio residual. 

Luego se llevó a cabo un drenaje completo y se 

agregaron 30 ml de agua destilada más 1 ml de una solución 

colorante (que comprendió 3,35 g de fucsina ácida, 25 ml de 

ácido acético glacial y 75 ml de agua). La solución que 

comprendía las raíces fue calentada hasta el punto de 

ebullición y fue mantenida a esta temperatura durante 30 

segundos, inmediatamente después de lo cual se colocó el 

recipiente en una mesada hasta que alcanzara la temperatura 

ambiente. Posteriormente, se removió la solución colorante 

remanente, se lavó el material con agua corriente y se lo 

colocó en 20-30 ml de glicerina acidificada con unas pocas 

gotas de HCl 5 N. Los segmentos de las raíces se 

comprimieron entre dos portaobjetos y se observaron bajo un 

microscopio óptico. Se contaron los juveniles de la segunda 

etapa que penetraron en las raíces. 

Temperaturas máximas y mínimas del aire en el interior del 

invernadero 

Se registraron las temperaturas máximas y mínimas del 

aire en el interior del invernadero para poder calcular el 
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promedio durante la totalidad del experimento. 

Los promedios de las temperaturas máximas y mínimas del 

aire fueron de 35,9ºC y 15,3ºC, respectivamente. 

Análisis estadístico 

Los datos fueron sometidos a los procedimientos 

estadísticos del programa Sisvar (Ferreira, D. F., Análises 

estatísticas por meio do Sisvar para Windows versão 4.0., 

REUNIÃO ANUAL DA REGIÃO BRASILEIRA DA SOCIEDADE 

INTERNACIONAL DE BIOMETRIA., 45, 2000, São Carlos: UFSCar, 

2000, p. 255-258, 2000) para verificar la homogeneidad de 

la varianza y la normalidad de los errores. En el análisis 

estadístico, las medias fueron comparadas con una prueba de 

Tukey, con un nivel de probabilidad de 5%. 

Resultados y discusión 

Sobre la base de los datos que se proveen en la tabla 

4 y se ilustran en la figura 3, puede concluirse que la 

penetración de los juveniles de la segunda etapa de M. 

exigua se vio afectada de manera significativa por todos 

los tratamientos, en comparación con el control al que no 

se le agregó producto alguno. El tratamiento con el 

producto aldicarb (TEMIK) en una dosis de 20 kg·ha-1 dio 

como resultado la penetración más baja. De las diversas 

dosis de NEMIX que se emplearon, la que brindó el mejor 

resultado fue la de 8 kg·ha-1, con un porcentaje de 

inhibición de 54,13%, particularmente en comparación con el 

nematicida aldicarb, que dio como resultado una inhibición 

significativa de 81,95%. 
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Tabla 4. Cantidad de juveniles de la segunda etapa de 

Meloidogyne exigua que penetraron en las raíces del 

cultivar de tomate “Santa Cruz Kada Gigante” 3 semanas 

después de la inoculación y porcentaje de penetración; 

Uberlândia, UFU, 2007 

 

Productos Cantidad de 

juveniles J2 de 

M. exigua que 

penetraron 

Porcentaje 

 

Penetración Inhibición de 

la 

penetración 

Aldicarbe 

(TEMIK® 150 G, 

20 kg·ha-1) 

19,40* a** 0,48*** 81,95*** 

Bacillus spp. 

(NEMIX, 8 

kg·ha-1) 

49-00* b** 1,22*** 54,13*** 

Bacillus 

spp.(NEMIX, 6 

kg·ha-1) 

66,20* c** 1,65*** 37,97*** 

Bacillus 

spp.(NEMIX, 4 

kg·ha-1) 

81,00* c** 2,02*** 24,06*** 

Control (sin 

aplicación) 

106,60* d** 2,66*** ------*** 

C.V. (%): 13,04 

* Promedio de cinco repeticiones 
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** Las medias en las columnas que están seguidas por la 

misma letra no difirieron en la prueba de Tukey, con un 

nivel de probabilidad de 5% 

*** % de penetración = cantidad de juveniles J2/4000 huevos 

*** Los valores fueron comparados con la población inicial 

de 4000 huevos de M. exigua 

También se observó que no hubo diferencias entre los 

efectos que se obtuvieron con las dosis de 4 y 6 kg·ha-1 del 

producto NEMIX, con porcentajes de penetración de 1,65% y 

2,02%, respectivamente. Con relación al patrón, el 

porcentaje de penetración de los nematodos varió desde 

0,48% en el control hasta 2,66% en la población inicial. 

