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Resumen

Los nematodos agalladores de la raiz son los patégenos mas perjudiciales para la mayoria de
cultivos debido a la reduccion del rendimiento del cultivo. Algunos nematicidas quimicos son atn
aplicados en campo a pesar del efecto negativo con el medio ambiente. Nuevas alternativas como
el uso de microorganismos antagonistas son necesarias para reducir el dafo de estos patégenos. En
este estudio, aislamos y caracterizamos molecularmente mediante los genes 165 ARNr y 185 ARNr
bacterias del suelo cultivado de uva y pristino, asi como el nematodo agallador respectivamente.
Evaluamos el efecto de las cepas bacterianas sobre la mortalidad de los juveniles del nematodo
en condiciones in vitro usando placas multipocillos. Ademas, evaluamos el crecimiento bacteriano
sobre un medio de cultivo en base a un hidrolizado hidrobiolégico méds melaza. Los resultados
de la secuencia identifican con una similitud del 98 % al nematodo Meloidogyne javanica causante
de la enfermedad en las muestras del cultivo de vid. Aislamos 66 y seleccionamos 10 cepas
bacterianas de ambas muestras de suelo para evaluar su capacidad nematicida. Las cepas 9C y
11C de Pseudomonas putida, 1BSN y 2BSN de Bacillus subtilis, mostraron mayor mortalidad en los
nematodos. Posteriormente, estas potenciales cepas mostraron un crecimiento 6ptimo mayor a 10
UFC/ml al 1 % del hidrolizado y 1 % de melaza, en comparacién con los productos comerciales.
Estos datos sugieren una notable reducciéon del costo de produccién de biomasa de las cepas
bacterianas controladoras de nematodos para su futura aplicacion en invernadero y campo.

Palablas clave: bacterias, nematodos, agentes biocontroladores, in vitro.

Abstract

Root-knot nematodes are the most damaging pathogens for most crops as they reduce crop
yield. Some chemical nematicides are still being applied in the field in spite of their negative effect
on the environment. New alternatives such as the use of antagonistic microorganisms are necessary
to reduce the damage caused by these pathogens. In this study, we isolated and molecularly
characterized the 16S rRNA and 185 rRNA genes from grape cultivated and pristine soil bacteria,
as well as from the galling nematode, respectively. We evaluated the effect of bacterial strains
on juvenile nematode mortality under in vitro conditions using multi-well plates. In addition,
we evaluated bacterial growth on a culture medium composed of a hydrobiological hydrolysate
supplemented with molasses. Sequencing results identified the Meloidogyne javanica nematode,
which causes disease in the grapevine culture samples, with a 98 % similarity. We isolated 66
bacterial strains and selected 10 of them from both crop soil samples to evaluate their nematicidal
capacity. Strains 9C and 11C of Pseudomonas putida, 1BSN and 2BSN of Bacillus subtilis, caused higher
mortality in nematodes. Subsequently, these potential strains showed an optimal growth level,
at higher concentrations than 10” CFU/ml, using 1% hydrolysate and 1% molasses compared to
commercial products. These data point to a significant reduction in the cost of biomass production
of nematode-controlling bacterial strains for their future greenhouse and field applications.

Keywords: bacteria, nematodes, biocontrol agents, in vitro.
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Introduccion mundial de uva de mesa alcanza ahora mas

de 21 mill de tonelad h trad
El cultivo de “vid” Vitis vinifera € <% fariones de foneladas y a mostraco

