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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. Los extractos de semillas de Canavalia ensiformis han
demostrado efectos antiparasitarios y repelentes contra plagas. El objetivo fue eva-
luar la efectividad del extracto combinado con nanoparticulas (NP’s) de didxido de
silicio contra los huevos de Meloidogyne incognita.

Materiales y Métodos. Se llevaron a cabo experimentos in vitro para evaluar los
efectos de los extractos de semillas de C. ensiformis, tanto por si solos como com-
binados con NP’s de dioxido de silicio, en la eclosion de juveniles de M. incognita.
Se utilizaron 150 huevos y se aplicaron concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 % del
extracto. Ademas, se evaluaron concentraciones del extracto al 0, 1.5, 2.0, 2.5y
3.0 %, cada una combinada con concentraciones de NP’s al 0.06, 0.08, 0.10, 0.12
y 0.14 %.

Resultados. Ninguno de los tratamientos logré evitar la eclosion mas del 30 % de
juveniles. La modificacion de la técnica de obtencion del extracto de semillas de
C. ensiformis puede causar un efecto ovicida complementario; sin embargo, al au-
mentar las concentraciones del extracto, puede propiciar la proliferacion de hongos
saprofitos y otros microorganismos.

Conclusion. Los tratamientos no mostraron efectos ovicidas significativos arriba
del 40 %.
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INTRODUCCION

Los nematodos fitopatogenos que en la actualidad causan grandes pérdidas en la
produccion de jitomate (Solanum lycopersicum), pepino (Cucumis sativus), chile
(Capsicum annuum), café (Coffea arabica), entre otras; también son organismos
poco estudiados, con resistencia a productos nematicidas quimicos sintéticos debi-
do a su uso indiscriminado y que éstos a su vez generan residualidad en alimentos
y afectaciones a la salud humana (Trujillo-Rugamas et al., 2022). Las plantas de
forma adaptativa y evolutiva han desarrollado defensas como una respuesta a facto-
res bidticos y abioticos; algunas de estas adaptaciones son cambios fisiologicos, de-
fensas quimicas y produccion de metabolitos secundarios (Camacho-Escobar et al.,
2020). Es por tal motivo que se han buscado nuevas tecnologias con la finalidad de
mitigar los efectos secundarios de los agroquimicos y para ello se han desarrollado
extractos fitoquimicos que ayuden al control de los nematodos (Céndor-Golec.,
2019). Es importante identificar los metabolitos en las plantas y conocer los méto-
dos y solventes para su obtencion, ya que algunas plantas como las fabaceas con-
tienen altos contenidos de metabolitos secundarios como flavonoides, compuestos
fendlicos y alcaloides con diversos efectos que ayudan al control de plagas (Lopez
et al., 2022). Los metabolitos se encuentran distribuidos en diferentes partes de la
planta y se pueden encontrar en diferentes concentraciones dependiendo de donde
se extraigan, algunas de las partes de la planta donde se encuentran son hojas, rai-
ces, semillas, flores y tallos (Guillén-Andrade et al., 2019). C. ensiformis es una
fabacea que se utiliza como alimento para ganado, sin embargo, contiene diversos
metabolitos secundarios como L-canavanina, que cuando se suministra a roedo-
res, causa afectaciones en el desarrollo de algunos de sus 6rganos (Ruiz-Bedolla y
Lopez-Martinez., 2019). Los extractos acuosos de semillas de C. ensiformis fue-
ron evaluados en nematodos fitopatdgenos, los efectos del extracto alcanzaron al
menos el 90 % de efectividad en juveniles de segundo estadio (J2) y evitaron la
eclosion de juveniles en 80% en individuos de M. incognita (Rocha et al., 2017).
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto ovicida de los extractos de C. en-
siformis, asi como su potencializacion combinada con NP’s de dioxido de silicio.