Sobre la base del efecto que presentaron los 

plaguicidas sobre la migración de M. exigua, puede 

demostrarse que hubo una interferencia con la dirección, 

que dio como resultado la dispersión de los juveniles. La 

reducción con relación al control en la presencia de 

juveniles que penetraron en las raíces del tomate también 

podría deberse a una interferencia con los procesos de 

eclosión y orientación de los juveniles de M. exigua. 

La hipótesis de que la reducción en la penetración en 

las raíces se debe a la capacidad de las bacterias que 

están presentes en los productos de unirse a las lectinas 

en la superficie o de conectarse con ellas es poco 

probable, ya que se trata de bacterias Gram positivas. 

Las temperaturas en el interior del invernadero 

también pueden haber influido en la penetración de los 
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juveniles en las raíces. De acuerdo con algunos autores, la 

acción antagónica que presentan algunos microorganismos 

sobre las poblaciones de Meloidogyne spp. es mayor a una 

temperatura de 23 y 25ºC que a una temperatura de 18-32ºC 

(Al-Hazmi, A. S., Schmitt, D. P., Sasser, J. N., The effect 

of Arthrobotrys conoides on Meloidogyne incognita 

populations densities in corn as influenced by temperature, 

fungus inoculum density and fungus introduction in the 

soil. Journal of Nematology, DeLeon Springs, v. 14, Nº 2, 

p. 168-174, Abril de 1982). 

Entre las tres dosis que se analizaron del producto 

basado en Bacillus spp., la dosis de 8 kg·ha-1 resultó la 

más eficaz para reducir la penetración de los juveniles de 

la segunda etapa de M. exigua en las raíces de tomate del 

cultivar “Santa Cruz Kada Gigante”, con un porcentaje de 

penetración de 1,22% y un porcentaje de inhibición de 

54,13%. 

Conclusión 

La combinación específica de una cepa de Bacillus 

subtilis con una cepa de Bacillus licheniformis, por 

ejemplo, Bacillus subtilis DSM 17231 y Bacillus 

licheniformis DSM 17236, resultó ser una alternativa válida 

para diversos productos nematicidas químicos, y también fue 

superior a diversos productos biológicos que se encuentran 

disponibles en la actualidad. El efecto de las dos cepas 

combinadas resulta beneficioso para inhibir los nematodos 

que provocan pérdidas en los cultivos. 
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DEPÓSITOS Y SOLUCIÓN DEL EXPERTO 

El solicitante solicita que, hasta la fecha en la que 

se otorgue la patente, las muestras de los microorganismos 

depositados que se detallan más adelante solamente les sean 

provistas a los expertos. 

La cepa de Bacillus subtilis fue depositada el 

7/4/2005 en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig 

(DSMZ), bajo el número de acceso DSM 17231. 

La cepa de Bacillus licheniformis fue depositada el 

7/4/2005 en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig 

(DSMZ), bajo el número de acceso DSM 17236. 

Los depósitos fueron realizados de acuerdo con el 

tratado de Budapest para el reconocimiento internacional 

del depósito de microorganismos para propósitos de 

procedimientos de patentes. 