(Vitaceae) para vino y uva de mesa es uno
de los mas extensos sistemas agricolas

una fuerte tendencia importante en la
altima década (Seccia et al., 2015). La oferta
peruana de exportacion de esta fruta alcanzé

fruticolas en todo el mundo. La produccién un nuevo record de 320 000 tn durante la
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temporada 2016-2017 representando un
incremento de 9% con respecto al afio
anterior, siendo la Regién Piura la segunda
mayor productora de uva de mesa después
de Ica. Sin embargo, los mayores problemas
para la productividad y rentabilidad de
los vifiedos de Piura y, subsecuentemente,
para su perennidad y desarrollo son
enfermedades como el oidio (Bendezu y
Alvarez, 2012), mildiu, podredumbre del
racimo, las enfermedades del tronco de la
vid (Rodriguez et al., 2015) y nematodos
principalmente del género Meloidogyne.
Estos tipos de nematodos parasitos reducen
el rendimiento del cultivo a través de la
formacién perenne de agallas radiculares
impidiendo la absorcion de agua vy
nutrientes del suelo (Sasser, 1977). Una
simple agalla puede albergar a numerosas
hembras adultas liberando cada wuna
entre 500 a 1000 huevos que al eclosionar
pasan a la fase infectiva, capaces invadir
a otras raices u hospederos. Aunque, esta
fase infectiva en interaccién con el suelo
estd expuesto a un ecosistema complejo,
colonizado por una amplia diversidad de
bacterias especialmente en la rizosfera,
capaces de reducir su infeccion o poblacién
(Neher, 2001; Kerry, 2000; Costa et al., 2012;
Li et al., 2015; Wilschut et al., 2016). Asi, esta
comunidad bacteriana benéfica ofrece una
prometedora alternativa a los productos
quimicos que causan dafio a los animales,
humanos y al medio ambiente.

La btsqueda de nuevos agentes
biocontroladores, capaces de reducir la
poblacién sobre las diversas especies de
nematodos parasitos de plantas ha sido
ampliamente documentado (Bird et al,
2003; Davies, 2005; Tian et al., 2007; Li et
al., 2015). La investigacién inicial, a través
del enfrentamiento directo de pruebas in
vitro, ha permitido diferenciar la eficiencia

potencial de diferentes aislados bacterianos

frente a los diferentes estadios de los
nematodos tanto como la exposiciéon a
suspensiones bacterianas como el filtrado
del cultivo (Ali et al., 2002; Siddiqui et al.,
2005; El-Hadad et al., 2010; Aballay et al.,
2013; Wei et al., 2014; Huang et al., 2015;
Kaur et al, 2016). La secreciéon de los
diversos compuestos bacterianos puede
afectar la eclosion de los huevos, formacion
de agallas,
la muerte de los individuos juveniles
(Castaneda-Alvarez & Aballay, 2016). Estos
estudios de interacciéon bacteria-nematodo

reducir el movimiento o

ayudan a comprender los posibles efectos
nematicidas sobre la viabilidad, mortalidad
y reproduccién contra estos patdgenos bajo
condiciones de laboratorio.

Bajo condiciones de invernadero como
en campo, la cantidad de volumen de
inéculo de agentes biocontroladores de
nematodos y la evaluacion de su efectividad
es mucho mas grande. Los medios de
cultivo comerciales para masificar las
cepas bacterianas seleccionadas, limita
la estrategia de manejo de control. Para
ello, es necesario el uso de insumos mas
econémicos, que produzca concentraciones
de rendimiento mds elevados, viables y
persistentes. Una gran alternativa son los
desechos hidrobiolégicos industriales, que
contienen grandes fuentes de nutrientes
ideales para la produccion de biomasa

(Deraz et al., 2011; Liu et al., 2017).

Enesteestudio, aislamos, caracterizamos
molecularmente bacterias del suelo pristino
y cultivado de vid asi como del nematodo
agallador. Seleccionamos las bacterias con
potencial actividad nematicida que reducen
la viabilidad de nematodos en condiciones
in vitro, asi mismo, evaluamos un nuevo
medio de cultivo para reducir el costo de
masificacion de las bacterias y su produccion
de biomasa para su escalamiento.
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Material y métodos

