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SUMMARY

Meloidogyne incognita is one of the main biological agents that affects tomato production, alternatives to chemical
pesticides are currently being evaluated, looking for compounds for nematode control. The objective of the study
was to evaluate the nematicidal activity of limonene, allyl isothiocyanate, eucalyptol (2000, 1000, 500, 250, 100 and
0 ppm), B-citronellol (200, 100, 50, 25, 10, 0 ppm) and azadirachtin (12000, 10000, 8000, 6000, 4000, 0 ppm), on J2
of M. incognita. Samples were carried out in greenhouses in the State of Morelos, where soil and root samples were
taken, to obtain the nematodes. The bioassays were carried out following the Cristébal - Alejo methodology, in a
controlled environment, the biological activity of five compounds was evaluated, under six treatments with five
repetitions each; and as an experimental unit a Petri dish with 30 juveniles (J2) of M. incognita was used and 3 mL of
each concentration was added to see the mortality response, the evaluations were carried out at 24 hours considering
dead individuals they responded to the stimulation of the entomological pin, the correction of mortality was made by
Abbott's formula and the mean lethal concentration was obtained using SAS 9.0. The mortality results were between
12 and 87.9%, however; g-citronellol was the one that presented the highest mortality rates and lowest LC50, so it
can be considered as an alternative for nematode control.

Keywords: Nodular nematode; Plants; Botanical nematicide; Meloidogyne.

RESUMEN
Meloidogyne incognita es uno de los principales agentes biologicos que afecta la produccién del tomate, actualmente
se evallan alternativas a los plaguicidas quimicos, buscando compuestos para el control del nematodo. El objetivo
del estudio fue evaluar la actividad nematicida del limoneno, isotiocianato de alilo, eucaliptol (2000, 1000, 500, 250,
100 y 0 ppm), B-citronelol (200, 100, 50, 25, 10, 0 ppm) y azadiractina (12000, 10000, 8000, 6000, 4000, 0 ppm),
sobre J2 de M. incognita. Se realizaron muestreos en invernaderos del Estado de Morelos, donde se tomd muestra de
suelo y raices, para la obtencion de los nematodos. Los bioensayos se realizaron siguiendo la metodologia de
Crist6bal-Alejo, en un ambiente controlado, se evalué la actividad biol6gica de cinco compuestos, bajo seis
tratamientos con cinco repeticiones cada uno; y como unidad experimental se us6 una caja Petri con 30 juveniles (J2)
de M. incognita y se agregaron 3 mL de cada concentracidn para ver la respuesta de la mortalidad, las evaluaciones
se realizaron a las 24 horas considerando muertos a los individuos que no respondian al estimulo del alfiler
entomoldgico, la correccion de mortalidad se realizd mediante la férmula de Abbott y se obtuvo la concentracion
letal media utilizando SAS 9.0. Los resultados de la mortalidad fueron entre el 12 y 87.9 %, sin embargo; f-
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citronelol fue el que presentd los mayores porcentajes de mortalidad y CLso mas bajas, por lo que se puede considerar

a este como una alternativa para el control del nematodo.

Palabras claves: Nematodo de los nddulos; Plantas; Nematicidas botanicos; Meloidogyne.

