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RESUMEN. Se evalué el efecto nematicida del extracto de semillas de Canavalia ensiformis
combinado con nanoparticulas de didxido de silicio, en juveniles de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita, nematodo fitopatégeno que afecta el cultivo de tomate. En el primer
experimento, se probaron concentraciones del extracto al 2, 4, 6, 8 y 10%, observando que la
concentracion mas efectiva fue del 10%, con una mortalidad del 90% a las 24 horas. En el segundo
experimento, se combinaron concentraciones del extracto al 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0% con
nanoparticulas de didxido de silicio al 0.06, 0.08, 0.10, 0.12 y 0.14%, donde la mas eficaz fue la de
1.5% de extracto con 0.14% de nanoparticulas, que mostré una mortalidad del 94% a las 72 horas.
Estos resultados sugieren que la combinacion de extracto de C. ensiformis con las NP’s puede ser
una estrategia para el manejo de M. incognita en cultivos de tomate.
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ABSTRACT. The nematicidal effect of Canavalia ensiformis seed extract combined with silicon
dioxide nanoparticles was evaluated on second instar juveniles of Meloidogyne incognita, a
phytopathogenic nematode that affects tomato crops. In the first experiment, concentrations of
the extract were tested at 2, 4, 6, 6, 8 and 10%, observing that the most effective concentration
was 10%, with 90% mortality at 24 hours. In the second experiment, concentrations of the extract
at 1.5, 2.0, 2.5 and 3.0% were combined with silicon dioxide nanoparticles at 0.06, 0.08, 0.10, 0.12
and 0.14%, where the most effective was 1.5% extract with 0.14% nanoparticles, which showed a
mortality of 94% at 72 hours. These results suggest that the combination of C. ensiformis extract
with NP's can be a strategy for the management of M. incognita in tomato crops.
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INTRODUCCION

Los nematodos fitopatdgenos afectan el cultivo de alimentos en el mundo. Se estimd en
2015 pérdidas en la producciéon mundial de un 7%, equivalente a 48 991.04 toneladas y a 173 mil
millones de délares (Heflish et al. 2021, Carmona-Hernandez et al. 2022). Los géneros causantes
de malformaciones de plantas en solanaceas y hortalizas son: Globodera y Meloidogyne, el
segundo especificamente causa amarillamiento de las hojas, deformaciones en las raices lo que
ocasiona que no haya flujo de nutrientes al resto de la planta; ademds genera raquitismo vy
deficiencia en la produccion de frutos (Demirbas et al. 2020). Particularmente, M. incognita es una
especie polifaga con distribucién amplia y frecuente entre cultivos de solandceas y resistente a
condiciones desfavorables de temperatura, humedad relativa y suelos con bajo porcentaje de
materia orgdnica (Ayvar-Serna et al. 2018).

La modificacion del medio y el uso desmedido de agroquimicos han generado que los
nematodos, principalmente M. incognita y M. javanica, presenten resistencia a la mayoria de estos
productos quimicos (Wram y Zasada 2020). Algunas de las alternativas al uso de estos es la
implementacién de fermentados de plantas como Lantana camara L. para el control de M.
incognita (Malahlela et al. 2021). Las nanoparticulas (NP’s) son estrategias de innovacién
tecnoldgica, se trata de materia que se encuentra dentro de una escala nanométrica de uno a cien
nandémetros (Medina et al. 2015) En la busqueda de estrategias de control, se ha innovado con el
uso NP’s como oxido de bismuto a las que se les atribuyen propiedades similares a las
fitohormonas, mecdnicas, térmicas y quimicas que ayudan a la planta a asimilar los nutrientes del
suelo (Alvarez-Constante y Rosero-Erazo 2021).