Aislamiento de nematodos a partir de
nddulos radiculares de vid

Las muestras de raices de los patrones
de vid variedad “Freedom” infectadas con
nematodos fueron colectadas de uno de los
parrones de vifiedos de la empresa Ecosac
Agricola SAC, caserio Chapaird, distrito de
Castilla, provincia de Piura, departamento
de Piura. Se tomaron en cuenta 15 plantas
con escaso follaje como sospecha de
presencia de nematodos. Se escavé una
calicata de 30 cm de profundidad para
colectar las raices con claros sintomas de
desarrollo de la infeccién. Cada muestra de
raices infectadas se traslad6 en bolsas de
polietileno en un contenedor a 10° C hacia
el laboratorio para su posterior analisis. Los
diferentes estadios del nematodo (huevo,
juvenil y hembra adulta) se aislaron a partir
de las agallas més grandes de acuerdo con el
método ligeramente modificado de Hussey
y Barker (1973). Enjuagamos varias veces
cada agalla hasta retirar la arena y residuos
externos, y para desinfectar, usamos lejia
comercial al 1% por 5 minutos. Se enjuagé
varias veces con agua de cafio. Cada
agalla grande (10 g aprox.) lo cortamos
en pequenios fragmentos de 0,5 cm® para
luego ser licuados a minima velocidad por
15 segundos. La masa de tejidos licuados
se vertid en un contenedor de vidrio y se
enjuagod vigorosamente con lejia comercial
al 1% por 1 minuto para romper la matriz
gelatinosa. Réapidamente, dentro de un
sumidero, se verti6 la suspensiéon de
huevos en un sistema tamices enjuagando
con agua corriente. Con el uso de una piseta
y una suave corriente de agua se colectaron
los huevos a partir del tamiz de 38 um en
un tubo Falcon de 50 ml y se almacenaron
a 4° C para su posterior utilidad. Para el
aislamiento de juveniles, se coloc6 una cesta
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de nylon sobre una placa Petri de 10 cm de
diametro con una distancia de 1 cm entre
la cesta y la base de la placa; sobre la cesta
se colocé una hoja de papel absorbente
comercial y se vertié una parte de la colecta
de la suspension huevos (40 ml aprox)
incubandose por 4 dias a temperatura
2012).
nematodos juveniles infectivos frescos se

ambiente (Atamian et al, Los
colectaron entre el segundo y cuarto dia
de eclosiéon. Cada estadio del nematodo
se desinfecté con lejia comercial al 0,5%
por 5 minutos, se enjuagd cinco veces
con agua estéril y se corroboré su asepsia
colocandolos en placas Petri con medio
de cultivo Luria Bertani Broth, Miller (LB,
Microgen) por 72 horas hasta comprobar
que ninguna bacteria crezca.

Aislamiento de bacterias

Las bacterias fueron aisladas a partir
del suelo pristino, cultivado y rizdsfera de
raices sanas de cultivo de uva. Las muestras
de suelo, asi como las pequenas fracciones
de raices fueron colocadas directamente en
tubos de 50 ml conteniendo 20 ml de caldo
nutritivo LB y se agitaron en un shaker
orbital a 120 RPM por 12 horas. Cada cultivo
obtenido fue usado para realizar diluciones
hasta una concentraciéon final de 10°. Se
agregaron 25 pl de cada diluciéon en placas
de Petri conteniendo medio LB mas Agar
Agar y se esparcieron en toda superficie
de la placa para luego incubarlas a 27°C
por 24 h. Posteriormente purificamos y
recuperamos en tubos de plastico de 1.5 ml
conteniendo 1 ml de caldo LB. Finalmente,
un duplicado de cada bacteria fue usado
para extraccion de ADN y la otra fue
almacenada con glicerol (15%) a -20°C.

Seleccion de cepas bacterianas

Se consideraron 10 cepas bacterianas
aisladas de la rizésfera del cultivo de vid,
para evaluar su potencial controlador de
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nematodos agalladores dela raiz. Cada cepa
creci6 en 10 ml de LB por 48 horas en tubos
Falcon de 15 ml a temperatura ambiente (27°
C + 2). Se ajust6 a una concentracion final
a 1 x 10" UFC. Estos 10 ml de crecimiento
bacteriano se consideran puro (10°), para
luego obtener tres diluciones decimales.
400 ul del cultivo bacteriano es vertido en
cada pocillo de una placa multipocillo de
cultivo celular plastico estéril de 4 pocilllos
(Corning® Costar® TC-Treated Multiple
Well Plates) més 100 ul de suspensién de
nematodos juveniles infectivos frescos (J2),
con aproximadamente 80 individuos. Cada
placa se considera un tratamiento y cada
pocillo se considera como repeticiones de
cada tratamiento. El tratamiento control
se agregd agua destilada estéril y la
suspension de nematodos. La viabilidad de
los individuos se registré al inicio y a las 72
horas de enfrentamiento. Se tomé en cuanta
la mortalidad de los J2 al no observar
movimiento cuando eran expuestos al 1%
de NaOH a IN (Xiang et al., 2016).