INTRODUCCION

El tomate es uno de los vegetales mas consumidos en
México (Romén et al., 2013); para el 2017 a nivel
nacional fueron sembradas con este cultivo mas
50,370 ha, con una produccién superior a las
3,460,000 Ton (SIAP, 2017). Este cultivo a lo largo
de su ciclo fenoldgico presenta algunas limitantes que
merman la produccion, entre ellas se encuentra el
nematodo de los noédulos Meloidogyne incognita
(Salazar y Guzman 2013), M. incognita es una de las
principales especies de nematodos que afecta tanto la
producciéon como la calidad de la produccion de
cultivos (Wiratno et al., 2009), generando pérdidas de
un 20 % y en casos severos la pérdida total del cultivo
(Ntalli et al, 2009); siendo un endoparéasito
sedentario que emerge del huevo como juvenil, estos
son los que penetran a las raices e invaden el tejido
vascular generando nddulos que obstruyen el paso de
nutrientes ocasionando la muerte de la planta (Perry,
2006; Castro et al., 2011; Navarro- Barthelemy et al.,
2009). La aplicacion de sustancias con efecto
nematicidas se vuelve necesarias para la produccion;
mientras que la restricciones de uso de fumigantes de
suelo como el bromuro de metilo, la cloropicrina y el
1,3-dicloropropeno limitan el manejo de la plaga
(Nyczepir y Thomas, 2009), lo que a su vez
promueve la busqueda de nuevas alternativas de
control para este nematodo; por ello se recurre a
sustancias de origen botanico, como los metabolitos
secundarios de plantas con efecto nematicidas
(Mareggiani et al., 2010).

Los procesos para la obtencidn y el conocimiento de
los metabolitos secundarios con actividad biolégica
en contra de insectos son realizados a través de
extractos de plantas (Leyva et al., 2017); los
terpenoides y alcaloides, son considerados como
opciones de alternativas de compuestos insecticidas
eficaces para el control de plagas (Joseph et al.,
2012). Existen estudios previos de compuestos
reportados con actividad nematicida, de extractos
boténicos de frutos de chile, mostaza y ajo en,
Meloidogyne javanica en plantas de tomate en el
invernadero, para la reduccion del nimero de huevos
y agallas de raiz con dos productos que contienen
capsaicina, capsainoides e isotiocianato de alilo. Se
us6 una mezcla tamizada de tierra y arena 1: 1 (v: v)
para llenar macetas de plastico e infestada con 4000
huevos. Después de 4 dias, se vertieron 20 mL de uno
de los extractos, en la concentracion de 1000 ppm,
sobre el suelo de cada maceta. Se vertié agua en el
tratamiento de prueba. Se plantaron plantulas de
tomate de veinte dias, una por maceta, cuatro dias
después de la aplicacion de los extractos. Cuarenta y
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cinco dias después de la siembra, se evalué el nimero
de agallas y huevos por planta. Los extractos
cloroférmicos y cetbnicos de ajo y el aceite de
mostaza presentaron el mayor efecto en la poblacién
de nematodos, difiriendo del tratamiento de control
con respecto al nimero de agallas, pero solo el aceite
de mostaza difirié del control en el nimero de huevos
por planta. Los extractos cloroférmicos y cetdnicos de
ajo y el aceite de mostaza redujeron en 34,5%, 40,4%
y 99,9% el nimero de agallas, respectivamente, y el
aceite de mostaza redujo el nimero de huevos en
99,9%. Algunas especies de plantas brassicas
producen  compuestos  sulfurosos como los
glucosinolatos, los isotiocianatos, los nitrilos,
tiocianatos y epinitrilas (Neves et al., 2009),
destacando especies como la mostaza (Sinapis alba) y
canola (Brassica napus), de las cuales se ha
comprobado su actividad nematicida sobre M.
incognita (Aballay e Insunza, 2002). En estudios con
extractos de brassicas a concentraciones de 10000
ppm se ha logrado controlar poblaciones de
Meloidogyne spp en 46 % (Franco-Navarro et al.,
2002); por su parte Herrera-Parra et al. (2009)
evaluaron extractos de eucalipto para controlar
juveniles de M. incognita y Nacobbus aberrans,
obteniendo una mortalidad del 58% con
concentracion de 8000 ppm. En investigaciones con
extractos de citricos reportan un control de
poblaciones de juveniles de M. incognita en el cultivo
de tomate, por arriba del 45% a concentracion de
6000 ppm (Sosa et al., 2012). Por lo anterior el
objetivo del estudio fue evaluar la actividad
nematicida in vitro de los compuestos activos
limoneno, isotiocianato de alilo, eucaliptol, f-
citronelol y azadiractina sobre juveniles de M.
incognita.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo de nematodos