Al respecto Cepeda et al. (2018) obtuvo extractos etandlicos y acuosos de ruezno y cascara
de nogal (Carya illinoinensis W), que fueron aplicados a nematodos en condiciones in vitro
extraidos de plantas con sintomatologia causada por M. incognita, donde se contabilizd una
reduccion de individuos J2 de 97 y 99%, respectivamente. También se han estudiado los géneros
de plantas de Ageratum y Coccinia, evaluando parametros de eclosién de huevos y presencia de
juveniles del estadio dos de individuos de M. incognita in vitro y con reportes de que las
poblaciones se redujeron en un 65 y 50% en eclosion de huevos, siendo los metabolitos
secundarios benéficos para el control de nematodos los flavonoides, fenoles y tanino (Asif et al.
2017). Existe evidencia de que las semillas de C. ensiformis contienen L-canavanina con
propiedades de toxicidad, ya que se han suministrado a roedores causando afectaciones en el
crecimiento y desarrollo de sus oérganos, lo cual indica que causa efectos en los procesos
fisioldgicos en diferentes organismos (Ruiz-Bedolla et al. 2019). El extracto acuoso de semillas de
C. ensiformis causo la muerte de hasta el 83% de J2 de M. incognita, |la reduccién de eclosién 87%
de huevos in vitro, efectos asociados a la accién de la L-Canavanina, misma que fue determinada
mediante HPLC (Rocha et al. 2017). La busqueda de nuevas alternativas ha generado innovacion
con NP’s, las cuales se han convertido en una alternativa para el control de diversas plagas, entre
las que podemos encontrar nematodos de importancia agricola como Meloidogyne spp, Nacobbus
spp, Globodera spp, entre otros, por lo que la implementacion de NP’s de plata se ha estudiado y
se la ha relacionado con dafios a la cuticula de los nematodos, causando estrés oxidativo e
interferencia en procesos bioldgicos relacionados con la mitocondria y la sintesis de proteinas (El-
Habashy 2022). En la actualidad hay escasa informacién con relacion a las NP’s de didxido de silicio
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para el control de nematodos fitopatdgenos, no obstante, se han hecho pruebas en diferentes
plagas y se ha encontrado efectos favorables en la implementacion de NP’s de silicio contra plagas
de diversos tipos (Thabet et al. 2021). Por lo anterior el objetivo de este estudio fue evaluar in vitro
el efecto nematicida de las semillas de C. ensiformis, asi como su potencializacion con NP’s de
dioxido de silicio para el control de M. incognita.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de inoculo

El experimento se realizé en el laboratorio de toxicologia del Departamento de
Parasitologia Agricola de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro ubicada en la ciudad de
Saltillo Coahuila, México. Se colectaron muestras de suelo infestado de nematodos de la especie
M. incognita en invernaderos de tomate en el ejido el salado del estado de San Luis Potosi; también
se tomaron muestras de raices de plantas de tomate con presencia de nddulos causados por
Meloidogyne. Las muestras fueron transportadas en bolsas negras al laboratorio, se procesaron
para obtener masas de huevos mediante el método de tamizado-centrifugado con la ayuda de
tamices con mallas de calibre 50, 100, 400 y 500 para posteriormente centrifugar a 5 000 RPM
durante 2 minutos; el sobrenadante se recuperé por decantacion. Posteriormente se agregd una
solucién de sacarosa al 45% para centrifugar a 5 000 RPM durante 1 minuto, se decantd en el tamiz
de 500 mallas y se enjuagd con agua destilada estéril, después se realiz6 un conteo en el
microscopio estereoscépico (Cepeda 1995). Las masas de huevecillos se depositaron en tubos
falcon y se mantuvieron a temperatura constante de 28 °C durante 12 dias para obtener J2 (Pinzén
etal. 2015).

Identificacion de Nematodos

Se realizaron cortes perineales a hembras obtenidas de las raices de plantas de tomate, las
cuales se visualizaron en el microscopio compuesto y se observaron patrones como presencia de
fasmidos bien definidos y ampliamente separados, linea lateral ausente y estrias altas finamente
definidas con forma cuadrangular, asi como ano y vulva distantes; estas caracteristicas se
describen en las claves taxondmicas de Cepeda (2016), Garcia et al. (2004) y, Eisenback y
Triantaphyllou (2020). Asi mismo, fueron confirmadas por medio de la interactive diagnostic key
to plant parasitic, freeliving and predaceous nematodes of university of Nebraska (Tarjan et al.
1977).