Caracterizacion molecular de bacterias
y nematodos

Las cepas bacterianas
potencial controlador sobre los J2s se

sembraron en duplicado, un grupo para

con mayor

conservarlas en glicerol (12%) a -20°C y al
otro grupo les realiz6 la extraccion de ADN
en base al protocolo de CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio) descrito por Ausubel et
al. (1997) modificado por Jara et al. (2008).
Los ADN de las cepas aisladas fueron
amplificados con la regién 27/1492 del gen
ARNr 16S, bajo siguientes condiciones:
buffer 1x; 1,5mM de MgCl2; 1,25mM
dNTPs; 0,036 pM de primers; 0,5 U de Taq
polimerasa y 10 ng/pl de ADN molde. La
programacion de la amplificacién fue: pre-
desnaturalizacion a 94 °C durante 4 min,
seguido por 35 ciclos de: desnaturalizacion
92 °C por 30s, Alineamiento por 1 min,

extension o elongacion de la cadena 72 °C
por 2 minutos; por ultimo, la elongacion
Final a72°C por 7 minutos. Los productos de
PCR fueron observados mediante la técnica
de electroforesis en TAE 1X mediante un
gel de agarosa al 1,5%. El tamafio de los
productos de amplificaciéon se midié con un
control positivo de amplificacién 16S.

Para la caracterizacion molecular,
consideramos cinco nematodos en estadio
adultos previamente desinfectadas para la
extracciéon de ADN, depositandolas en un
tubo de 0,2 ml conteniendo 0,25 M de NaOH
por 16 horas para después incubarlos a 95 °C
por 3 min. Luego se adiciona 4 ul de HCL,
10 pl de 0,5M de buffer Tris-HCLaPHS8y 5
ul de Triton X-100 al 2%, inmediatamente se
incubd a 94 °C por 3 min y luego mantenidas
a -20 °C, hasta realizar la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Las reacciones
fueron realizadas en un volumen final
de 25 pl conteniendo 2,25 mM de MgCl2,
0,2 mM de ANTP, 1,3 unidades de ADN
polimerasa, 75 ng de primers SSU18A
(AAAGATTAAGCCATGCATG) y SSU26R
(CATTCTTGGCAAATGCTTTCG) (Blaxter
et al., 1998). Las condiciones de los ciclos de
la PCR fueron en primer ciclo de 94 °C por
5min, 35 ciclos (94°C por 1 min, 52 °C por 1
min 30 seg, 68 °C por 2 min), 68 °C por 1 min.
El producto de PCR se confirmé mediante
electroforesis a 1,5% en gel de agarosa y
las bandas se visualizaron por tincién con
bromuro de etidio, en un transiluminador

UV.

Los
como

amplicones obtenidos tanto
para bacterias vy
fueron purificados y secuenciados por
MACROGEN, USA (https:/ /www.
macrogenusa.com/).  Las

fueron ensambladas

nematodos

secuencias
manualmente por
sobreposicion y alineadas con la base de
datos GENEBANK mediante el software
BLASTn (http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov).
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Produccion de biomasa de bacterias
mediante un hidrolizado hidrobiolégico