El muestreo se realizé en invernaderos del estado de
Morelos, en el cultivo de tomate saladette variedad
Romano; se muestrearon dos hectareas de las cuales
se tomaron las muestras cada 10 m en forma de
zigzag; en cada muestreo se extrajeron raices y suelo
a una profundidad de 25-30 cm. De cada submuestra
se colecto un kg de material, las cuales fueron
mezcladas para obtener una muestra compuesta
(suelo). Se extrajeron los nematodos por el método
del embudo de Baermann, ademas a las raices se les
realizaron cortes longitudinales de 3 a 5 mm de
profundidad, posteriormente en el microscopio
estereoscopico se observaron las raices y se
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localizaron pequefios puntos de color café y las
hembras adultas blancas-crema asi como sus masas
de huevos. De las raices se extrajeron hembras con el
fin de realizar un corte perineal mediante la técnica de
Navas et al. (2010) para identificar la especie de
Meloidogyne presente en las muestras, se uso la clave
pictérica de Eisenback (1981). Con una aguja de
diseccidn se extrajeron las masas de huevecillos y se
depositaron en frascos con agua estéril, se colocaron
en una cdmara bioclimética con total oscuridad a 24
+1 °C con una humedad relativa de 60-70% durante
seis dias, para lograr la emergencia de los juveniles de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp.

Bioensayo

Los compuestos con actividad biologica evaluados in
vitro fueron el eucaliptol 99% (CAS-4708206), f-
citronelol 95% (CAS-106229), d-limoneno 96%
(CAS-5989275), azadiractina 95% (CAS-11141-17-6)
obtenidos de Sigma Aldrich® y el isotiocianato de
alilo 98% (CAS-57067) de Thermo Fisher®. Para
determinar el intervalo de concentraciones a emplear
de los estandares comprados, de los metabolitos
reportados con posible actividad contra M. incognita,
se evaluaron concentraciones de 10 a 12000 ppm,
para determinar la ventana bioldgica o de efectividad
aproximada de cada compuesto. Una vez obtenido
este intervalo, los bioensayos se realizaron siguiendo
la metodologia de Cristobal-Alejo et al. (2006), en un
ambiente controlado (23 + 1 °C, 50 % HR, 12 horas
luz y 12 oscuridad). Se evalu6 la actividad bioldgica
de cinco compuestos, bajo cinco tratamientos y un
control sin tratamiento, utilizando como solvente
agua destilada, con cinco repeticiones cada uno; y
como unidad experimental se us6 una caja petri de 60
x 15 mm con 30 juveniles (J2) de M. Incognita. Para
la preparacion de las diferentes concentraciones, se
realizaron a través de diluciones partiendo de una

Ochoa-Fuentes et al., 2019

solucion madre dependiendo de cada producto, en
vasos de 100 mL. Una vez obtenidas las
concentraciones se agregaron 3 ml de cada
concentracion para ver la respuesta de la mortalidad;
los compuestos evaluados fueron: eucaliptol,
Limoneno, isotiocianato de alilo a concentraciones de
2000, 1000, 500, 250, 100ppm y control sin estandar,
para el B-Citronelol (200, 100, 50, 25, 10 ppm Yy
control sin estandar) y azadiractina (12000, 10000,
8000, 6000, 4000ppm y control sin estandar), las
evaluaciones se realizaron a las 24 horas
considerando muertos a los individuos que no
respondian al estimulo de un alfiler entomologico,
cuando se presentd muerte en los testigos, se realizd
la correccion de mortalidad mediante la formula de
Abbott (1925) y con los resultados obtenidos se
realizd analisis de regresion Probitt para obtener la
concentracion letal media (CLso), asi como un analisis
completamente al azar y una comparacion de medias
por el método de Tukey, utilizando el paquete
estadistico SAS 9.0.