Obtencion del extracto

La obtencién del extracto de C. ensiformis se siguid la metodologia descrita por Rocha, et
al. (2017) modificada. Se agregaron 100 g de semillas, obtenidas de Leguminutre®, a un matraz de
500 mL al que se le adicionaron 200 mL de agua destilada estéril, y se colocd en un agitador
oscilatorio durante 24 h a 130 RPM. Posteriormente las semillas junto con el agua fueron trituradas
en un procesador de alimentos de la marca Ninja® con tres pulsos de 30 segundos, el producto
resultante se dejo en el oscilador a 150 RPM durante 24 h y posteriormente se agregaron 400 mL
de agua destilada. Con la ayuda de gasas se separd la fase sdlida y liquida, la fase liquida se
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centrifugd tres veces a 5 000 RPM a temperatura ambiente durante 20 minutos cada ciclo.
Finalmente, se obtuvo un volumen total de 400 mL del extracto y se esterilizé por filtracion
utilizando filtros de 0.2 micras con la ayuda de una bomba de vacio y un embudo cénico de
filtracion. Las NP’s de didxido de silicio fueron obtenidas de la empresa CULTA®, las cuales fueron
almacenadas a temperatura ambiente. Las diluciones se calcularon mediante la férmula general
de diluciones (Rajagopalan y Agrawal 2023).

Establecimiento de bioensayos

La evaluacién in vitro se realizé mediante placas de cultivo celular de 24 cavidades con un
disefo experimental de bloques completos al azar. Se hicieron diluciones de la solucion madre
donde se contenian los huevecillos eclosionados para obtener una solucidn stock en la cual cada
100 microlitros contenian 40 individuos + 5 J2 y posteriormente fueron depositados en cada
pocillo. Se establecié un testigo con cinco tratamientos del extracto de C. ensiformisa 2, 4,6, 8y
10% que se determinaron mediante una ventana bioldgica tomando como base las dosis utilizadas
por Rocha et al. (2017), con cinco repeticiones, y fueron incubados a 26°C + 1°. Se revisaron a las
24, 48 y 72 h posteriores a la inoculacidn con la ayuda de un microscopio estereoscépico, donde
los criterios de muerte fueron cuerpo en posicion recta o desintegracion de los individuos (Figura
1A), y fueron comparados contra el tratamiento al 0% con agua (Figura 1B). Por ultimo, se combiné
el extracto de C. ensiformis con NP’s de didxido de silicio, donde se tomaron en cuenta los
resultados obtenidos de los bioensayos previos basados en el extracto. En este experimento se
utilizaron 35 individuos J2 (x5) en cada pocillo bajo un esquema experimental de bloques
completos al azar. Se implementaron cuatro tratamientos y un testigo con agua destilada, en los
cuales se realizé un gradiente de concentraciones utilizando NP’s al 0.06, 0.08, 0.10, 0.12 y 0.14%;
cada una mezclada con el extracto al 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0%. Los tratamientos fueron revisados a las
24, 48 y 72 h posteriores a la inoculacién siguiendo los mismos criterios de muerte. Los datos
obtenidos de mortalidad se procesaron mediante un analisis Probit con la ayuda del programa The
SAS System Windows 9.0°®. Los porcentajes de mortalidad por dia se analizaron con andlisis de
varianza con el paquete estadistico Minitab® con un grado de significancia del 95% y una prueba
de medias de Tukey.