Las cepas bacterianas seleccionadas con
potencial controlador fueron sometidas a
un nuevo medio de cultivo liquido a partir
de un hidrolizado obtenido de desechos
organicos de concha de abanico para su
producciéon de biomasa, como alternativa
a los medios de cultivo comerciales.
Preparamos diferentes concentraciones
del hidrolizado de concha de abanico (H)
mas melaza (M) como fuente proteica y
energética respectivamente. Agregamos
un volumen-volumen de 0,1, 0,25, 0,5, y
1mlde Hy M, mds 1 mlalx 10° como
inéculo por cada cepa bacteriana y se aforé
con agua destilada estéril a un volumen
total de 10 ml en tubo Falcon de 15 ml
por triplicado. Incubamos por 48 horas a
temperatura ambiente y agitamos en un
shaker orbital a 120 RPM. Usamos caldo
LB como control. Probamos el crecimiento
bacteriano sembrando diluciones decimales
en medios de cultivo solidificado en placas
de Petri conteniendo LB agregando Agar
Agar e incubando a temperatura ambiente
26° C £2. Las unidades formadoras de
colonias (UFC) fueron contabilizadas luego
de 24 horas.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante andlisis
de varianza para encontrar la importancia
de las diferencias observadas (P = 0,05), y
las comparaciones entre los valores medios
de los tratamientos se realizaron entorno a
R.

Resultados

Identificacion de nematodos vy

bacterias.

Los resultados de la extraccion de ADN
gendémico de nematodos agalladores de
raices de vid, mostraron una secuencia de
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843 nucleétidos del gen 185 ARNTr, con una
similitud del 98% y un Query cover de 99%
para Meloidogyne javanica segun el analisis
de la secuencia en la base de datos de
BLAST. Asi mismo, se aislaron un total de
67 cepas en suelo pristino y suelo cultivado.
La caracterizacion molecular al gen ARNr
16S identificamos 11 géneros y 38 especies
bacterianas en suelo pristino mas 4 géneros
y 29 especies en suelo cultivado con
vid. En suelo pristino predominaron los
géneros Bacillus, Lactobacillus, Enterobacter,
Streptomyces, Pantoea, Cupriavidus,
Acinetobacter, Cronobacter, Bordetella,
Inquilinusy Escherichia. Mientras que el suelo
cultivado los géneros mas predominantes
fueron Aeromonas, Bacillus, Enterobacter,
Plesiomonas y Pseudomonas. Cuatro cepas de
Bacillus subtilis y seis cepas de Pseudomonas
putida fueron seleccionadas para evaluar
su capacidad nematicida frente a juveniles
infectivos (J2s) segtin la mayoria de reportes
cientificos enfocados en estos géneros.

Enfrentamiento in vitro

Bajo condiciones in vitro, consideramos
la mortalidad de los individuos de J2s al no
observar movimiento, incluso al agregar
NaOH al 1%. Los ensayos mostraron que los
inéculos con concentraciones puras de cada
cultivo bacteriano tienen una mortalidad
del 100% de los J2s a los pocos minutos de
exposicion. Aunque, la mortalidad de los
J2s disminuye cuando es diluido a 1/10,
mostrando diferencias significativas entre
las demas cepas a las 72 horas de exposicién.
Siendo la cepa 9C, P. putids, de mayor
efectividad con mayor mortalidad del 95%
al contrario con la cepa 5C, Pseudomonas sp.,
la que mostré una escasa mortalidad, en
comparacién con el control con agua y LB,
donde no se observé mortalidad enlos ]2s (Fig.
1). Por lo tanto, varias especies de B. subtilis y P.
putida poseen potencial efecto controlador de
nematodos agalladores radiculares.
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Fig. 1. Grafico Boxplot sobre la mortalidad de juveniles infectivos de M. javanica a las

72 horas de exposicién directa a las diferentes a cepas bacterianas y concentraciones
en condiciones in vitro en comparaciéon con el controll (agua) y control2 (LB). Nivel de
confianza usado de 0,95 con un nivel de significancia alpha=0,05, con P value a Tukey.