RESULTADOS

La identificacion los nematodos utilizados en el
estudio, la especie fue M. Incognita basada en la
morfologia de la hembra adulta mediante el estudio
del corte perineal de la parte posterior. Para la
identificacion de los juveniles en el segundo estado se
compararon las mediciones morfométricas de la
longitud del estilete, tamafio de cola y regién hialina
de la cola.

En relacion con los resultados obtenidos del
porcentaje de mortalidad, muestran diferencia
significativa en la comparacion de medias obtenidas,
reduciendo la poblacion de M. incognita hasta en un
11.7 hasta 87.9 % (Tabla 1). Cabe mencionar que los
testigos no presentaron mortalidad.

Tabla 1. Comparacion de medias para la variable de porcentaje de mortalidad de los compuestos evaluados contra J2

de Meloidogyne incognita.
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El compuesto que presentd mayor mortalidad fue el
B-citronelol con un 87.90% (Tabla 1), seguido por el
compuesto eucaliptol y limoneno con un 83.6 y 83.2
% respectivamente, los compuestos con una menor
reduccion en la mortalidad fueron los isotiocionatos
de alilo con un 75.7 % y la azadiractina donde se
usaron concentraciones altas con respecto a los otros
compuestos (Tabla 1).

En relacién con los valores de CLso, el B-citronelol
fue el que obtuvo una CLsy més baja con valores de
44.06 ppm (Tabla 2). Asi como su valor de CLgs
(501.21 ppm), de este modo también podemos
mencionar que estadisticamente es diferente a todos
los otros tratamientos, ya que sus limites fiduciales
(36.69-52.65), no se traslapa con ningln otro
tratamiento. Como se aprecia en la Tabla 2.
Limoneno tuvo una accion nematicida sobre M.
incognita con una CLsp de 420.11 ppm y una CLgs de
6743 ppm, traslapandose sus limites fiduciales con el
eucaliptol y el isotiocionatos de alilo, por lo tanto,
estadisticamente no son diferentes. El otro producto
fue el eucaliptol, mostrando ser una buena alternativa
para el control de M. incognita, con una CLso de
547.18 ppm. Finalmente, el isotiocianato de alilo
obtuvo una CLsy de 622.24 ppm. Mientras que
azadiractina demostro tener un efecto en la mortalidad
sobre J2 de M. incognita a concentraciones altas con
una CLso de 11475 ppm.

DISCUSION

La identificacion de M. incognita se basé en la
morfologia de la hembra adulta mediante el estudio
del corte perineal de la parte posterior, se observan
los pliegues cuticulares caracteristicos de esta especie
con un arco dorsal alto y cuadrado (Eisenback, 1981).
Para la identificacion de los juveniles en el segundo
estado se compararon las mediciones morfométricas
de la longitud del estilete (12-15 um), tamafio de cola
(38-40 pum) y region hialina de la cola (8-10 um) y se
comparo6 con lo establecido por Jepson (1987).
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El compuesto que presenté mayor mortalidad fue el
B-citronelol con un 87.90% (Tabla 1), estos resultados
fueron superiores a los reportados por Giacometti et
al. (2010) quienes evaluaron un nematicida comercial
“Tequil” elaborado a base de Yuca schidigera,
Quillaza saponaria, Tagetes spp. aplicado sobre de
M. incognita y Heterodera daverti a una
concentracion de 2.5 ml/L, sin presentar mortalidad
solo inmovilizaién de juveniles. Caso similar a lo
reportado por Moreira et al. (2015) quienes evaluaron
citronella sobre M. incognita en plantas de tomate, a
una concentracién de 4000 ppm con una efectividad
del 67%; mientras que Taniwiryono et al. (2009)
usaron un extracto de citronela en poblaciones de
Meloidogyne en el cultivo de clavel, reportando
mortalidades del 75% a una concentracion de 5000

ppm.