Figura 1. A) Individuo de M. incognita en proceso de desintegracidén causado por el extracto de C. ensiformis. B)
Testigo de M. incognita teiido con lugol y azul de algodon.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Durante las primeras 24 h posteriores a la inoculacion la dosis mas baja al 2% de extracto
de C. ensiformis no provocd mortalidad de los J2. Sin embargo, a las 48 h se tuvo una mortalidad
mayor del 60% (Tabla 1). La concentracion del 4% tuvo una mortalidad de 63% durante las primeras
24 hy alas 48 h la mortalidad se ubicé en 65% en promedio. Las dosis del 8 y 10% obtuvieron 85y
90% de mortalidad, respectivamente a las 24 h posteriores a la inoculacién (Tabla 1). El extracto
de semillas de C. ensiformis presenté una evidente tasa de mortalidad en individuos J2 de M.
incognita con bajas concentraciones, lo que coincide con el trabajo de Rocha et al. (2017) en donde
reportaron mortalidades mayores al 80% en individuos del segundo estadio de nematodos del
género Meloidogyne, mismos que, al igual que el presente trabajo, también presentaron
formaciones de vacuolas en el cuerpo como efecto del extracto. Es necesario resaltar que en otros
trabajos las evaluaciones se han realizado solo durante 48 h, mientras que en este trabajo las
evaluaciones fueron hasta las 72 h (Garcia-Munguia et al. 2016). La técnica de obtencién del
extracto utilizada en este estudio fue modificada con la finalidad de reducir costos y hacerla mas
accesible, sin embargo, los efectos causados son similares. Esto se debe a que el proceso
originalmente se realizaba en frio con la ayuda de nitrégeno liquido y manteniendo en todo
momento temperaturas no mayores a 4°C (Rocha et al. 2017). Para fines practicos de este trabajo
el proceso se realizd a temperatura ambiente de 24°C, no obstante, el extracto se sometié a mas
tiempo de centrifugado para garantizar la correcta separacién de los anillos de lipidos con la fase
acuosa. Lo anterior, indica que el metabolito se mantiene presente y conserva sus propiedades
toxicidas. En algunos trabajos con Tagetes, se ha implementado extraer aceites de la planta para
evitar afecciones por la temperatura, lo que podria hacer el extracto mas estable a condiciones
ambientales, mismo que ha mostrado ser mas eficiente que extractos acuosos, incluso de la misma
parte de la planta (Alvarez et al. 2016).

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad por dia de
diluciones del extracto de semillas de C. ensiformis

en J2 de M. incognita.

Concentracién extracto
de C. ensiformis (%) 24 horas 48 horas 72 horas

0% 0 0 0

2% 0 63 70
4% 63 65 73
6% 73 88 90
8% 85 95 100
10% 90 100 100

En el caso de las dosis combinadas, los resultados exponen que el efecto del extracto es
potencializado cuando se aplican simultdneamente. En el primer tratamiento donde se aplico el
extracto al 1.5% con 0.08% de NP’s de diéxido de silicio se logré una efectividad del 75%, a las 72
h posteriores de la aplicacién (Tabla 2); teniendo en cuenta el tipo de solvente, agua destilada
estéril, con el cual se obtuvo una tasa de efectividad mayor del 90%, lo encontrado es superior a
lo reportado en otros extractos acuosos y etandlicos realizados con plantas del género Capsicum,
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Hyoscyamus, Estrumario y Achillea, donde se utilizaron polvos obtenidos de las hojas, reportando
mortalidades maximas de 60% (Kepenekgi et al. 2016). El segundo tratamiento indicé que las
aplicaciones de extracto al 2.0% combinados con 0.08% de NP’s a las 24 h de la aplicacion tuvo
mortalidades del 80%, no obstante, la mortalidad no aumenté significativamente en las siguientes
24 h posteriores y se puede observar que las dosis siguientes no tuvieron diferencias en las
mortalidades (Tabla 2). El tercer tratamiento de 2.5% del extracto, con 0.06% de NP’s tuvo una
mortalidad del 77% a las 24 h y también se constaté que en los dias posteriores la mortalidad no
aumento significativamente hasta las 72 h, incluso algunos individuos no murieron (Tabla 2). El
tratamiento del 3% de extracto expuso una mortalidad similar a la del primer tratamiento ya que
la aplicacion con 0.06% de NP’s solo tuvo un 55% de efectividad y menos del 50% durante las
primeras 24 h, hasta las 72 h no hubo cambios en la mortalidad; por otra parte, el tratamiento de
3.0% de extracto y 0.14% de NP’s a las 72 h mostré mortalidad de 95%. Se puede comparar las
mortalidades obtenidas con las dosis aplicadas del extracto solo y del extracto combinado con las
NP’s; las mortalidades aumentan en los tratamientos con concentraciones combinadas (Tabla 2),
mientras que las aplicaciones con el extracto solo, se requiere mayor concentracién para obtener
el mismo porcentaje de mortalidad; no obstante, es importante resaltar la relaciéon entre el
aumento de las mortalidades y la disminucion de las concentraciones en los tratamientos
combinados. La mayor aplicacién de NP’s tuvo mortalidad de 95% durante las 72 h posteriores a la
aplicacion. Las concentraciones utilizadas para la evaluacidon en pruebas in vitro son aceptables
considerando el método de extraccidn, puesto que, el metabolito L-canavanina se puede
desnaturalizar bajo métodos de extraccién con altas temperaturas, por lo que, para conservar las
propiedades toxicolégicas de la semilla el proceso se debe realizar en frio y no someterlo a
temperaturas mayores a 50 °C (Rocha et al. 2017).