El trabajo se establecio en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en
el laboratorio de Toxicologia del departamento de Parasitologia Agricola, ubicados
en la ciudad de Saltillo Coahuila, México. Se colectaron cinco muestras de suelo
y raices infectadas con nematodos del género Meloidogyne de una parcela de chile
serrano en la localidad Cristo Rey municipio de Escuinapa, Sinaloa. Las muestras
se procesaron y obtuvieron J2 mediante el método de tamizado-centrifugado con la
ayuda de tamices con mallas de calibre 50, 100, 400 y 500 para posteriormente cen-
trifugar a 5000 rpm durante dos minutos; posteriormente se agrego6 una solucion de
sacarosa al 45 % y centrifugd a 5 000 rpm durante un minuto, se decant6 en el tamiz
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de malla 500, se enjuag6 con agua destilada estéril (Cepeda, 1995). Las masas de
huevos se obtuvieron con la técnica de Mc Clure ef al. (1973) a partir de raices, en
la cual se utilizd un procesador de alimentos de la marca Ninja ®. Se utilizaron 100
gramos de raiz previamente lavadas con agua de grifo para posteriormente agregar
agua destilada hasta cubrir la raiz, se molieron con tres pulsos de 15 segundos, con
ayuda de las mallas de 50, 100, 400 y 500 se eliminaron los restos de raiz y se in-
cubaron a 28 °C durante seis dias (Cristobal-Alejo ef al., 2018).

Para la identificacion de la especie de Meloidogyne se realizaron montajes en
lactofenol con azul de algoddn con los individuos extraidos de las raices y suelo; a
las hembras se les realizé un corte perineal, dichos montajes se visualizaron en el
microscopio compuesto para observar sus estructuras internas y fueron identifica-
das con las claves de Garcia et al. (2004). También se utilizaron las claves taxono-
micas de Cepeda (2016), y se identifico la especie de individuos J2 que fueron con-
firmadas por medio de la Interactive Diagnostic Key to Plant Parasitic, Freeliving
and Predaceous Nematodes of the Universityof of Nebraska (Tarjan et al., 1977).
Para la obtencién del extracto de semillas de C. ensiformis, se compraron semillas
en la empresa distribuidora Leguminutre®. Se siguié la metodologia descrita por
Rocha et al. (2017) modificada, en la cual se agregaron 100 g de semilla en un
matraz, se adicionaron 200 mL de agua destilada y se dejo en un agitador oscila-
torio durante 24 horas 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 horas. Con la ayuda de gasas fueron separadas la fase solida y liquida, la fase
liquida se centrifugo tres veces a 5000 rpm a 24 °C durante 20 minutos cada ciclo.
Finalmente, el extracto se esterilizé por filtracion mediante filtros de 0.2 micras y
se almacend a 4 °C.

Las NP’s de dioxido de silicio fueron obtenidas de la empresa Culta®. Se eva-
luaron dos experimentos y en ambos experimentos se utilizaron placas de cultivo
celular a las cuales se agregaron 100 uL de solucidn, la cual contenia 150 huevos
del nematodo. En todos los experimentos los huevos fueron expuestos a las dosis
seis dias después de su extraccion y se realizaron tres observaciones seis dias pos-
teriores a las aplicaciones hasta que se cumplieran 12 dias desde su extraccion, ya
que es el periodo de tiempo que tardan en eclosionar los juveniles. En todo momen-
to los huevos fueron incubados a 28 °C. En el primer experimento se aplicaron seis
concentraciones al 0, 2, 4, 6, 8 y 10 % de los extractos de semillas de C. ensiformis
con cinco repeticiones por tratamiento, dichas concentraciones fueron determina-
das por los trabajos previos de Rocha et al. (2017). En el segundo experimento
se implementaron cinco experimentos con las siguientes combinaciones: 0.0 1.5,
2.0, 2.5y 3.0 % del extracto de semillas de C. ensiformis y cada una combinadas
con 0.0 0.06, 0.08, 0.10, 0.12 y 0.14 % de NP’s con cinco repeticiones cada uno,
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mismas que fueros determinados previamente mediante una ventana biologica. Los
datos obtenidos de eclosion se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) para
evaluar las diferencias significativas entre las medias de los tratamientos. Posterior-
mente, se aplico la prueba de comparaciones multiples de Tukey con un nivel de
significancia de 0.05 para identificar especificamente qué grupos diferian entre si.
Se encontré que ninguna de las dosis del extracto de semillas de C. ensiformis
evitaron la eclosion de juveniles; sin embargo, ninguna de las dosis probadas supe-
16 el 30 % en la reduccion de la eclosion. En el Cuadro 1 se muestran los porcenta-

Cuadro 1. Comparacion de medias del efecto de los tratamientos del extracto de semillas
de Canavalia ensiformis y NP’s de dioxido de silicio en huevos de Meloidogyne

incognita.