Cabe destacar que la presencia del grupo funcional
(OH) vy la presencia del doble enlace en el terpeno
afectan la actividad nematicida del compuesto activo
Echeverrigaray et al. (2010). Seguido por el
compuesto eucaliptol y limoneno con un 83.6 y 83.2
% respectivamente, los compuestos con una menor
reduccion en la mortalidad fueron los isotiocionatos
de alilo con un 75.7 % y la azadiractina donde se
usaron concentraciones altas con respecto a los otros
compuestos (Tabla 1). Sin embargo, estos resultados
fueron similares a los de Rodriguez et al. (2012)
quienes evaluaron aceites esenciales de Azadiractina
indica y Tagetes erecta como alternativa para
controlar M. incognita, reportan un control del 56%
sobre juveniles en cultivo de tomate a una
concentracion promedio de 15000 ppm siendo
congruentes estos resultados con las mortalidad
reportada por Sharma et al. (2003), quienes reportan
50-65% de mortalidad con la aplicacién de las
azadiractinas  purificadas (A, B y H) a
concentraciones de 200 ppm. Cabe sefialar que
actualmente no existen reportes sobre las
evaluaciones solo de los estandares utilizados.

Tabla 2. Concentracion letal media de los compuestos evaluados sobre M. incognita.

Lo Ll DFI)_”;S Lo Lo Ec. Prediccion P-valor
'SOtiOC;ﬁ?jtos d 62224 50314 78406 3119 12411 y=-3.63+1.26 +0.22
Eucaliptol 547.18 462.72  649.55 57.19 5235 y=-4.59+1.67 +0.14
Limoneno 420.11 340.98 512.71 26.17 6743 y=-3.57+1.36 +0.18
B-citronelol 44.06 36.69 52.65 3.87 501.21 y=-2.56+1.55 +0.39
Azadiractina 11475 10171 13769 2857 46087 y=-11.05+2.72 +0.61
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En relacion con los valores de CLso, el B-citronelol
fue el que obtuvo una CLso mas baja con valores de
44.06 ppm, estos resultados son superiores a los
reportados por Echeverrigaray et al. (2010), quienes
reportan que el citronelol a concentracion de 250
mg/L, aplicado a huevos de M. incognita y J2; redujo
la eclosion en 41.2% y la movilidad de los J2 en un
59 %. A su vez Moreira et al. (2009) evaluaron al
aceite esencial de citronela sobre el nematodo
agallador, obteniendo una 68% a una concentracion
de 1000 ppm, considerando a este aceite como una
alternativa prometedora para el control del nematodo.
Algunos terpenos como el citronelol tienen efectos
nematicidas sobre M. incognita resultando efectivo
por su grupo hidroxilo, este intoxica a los nematodos
fitoparasitos con una CLsy de 12 pg/mL (Abdel-
Rahman et al., 2013); inferior a la reportada para
citronelol en este trabajo. Limoneno tuvo una accién
nematicida sobre M. incognita con una CLsy de
420.11 ppm. Por su parte Echeverrigaray et al.
(2010), reportan que el limoneno a 250 mg/L redujo
la eclosion de huevos de M. incognita, mientras que
la movilidad de J2 se redujo en 97.6%; al igual que
Ibrahim et al. (2006) quienes evaluaron extractos de
limoneno, reportando mortalidades de 63% de los J2
de M. incoginta y una CLsp 121 ppm; siendo que estas
superiores a las a la mortalidad obtenida en este
trabajo (35.1 %). Limoneno se obtiene principalmente
de plantas del género citrus, provoca una intoxicacion
en los J2 por ende se puede considerar como una
alternativa para el control de M. incognita (Ahmad et
al., 2004; Adegbite y Adesiyan, 2005; Toloza, 2010;
Urzla, 2011). Abdel-Rahman et al. (2013)
comprobaron que los terpenos con grupos fenodlicos,
hidroxilos o carboxilicos presentan mayor actividad
nematicida, resaltando la importancia del grupo
funcional en la actividad nematicida de cada uno de
los terpenos. El eucaliptol, presentd una ClLsy de
547.18 ppm. Estos resultados difieren a los reportados