Produccion de biomasa

Las pruebas in vitro registraron las cepas
9C, 11C, 1BSN y 2BSN mostraron mayor
efecto en la mortalidad de nematodos, y
fueron sometidas a un medio de cultivo
liquido basado en hidrolizado de concha
de abanico mas melaza para evaluar su
crecimientoy eventualmente reducir el costo
de produccién de biomasa en remplazo de
los medios de cultivo comerciales como
LB. El crecimiento de bacterias se evalué
midiendo las UFC/ml en placas Petri con LB

mas Agar Agar. Todas las cepas mostraron
un mayor crecimiento al 1% del hidrolizado
mas el 1% de melaza en comparacién con
LB y las deméas concentraciones. El mayor
crecimiento de las colonias se observé en la
cepa 11C con 2,0 x 107 UFC/ml, 9C con 1,0
x 107 UFC/ml, seguido de las cepas 1BSN
con 8,2 x 10° UFC/ml y 2BSN con 2 x 10°
UFC/ml (Tabla 1). A mayor concentracion,
el crecimiento bacteriano no era favorable
para ninguna cepa en comparacién con el
control de LB (Fig. 2).

Tabla 1. Crecimiento bacteriano en UFC/ml a diferentes concentraciones de Hy M en

comparacioén con LB.

Porcentaje de Hy M
Cepa LB 1 2.5 5 10
IBSN  2.9x10° 8.2x10° 1.42 x10° 1.08 x 10° 1.5x10°
2BSN  4.16 x 10° 2.0x10° 1.84 x 10° 1.2x10° 1.78 x 10°
9C 3.46 x 107 1x107 1.58 x 10° 2.98 x 10° 6.2 x 10?
11C 1.52 x 107 2x107 1.76 x 10° 2.8 x 10° 5.6 x 10°
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Fig. 2. Crecimiento de las cepas biocontroladoras usando hidrolizado de concha de

abanico mas melaza comparacién con LB.

Discusion

Las nuevas técnicas moleculares han
permitido la identificacién de comunidades
microbianas en una muestra, sin necesidad
de realizar un cultivo previo. No obstante,
los métodos de microbiologia tradicional de
aislamiento de microorganismos, junto a las
herramientas moleculares, son basicos para
que en su posterioridad, las cepas obtenidas
sean estudiadas y/o utilizadas segtun sus
caracteristicas

COMO  MICroorganismos

promotores de crecimiento, agentes
biocontroladores e inductores de resistencia

sistémica.

Los géneros Bacillus y Pseudomonas
aisladas e identificadas molecularmente
en ambas muestras de suelo han sido
ampliamente reportados por los numerosos
mecanismos de promocién de crecimiento

vegetal, entre ellos: 1a fijacién del nitrégeno;
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produccién de fitohormonas; produccién
de sideroforos; solubilizacion del fosfato;
producciéon de antibiéticos para inhibir
fitopatégenos; produccion de enzimas
liticas extracelulares; produccién de enzima
deaminasa ACC; produccion de é&cido
salicilico y acidos organicos necesarios para
las plantas (Almaghrabi, ef al. 2013; Prashar,
et al. 2014). La especie B. subtilis con
diversos estudios acerca de los mecanismos
de biocontrol y promocién de crecimiento
vegetal, tales como: la producciéon de
péptidos
oxysporum (Reddy, et al. 2016); produccion
de rizocticina fosfono-oligopeptida que
tiene actividad antifingica y nematicida

antibioticos contra Fusarium

(Borisova et al. 2010), etc. Por estos motivos
se han formulado numerosos productos a
base de B. subtilis y otros Bacillus, hasta el
ano 2011 se han reportado 20 productos
(Cawoy, et al. 2011) para el control biol6gico



Condemarin et al.: Efecto de bacterias nativas del suelo cultivado y pristino sobre el control del nematodo agallador radicular

de nematodos, entre ellos Meloidogyne
incognita, Meloidogyne javanica, Pratylenchus
brachyurus y Pratylenchus coffeae. El género
Pseudomonas considerado por promover el
crecimiento dela plantaigualmente produce
metabolitos de amplio espectro como
2,4-diacetilfloroglucinol con actividades
antifungales, antibacterianos y nematicidas
(Siddiqui & Shaukat, 2003). Ademas han
sido aislados de varios suelo supresivos
para el manejo de enfermedades foliares
y trasmitidas por el suelo, debido a que
crecen facilmente en laboratorio (Meena,
2014). especies

estan siendo identificadas gracias a las

Actualmente, nuevas
investigaciones del microbioma del suelo,
donde las técnicas secuenciaciéon masiva ha
permitido la identificacion molecular de los
organismos extraidos directamente de su
ambiente sin necesidad de cultivarlos.