T N M=DS A

Extracto C. ensiformis 2 5 23.6+1.517 B
4 5 30.6+2.191 A
6 5 27.2+1.924 AB

8 5 25+0.080 B

10 5 25+0.080 B
Extracto al 1.5 % y NP’s 0.06 5 29+1.414 AB
0.08 5 30.6+2.191 A
0.10 5 30.4£1.140 AB

0.12 5 27.4+1.673 B
0.14 5 30.2+1.789 AB

Extracto al 2.0 % y NP’s 0.06 5 33.2+1.304 A
0.08 5 3342.350 AB
0.10 5 31.8+1.304 AB

0.12 5 30.2+1.483 B
0.14 5 30.4+1.140 AB
Extracto al 2.5 % y NP’s 0.06 5 34.8+2.168 AB
0.08 5 37.2+1.924 A
0.10 5 33.4+£1.517 AB
0.12 5 31.2+1.304 AB

0.14 5 31+0.707 B

Extracto al 3.0 % y NP’s 0.06 5 34+1.225 A
0.08 5 32.8+1.643 A

0.10 5 29.6+0.894 B

0.12 5 29.4+0.894 B

0.14 5 29.8+1.095 B

T=Treatments, N=Repetitions, M=Means, DS= Standard Deviation, A= Statistical differences.
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jes de reduccion de eclosion obtenidos después de las aplicaciones del extracto de
C. ensiformis, se puede apreciar que el extracto por si solo presento baja reduccion
en la eclosion de J2 (menor al 30 %), siendo la concentracion del 4 % en donde
se observd la mayor disminucion en la eclosion. Las dosis combinadas mostraron
mejor efectividad en la reduccion de la eclosion con relacion a las aplicaciones no
combinadas En el caso de las aplicaciones del extracto al 1.5 %, el porcentaje de
reduccion se obtuvo en la combinacion con el 0.08 % con un 30.6 % de huevos no
eclosionados. En el experimento con el tratamiento al 2.0 %, la combinacion que
mejores resultados mostraron fueron de 0.06 y 0.08 % de NP’s, que redujo la
eclosion en un 33.2 %. En el caso de 2.5 y 3.0 % de extracto combinado con
0.08 % de NP’s disminuyo la eclosion en 34.8 y 32.8 %, respectivamente. El cua-
dro 1 muestra las diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, es de-
cir, las agrupaciones muestran que existen diferencias significativas entre ellos. El
analisis de varianza mostr6 que el extracto de C. ensiformis por si solo en la tnica
concentracion en donde no presento diferencias fue en la de 6 %. El andlisis sefialo
que en las aplicaciones combinadas tuvieron diferencias significativas con 1.5 %
de extracto con 0.08 y 0.12 % de NP’s, mientras que en las otras combinaciones
no. La combinacion de 2.0 % con 0.06 y 0.12 % de NP’s existen diferencias signi-
ficativas en la eclosion. En el caso de 2.5 % con 0.08 y 0.14 % de NP’s se registran
diferencias entre aplicaciones con respecto a la eclosion, mientras que para el caso
del 3.0 % con sus combinaciones existio diferencias significativas. Por otra parte,
se observaron algunos efectos sobre el corion (cascara) de los huevos, en donde se
formaron vacuolas dentro de éstos, dichas formaciones se observaron a partir de los
seis dias posteriores a la inoculacion de los tratamientos (Figura 1B y C). También
en la imagen de uno de los testigos se aprecia la formacion del juvenil de M. incog-
nita (Figura 1A); del mismo modo, se observé la formacion del juvenil en huevos
inoculados con el extracto, en donde se observo el cuerpo completo desarrollado;
sin embargo, este juvenil no eclosion¢ (Figura 1D).