Tabla 2. Mortalidad por tratamiento 72 horas posteriores
a la aplicacion (%) del extracto de semillas de C. ensiformis
combinado con Nanoparticulas (NP’s) de SIO2 en J2 de M.
incognita.

Extracto de C. ensiformis al 1.5%  Extracto de C. ensiformis al 2.0 %

NP's (%) Mortalidad (%) 72 h NP's (%) Mortalidad (%) 72 h

0 0 0 0
0.06 43 0.06 63
0.08 75 0.08 77
0.10 86 0.1 89
0.12 89 0.12 90
0.14 94 0.14 91

Extracto de C. ensiformis al 2.5 %  Extracto de C. ensiformis al 3.0 %

NP's (%) mortalidad (%) 72 h NP's (%) mortalidad (%) 72 h

0 0 0 0
0.06 77 0.06 55
0.08 86 0.08 65
0.10 89 0.10 81
0.12 94 0.12 91
0.14 100 0.14 95
e-ISSN: 2007-901X www.ujat.mx/era
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El andlisis probit de la CLso y CLgs del extracto se ubicaron en 2.41% y 10.01. Con respecto a
las dosis combinadas el extracto fue potenciado por las NP’s (Tabla 3). Se observa que se requieren
0.079, 0.045, 0.037 y 0.059% de NP’s combinadas con el extracto de C. ensiformis al 1.5, 2.0,2.5y
3.0%, respectivamente; para alcanzar mortalidades efectivas para alcanzar la CL 50. Si se compara
con las concentraciones del extracto, se puede observar como se requiere menos concentracion
una vez que se combina con las NP’s.

Tabla 3. Anadlisis probit de bioensayos de semillas de C
ensiformis y NP’s de SiO2. Limites Fiduciales Inferiores (LFl),
Dosis Letal 50 (DL50), Limites Fiduciales Maximos (LFM), Dosis
Letal 95 (DL95).

Tratamiento LFI DL50 LFM DL95 Valorde p

Extracto de C. ensiformis 1.98 2.41 2.79 10.01 0.0001
Extracto 1.5% y NP's 0.075 0.079 0.083 0.150 0.0001
Extracto 2.0% y NP's 0.031 0.045 0.054 0.158 0.0001
Extracto 2.5% y NP's 0.023 0.037 0.047 0.147 0.0001
Extracto 3.0% y NP's 0.050 0.059 0.065 0.148 0.0001

Se observan diferencias entre tratamientos, el experimento donde se evalué solo el
extracto de semillas de C. ensiformis, mostré que hay diferencias significativas en todos los
tratamientos; mientras que, en el experimento con dosis combinadas, especificamente en los
tratamientos de 1.5% de extracto con 0.06 y 0.012% de Np’s no existen diferencias entre
tratamientos. También es el mismo caso en el tratamiento de 2.5% del extracto con 0.12 y 0.08%
de NP’s, no existen diferencias significativas (Tabla 4).