La secuencia de 843 nucleétidos reveld
una similitud del 98% para Meloidogyne
javanica gracias a los protocolos de
aislamiento de nematodos, de extraccion
de ADN y de amplificaciéon por PCR del
ADN gendémico o mitocondrial que han
sido publicados por numerosos autores
(Floyd et al., 2002; Qiu et al., 2006; Berry
et al., 2008; Hu et al, 2011; Clapp et al,
2000; Sultana et al., 2013). Igualmente se
han publicado numerosos cebadores,
la mayorfa dirigidos al gen 185 ARNr y
otros a genes de efectores implicados en
la formacién de nédulos. Cabe recordar
que se han secuenciado hasta el momento
cerca de mil genomas de nematodos lo
que conduce a una enorme disponibilidad
de informaciones de secuencias de genes,
especialmente de genes efectores que
constituyen  excelentes  biomarcadores
de patogenicidad y especificidad de los
nematodos frente a plantas hospederas
(Ahmad et al., 2012; Castagnone-Sereno et
al., 2013; Danchin et al., 2013). A pesar de

la mayoria de reportes a nivel nacional
sobre la identificacion de nematodos son
por caracteristicas morfoldgicas, la tesis
de Vera-Obando (2014), us6é herramientas
moleculares para identificar a M. incognita
y determina como el principal nematodo en
varias zonas de Perd, otras especies como
M. javanica en Lambayeque, M. arenaria en
Lima y M. hapla en Cajamarca.

El ambiente limitado de condiciones in
vitro usando placas multipocillos, conduce
a identificar si algunas cepas bacterianas
producen  compuestos  que
directamente con la viabilidad de juveniles
de M. javanica, promoviendo el ahorro de

afectan

costos, tiempoy espacio sobre la seleccion de
bacterias biocontroladoras en comparacién
con las pruebas en invernadero y campo.
Por su modo de accién (Li et al., 2015), estos
compuestos pueden ser toxinas como las
proteinas Cry de B. thuringiensis que afecta
a una variedad nematodos y otras plagas.
Compuestos volatiles organicos producidas
por B. mnematocida que actda como un
mecanismo de caballo de Troya frente a
Panagrellus redivivirus. Una vez que estas
bacterias son consumidas por el nematodo
que
eliminan posteriormente a su hospedero
(Niu et al., 2010). Otro modo de accion
son las bacterias parasitas obligadas como
Pasteuria penetrans, donde las esporas de esta
especie que habitan en el suelo, se adhiere

liberan  proteasas extracelulares

a la cuticula del nematodo cuando ésta se
moviliza buscando una raiz hospedera.
Sin afectarle inicialmente al estadio juvenil
del nematodo, este invade la raiz e inicia
su sitio de alimentacién hasta desarrollar
en una hembra adulta. Al mismo tiempo
del desarrollo del nematodo, las esporas
penetranla cuticula, se apoderan del sistema
reproductor
la formacién de huevos, produciendo y
liberando consecutivamente millones de

del nematodo e impiden
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esporas al suelo (Davies et al., 2009).