Ninguno de los tratamientos alcanz6 el 50 % de efectividad de la eclosion; sin
embargo, se observaron diferencias significativas entre tratamientos. El extracto
por si solo de semillas de C. ensiformis presentd baja reduccion en la eclosion de
juveniles, a pesar de que si existe una reduccion en la eclosion esta no representd un
porcentaje significativo, esto puede deberse a que el extracto no contuvo coadyu-
vantes estabilizadores; ya que se trata de un extracto acuoso. Si consideramos el
punto anterior, este se puede comparar con otros extractos obtenidos mediante sol-
ventes de agua, etanol, diclorometano y hexano obtenidos de Embelia schimperi;
en dichos experimentos los extractos acuosos no superaron el 50 % en la reduccion
de la eclosion, mientras que los extractos obtenidos con solventes se ubicaron arri-
ba del 80 %. La L-canavanina es un metabolito que se hidroliza a temperatura igual
o mayor de 40 °C, por lo que su extraccion se debe realizar en frio (Rocha et al.,
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Figura 1. A: huevo correspondiente al testigo sin inoculacién y fijado con azul de algodén (100).
B: huevo inoculado con extracto de Canavalia ensiformis y NP’s (100X). C: imagen am-
plificada de huevo inoculado con C. ensiformis y NP’s (100X). D: huevo inoculado con
extracto de C. ensiformis (100X).

2017). La técnica utilizada en este trabajo fue modificada con la finalidad de reducir
costos, se desarrolld a temperatura ambiente (26 °C +/- 1 °C), la incubacion fue
con una temperatura constante de 26 °C. Es importante enfatizar que debido a la
naturaleza de la L-canavanina, no se pueden someter a procesos de concentracion
que involucren temperaturas elevadas, por lo que Rocha et al. (2017) sometio el
extracto a un proceso de liofilizacion para conservar sus propiedades. En el presen-
te trabajo como parte de la modificacion de la técnica, este paso fue omitido. Este
punto puede ser el principal factor diferenciador en la eclosion, ya que al comparar-
lo con otros extractos acuosos donde se implement6 el uso de rotavapor, los resul-
tados alcanzaron inhibiciones de la eclosion por arriba del 70 %. Los metabolitos
se pueden obtener de diferentes partes de las plantas, y con diferentes métodos; la
efectividad depende de diversos factores como movilidad y disponibilidad en el
suelo, temperatura y humedad relativa; incluso pH y tipo de suelo (Shanmuga et
al.,2019). En la parte complementaria de este trabajo se implement6 el uso de NP’s
de dioxido de silicio, la innovacion en la busqueda de un efecto potencializador del
extracto de semillas de C. ensiformis. El analisis de los datos mostré como el uso
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de NP’s potencio el extracto de C. ensiformis para bajar las concentraciones reque-
ridas para reducir la eclosion. Hasta el momento no existe informacion sobre el uso
de NP’s de diéxido de silicio para el control de nematodos, no obstante, existen
trabajos donde se ha logrado formular NP's extractos de plantas como Syzygium
aromaticum, Lantana camara 'y Conyza dioscoridis. Dichos trabajos han obtenido
resultados favorables en los que se ha logrado disminuir la eclosion de huevos al
100 % los que mostraron mayor efectividad comparado con extractos acuosos de
las mismas plantas (El-Habashy, 2022). Estos resultados antes mencionados no co-
inciden con los obtenidos con C. ensiformis, esto puede ser porque a pesar de existir
penetracion de los extractos y las NP's, éstas no penetran en las capas secundarias
compuestas por proteinas y lipidos; es en esta parte de la estructura de los huevos
donde se forman las vacuolas (Perry et al., 1982). C. ensiformis combinado con las
NP’s evito la eclosion de juveniles en comparacion con los tratamientos sin combi-
nacion, ademas, requirié menor cantidad del extracto. Se pudo observar un efecto
potencializador como producto de la combinacion de las NP’s de didxido de silicio
con el extracto de C. ensiformis, el cual se puede deber a pequeiias aglomeraciones
del extracto, ya que durante los experimentos se observaron formaciones gelati-
nosas.Se concluye que la aplicacion solo del extracto no causé efectos ovicidas
significativos, al inhibir la eclosion de juveniles debajo del 30 %. La combinacion
de las NP’s de dioxido de silicio con el extracto presentaron mejores resultados al
inhibir el 37 % de la eclosion a una concentracion del extracto del 2.5 y 0.08 % de
NP’s; esto sugiere una potencializacion del 10 % en la reduccion de la eclosion,
ademas de que las concentraciones requeridas fueron significativamente menores.
La modificacion de la técnica implementada a temperatura ambiente combinado
con las NP’s, mostraron efectos ovicidas. Se requieren estudios moleculares y mor-
fométricos para confirmar y sustentar la especie de los nematodos.
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