por Corbani y Mazzonetto, (2013); en su
investigacién, evaluaron extractos de eucalipto sobre
juveniles de Meloidogyne sp extraidos de raices de
plantas de tomate, reportando una CLso de 2456 mg
Lt disminuyendo un 47% la eclosién de los huevos y
en el nimero de agallas presentes en la zona radicular
de las plantas. Abdel-Rahman et al. (2013), evaluaron
la actividad nematicida de 34 terpenoides de
compuestos quimicos con 95% de pureza en juveniles
de Caenorhabditis elegans; siendo que el eucaliptol
present6 una mortalidad de 43.85% a una
concentracion de 50 ppm. El isotiocianato de alilo
obtuvo una CLsy de 622.24 ppm este resultado
contrasta al reportado por Aballay e Insunza (2002)
quienes evaluaron un extracto botanico de mostaza
(Sinapsis alba) sobre M. incognita y Xiphinema
index; reportando una de CLsp 940y 1124 mg L™* para
cada nematodo. El extracto obtenido de rastrojo de
mostaza contiene isotiocinatos volatiles que a
concentracion de 2500 ppm desinfecta el suelo,
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obteniendo un rango de mortalidad del 35-45 % sobre
los nematodos presentes en la zona radicular de las
plantas. (Perniola et al., 2016; Rodriguez et al.,
2011). Los resultados de esta investigacion difieren
en gran medida con los reportados por Yu et al.
(2005), quienes también evaluaron el isotiocianato
alilo en siete especies de nematodos; reportando una
Clsp 17-24.1 pg/mL para M. incognita y M. hapla.
Los isotiocianatos muestran efecto biocida y son
considerados como uno de los metabolitos vegetales
mas toxicos para el control de nematodos por su
interaccion no especifica con proteinas y aminoacidos
(Yu et al., 2005), ademas de presentar efecto directo
en la eclosién de los J2 (Yu et al., 2005). Ademas del
extracto de mostaza, existen otras brasicaceas muy
efectivas en el control de nematodos, esto debido a su
alto contenido de glucosinolatos los cuales se
degradan por accion de los microorganismos
presentes en la rizosfera, obteniendo isotiocianatos y
nitrilos con accion nematicida (Lazzeri et al., 2004;
Cervantes y Herrera 2016). Finalmente, la
azadiractina demostrd tener un efecto en la mortalidad
sobre J2 de M. incognita a concentraciones altas con
una CLsp de 11475 ppm. Por su parte Hernandez et al.
(2006) extrajeron aceite esencial de semillas, hojas,
tallos y raices del neem, mencionan que la mortalidad
varia de acuerdo con la parte de la planta donde se
obtuvo el aceite esencial; mientras que una
concentracion de 10000 mg L™ en extractos botanicos
se consideran adecuadas (Vinueza y Crozzoli, 2006).
Sharma et al. (2003), evalu6 la actividad nematicida
de tres fases purificas de azadiractinas (A, B y H);
siendo el extracto purificado de la azadiractina B la
gue se mostr6 como la mas efectiva contra el
nematodo reniforme (Rotylenchulus reniformis)
obteniéndose una CEsp 96.6 ppm, seguido de
Azadiractina Ay H (119.1 ppm y 141.2 ppm).

CONCLUSION

Los principios activos botanicos isotiocianato de
alilo, eucaliptol, limoneno, azadiractina mostraron
una efectividad in vitro en la mortalidad sobre
juveniles del segundo estadio de M. incognita;
mientras que B-citronelol obtuvo los mejores
resultados en las evaluaciones sobre los juveniles de
M. incognita. Los compuestos con actividad biolégica
pueden mitigar de manera importante la problematica
ocasionada por M. incognita en el cultivo de tomate,
aungue se requiere hacer mas investigacion para
obtener de manera méas certera el modo de accién de
estos compuestos sobre nematodos fitoparasitos.
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