Las diferencias con otros experimentos donde también se aplican extractos acuosos puede
atribuirse al uso de las diferentes partes de la planta, es decir, los metabolitos estan distribuidos
en la planta y sus concentraciones pueden variar de acuerdo a la parte de la planta de donde se
extraen, algunos pueden contenerse en mayor cantidad en hojas, en raices o en semillas (Villegas
et al. 2013). El extracto acuoso utilizado en este trabajo fue obtenido de semillas de C. ensiformis.
Mismas que han presentado efectos antilarvarios en los que se han reducido hasta en 35% la
presencia de larvas de Callosobruchus maculatus, confirmando asi que la semilla por si misma sin
procesar presenta efectos de toxicidad (de Sa et al. 2017). Lo antes mencionado se puede constatar
tomando en cuenta que se han comparado pruebas donde desarrollan productos con bases
etandlicas y acuosas, en dichos ensayos con cascara de ruezno reportan mortalidades del 97% para
el caso del extracto acuoso y 87% para los etanolicos (Cepeda et al. 2018). Por lo que la importancia
del presente estudio radica en la modificaciéon y simplificacién del método de obtencidn del
extracto, asi como la compatibilidad de este potencializado con NP’s de diéxido de silicio, ya que
actualmente solo existe un trabajo relacionado con C. ensiformis como agente de control aplicado
a nematodos fitopatégenos (Rocha et al. 2017). No se realizé la deteccidn de la L-canavanina, no
obstante, al comparar los resultados de Rocha et al. (2017) se puede confirmar que a pesar de que
se modificé la técnica de obtencidn del extracto, el producto obtenido conserva sus propiedades
biocidas. Las NP’s de diéxido de silicio no se han evaluado contra patdgenos, es por ello que se
debe resaltar que la compatibilidad de ambos productos mostré resultados favorables, lo que abre
la posibilidad de nuevos estudios para entender y comprender los alcances que pueden tener.
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El método modificado para la obtencién del extracto de semillas de C. ensiformis exhibid
niveles de efectividad contra M. incognita por si solo, mostrando la mayor mortalidad las primeras
24 h y un incremento en algunas dosis en dias posteriores. Es importante resaltar que el resultado
de la potencializacién con el uso de NP’s de didxido de silicio fue positivo y se requieren bajas
cantidades combinadas, tanto del extracto como de las NP’s. Es importante continuar con pruebas
bajo diferentes esquemas, los cuales ayudaran a entender las diferentes aplicaciones que se le
puede dar a la combinacién de ambos productos.

Tabla 4. Analisis de varianza con los porcentajes de
mortalidad 72 horas posteriores a la aplicacion
Tratamiento N Media + DS

10 5 38.6+1.6°

8 5 37.2+£2.8°

Extracto de C. ensiformis 72 h 6 5 34.8+27°

4 5 26.6+1.3°

2 5 17.8 £0.5¢

0.14 5 33.0+0.8°

0.12 5 31.2+0.7%®

Medias extracto al 1.5% y NP's 72 h 0.06 5 30.2+2.8
0.10 5 28.0+1.0°

0.08 5 33.0x0.7¢

0.14 5 31.8+2.1°

0.12 5 31.4+0.7°

Medias extracto al 2.0 % y NP's 72 h 0.10 5 31.0+1.0°
0.08 5 27.0+1.1°

0.06 5 22.2+1.4°

0.14 5 35.0+2.22

0.12 5 328+1.0%®

Medias extracto al 2.5 % y Np's 72 h 0.10 5 31.0+23°
0.08 5 30.0+1.9%

0.06 5 26.8+0.0°

0.14 5 33.2+0.8°

0.12 5 31.8+2.5°

Medias extracto al 3.0 % y NP's 72 h 0.1 5 28.2z%0.8°
0.08 5 23.8+0.8°

0.06 5 19.4+0.8¢
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