REFERENCIAS 

EP 0705807 

BR PI 0604602-9 

Siddiqui y Mahmood (1999). Bioresource Technology 69; 167-

179 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición que como ingredientes activos 

comprende una cepa de Bacillus subtilis que tiene las 

características de la cepa que fue depositada en la 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen bajo 

el número de acceso DSM 17231, o de una mutante de ésta, 

donde la mutante puede obtenerse usando la cepa depositada 

como material de partida, y donde la mutante presenta 

propiedades nematicidas idénticas o superiores a las de DSM 

17231, una cepa de Bacillus licheniformis que tiene las 

características de la cepa que fue depositada en la 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen bajo 

el número de acceso DSM 17236, o de una mutante de ésta, 

donde la mutante puede obtenerse usando la cepa depositada 

como material de partida, y donde la mutante presenta 

propiedades nematicidas idénticas o superiores a las de DSM 

17236, y excipientes y/o vehículos apropiados para 

aplicaciones agroquímicas. 

2. La composición de acuerdo con la reivindicación 

1, que comprende las cepas de Bacillus subtilis y de 

Bacillus licheniformis en una mezcla con maltodextrina y 

dióxido de silicio, donde dichos componentes están 

presentes entre una proporción mínima de 2,4 (%), 2,4 (%), 

94,2 (%) y 1,0 (%), respectivamente, y una proporción 

máxima de 3,0 (%), 3,0 (%), 93,0 (%) y 1,0(%), 

respectivamente. 

3. Una composición de acuerdo con cualquiera de 
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las reivindicaciones 1 y 2, que toma la forma de un polvo 

mojable. 

4. Un proceso para elaborar una composición como 

la que se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 

3, que comprende mezclar las cepas de Bacillus subtilis y 

de Bacillus licheniformis, en las proporciones deseadas y 

en cantidades eficaces para la aplicación, junto con 

vehículos, portadores y/o coadyuvantes apropiados para 

aplicaciones agroquímicas. 

5. El uso de una composición de acuerdo con 

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de una 

composición que puede obtenerse con un proceso como el que 

se define en la reivindicación 4 en el control y/o el 

combate de los fitonematodos y/o en la introducción de una 

resistencia específica a ellos. 

6. El uso de acuerdo con la reivindicación 5, 

donde los fitonematodos se seleccionan del grupo que 

consiste en Meloidogyne, Pratylenchus, Heterodera, 

Globodera, Ditylenchus, Tylenchulus, Xiphinema, Radopholus, 

Rotylenchulus, Helicotylenchus y Belonolaimus. 

7. El uso de acuerdo con la reivindicación 6, 

donde el fitonematodo se selecciona del grupo que consiste 

en Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne 

exigua, Meloidogyne paranaensis, Heterordera glycines y 

Pratylenchus zeae. 

8. El uso de acuerdo con cualquiera de las 

reivindicaciones 5 a 7, donde la planta de cultivo se 
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selecciona del grupo que consiste en la caña de azúcar, la 

soja, la papa, la zanahoria, el café y la banana. 

9. Un proceso para controlar y/o combatir los 

fitonematodos en las plantas y/o en su hábitat, donde se 

permite que una composición como la que se define en 

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 actúe sobre los 

fitonematodos y/o sobre su hábitat. 

10. Un proceso para conferir resistencia específica 

a los fitonematodos, que comprende aplicar una cantidad 

eficaz de una composición como la que se define en 

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 sobre las plantas 

y/o sobre su hábitat. 

11. Un conjunto de elementos que comprende una 

composición como la que se define en cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 3 o una composición que puede 

obtenerse con un proceso como el que se define en la 

reivindicación 4, instrucciones y un recipiente apropiado. 
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RESUMEN 

Composición que comprende Bacillus subtilis (DSM 17231) y 

Bacillus licheniformis (DSM 17236), que presenta efectos 

nematicidas sobre los fitonematodos en las plantas y/o en 

su hábitat. Su uso. Proceso para elaborarla. Uso de 

Bacillus subtilis (DSM 17231) y de Bacillus licheniformis 

(DSM 17236). Procesos para controlar y combatir los 

fitonematodos y para conferir una resistencia específica a 

ellos. Conjunto de elementos. 
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