La mortalidad de los juveniles de M.
javanica expuestos por 72 horas a los
compuestos nematicidas producidos por las
cepas 9Cy 11C de P. putida, 1BSN y 2BSN de
B. subtilis, demuestra resultados similares
en varios reportes usando inéculos filtrados
o concentrados celulares (Koberl et al., 2013;
El-Sayed et al., 2014; Moghaddam et al., 2014;
Park et al., 2014; Wei et al., 2014; Xiang et al.,
2014; Huang et al., 2015; Chinheya et al.,
2017; Jamal et al., 2017; Zhao et al., 2018). El
equipo de El-Hadad et al. (2010), registraron
alta mortalidad en J2 usando cultivos
bacterianos a diluciones de 1/10, a partir de
Paenibacillus polymyxa, Bacillus megaterium
y Bacillus circulans, demostrando una alta
produccién de enzimas como proteasas,
quitinasas y gelatinasas respectivamente
frente a Meloidogyne incognita. Asi mismo,
Xia et al. (2011), identificaron el gen
purL de B. subtilis y B. amyloliquefaciens
asociado con actividad nematicida contra
Aphelenchoides besseyi, Ditylenchus destructor,
Bursaphelenchus xylophilus 'y Meloidogyne
javanica. Sin embargo, a pesar de los
avances en la identificacién de compuestos
nematicidas secretados por bacterias, los
caracteres especificos del modo de acciéon
sobre la mortalidad de nematodos es
pobremente entendido (Castaneda-Alvarez
& Aballay, 2016).

Para un posible desarrollo de
escalamiento de produccién de bacterias
y su aplicacién en invernadero y campo,
el hidrolizado de concha de abanico es
una gran alternativa como medio de
cultivo. Este hidrolizado es un producto
biolégico producido mediante un proceso
microbiolégico sin adiciéon de quimicos,
principalmente constituido de nitrégeno y
fosfatos ideales para agricultura clasica u
orgéanica. La hidrolisis proteica lo hace un

producto rico en aminodcidos facilmente
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asimilables por plantas, animales y

microorganismos. Su presentacion

liquida adicionando melaza como fuente

energética han mostrado tener una
fuente ideal de nutrientes para masificar
agentes  biocontroladores  bacterianos.

Estos insumos de bajo costo, manifestaron
un mayor crecimiento eficiente a bajas
concentraciones, comprobando el
crecimiento en unidades formadoras de
colonias usando medio sé6lido LB més Agar
Agar. El mayor crecimiento de bacterias,
dondecubriétodalaplacadePetri, paratodas
las cepas se observé al 1% del hidrolizado
mas el 1% de melaza. Sin embargo, a mayor
concentracion, el crecimiento bacteriano en
UFC no era favorable para ninguna cepa
en comparacion con el control LB. El uso
de residuos industriales también ha sido
reportado por Najim et al. (2015), y usé HCI
para lisar residuos crudos de pescado y
aislar el sobrenadante para complementarlo
con medios de cultivo comerciales. Se
usaron tres microorganismos, Pseudomonas
aeruginosa,  Lactobacillus  acidophilus 'y
Saccharomyces para
las peptonas en bruto producidas como

cerevisiae, analizar
fuentes de nitrégeno en medios de cultivo.
Los resultados de OD600 indicaron que las
tres especies muestran una buena eficacia
medios

de crecimiento en diferentes

complementados con peptonas crudas
o comerciales a pesar de la superioridad

relativa del producto comercial.

Conclusiones

En este estudio demostramos que las
muestras de suelos cultivados y pristinos
alberga microorganismos con potencial
fuente de agentes biocontroladoras de
nematodos. Estos agentes, B. subtilis
y P. putida, presentaron una -eficiente
mortalidad de juveniles de M. javanica en

pruebas in vitro. Estas pruebas revelaron
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que a diluciones de 1/10 de los cultivos
diferenciar la
las cepas
aisladas y reducir los costos, tiempo y
espacio comparados con los ensayos de
invernadero, ideal para medir la dosis y
la frecuencia de aplicacién. El medio de

bacterianos  permiten

capacidad nematicida entre

cultivo alternativo en base del hidrolizado
de concha de abanico més melaza, a bajas
concentraciones, mostré que es posible
el crecimiento de bacterias para hacer un
buen uso de los desechos hidrobiolégicos
producidos en grandes cantidades en
las costas del Pert. Este estudio sugiere
alternativas de fuentes de nutrientes
dirigidas a la produccion de biomasa de
bacterias benéficas para la agricultura en
programas de control biolégico para reducir

la aplicaciéon de pesticidas.
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