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RESUMEN. Los nematodos del género Meloidogyne constituyen un serio problema para la produccion de
tomate en la provincia de Loja Ecuador, por ello es necesario buscar alternativas dada las limitantes que
plantea el uso de nematicidas quimicos. En ese sentido se desarroll6 el presente trabajo con el objetivo de
evaluar el efecto de extractos acuosos de hojas de Tagetes ternifolia Kunth, Tagetes erecta L. y extractos
etandlicos de semillas de Melia azedarach L. en el control de Meloidogyne incognita (Kofoid and White)
Chitwood, “in vitro”y en condiciones de invernadero, sobre tomate cultivado en bolsas. Los extractos provocaron
una mortalidad significativa “in vitro” sobre los juveniles del nematodo, el efecto dependié no solo de la especie
vegetal sino también de la concentracion. Ademas fue evidenciada una apreciable reduccion en el indice de
agallamiento y de las poblaciones del nematodo en el sustrato, efecto dependiente de la concentracion de los
extractos.
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ABSTRACT. Nematodes of Meloidogyne genus are a serious problem for tomato production in the province of
Loja, Ecuador. Because of the negative side effects of chemical nematicides, to solve this problem it is necessary
look for alternatives. This work aimed to study the effect of aqueous leave extracts from Tagetes ternifolia
Kunth, Tagetes erecta L. and ethanolic seed extract from Melia azedarach L. in Meloidogyne incognita (Kofoid
and White) Chitwood control “in vitro” and glasshouse conditions, on tomato plants. The extracts induced a
significant mortality “in vitro” on juveniles. This effect was related with the plant species and the concentrations
used. In tomato growing in glasshouse, it was observed an appreciable reduction in the gall index and the
nematode populations in soil, related with the plant species and the concentration used.
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INTRODUCCION

Los nematodos formadores de agallas en lasraices,  En los tlltimos afios, el uso de sustancias bioactivas

pertenecientes al género Meloidogyne G6ldi, estan
ampliamente distribuidos en los paises tropicales y
subtropicales. Ellos ocasionan severas pérdidas
economicas en muchos cultivos, entre ellos, el tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) (Gémez et al.,
2010; Collange et al., 2011). La creciente
preocupacion de los agricultores por los nematodos
agalladores y las limitaciones de los nematicidas
quimicos debido a sus efectos negativos en los
agroecosistemas, han traido consigo de que se
requieran desarrollar alternativas para resolver esta
problematica (Collange et al., 2011; Kayani et al.,
2012, Dongetal., 2012).

obtenidas de plantas en el control de nematodos ha
sido estudiado por diversos autores (Ipsilantis etal.,
2012; Kayani et al., 2012, Mukhtar et al., 2013;
Gakuy et al., 2013). Varias especies del género
Tagetes, familia Asteraceae, han demostrado poseer
un buen efecto nematicida al ser evaluadas para el
control de Meloidogyne spp., efecto que ha sido
atribuido a la produccion de tiofenos, compuestos
poliacetilénicos que poseen una fuerte actividad
biocida (Tsay et al., 2004; Murga, 2007; Marotti et
al.,2010; Hooks et al., 2010).

Por otro lado, representantes de la familia Meliaceae
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también han demostrado poseer propiedades
nematicidas. Azadirachta indica A. Juss ha sido
evaluada con buenos resultados contra Meloidogyne
spp., mientras que los extractos de frutos de Melia
azedarach L. han despertado un gran interés para
suuso en la proteccion contra nematodos fitoparasitos
(Cavoskietal., 2012).

En las condiciones de la provincia de Loja, Ecuador,

MATERIALESY METODOS

Para los extractos se recolectaron hojas de T.
ternifolia y T. erecta, ademas de semillas de M.
azedarach, teniendo en cuenta los resultados
informados por Solano (2009). Se tomaron y
sometieron a un proceso de destilacion simple 2 kg
de hojas frescas con 1500 mL de agua destilada. Al
producto de la destilacion se le adicion6 30 mL de
cloroformo y posteriormente fue colocado en un
agitador magnético durante 1 h para facilitar la
separacion de los aceites. Consecutivamente, la
mezcla obtenida se sometid a un proceso de
rotoevaporacion al vacio, a una temperatura de
45 °C, donde fue eliminado el cloroformo y mediante
un embudo separador se logro obtener el extracto
crudo.

Las semillas de M. azedarach primeramente fueron
secadas en una estufa a 40 °C durante 72 h y se
trituraron en un molino eléctrico de uso doméstico.
Posteriormente, a 200 g del material se le adiciond
500 mL de etanol al 70 %, enun recipiente cubierto
con papel aluminio y se dejé en reposo por 72 h a
temperatura ambiente. Después fue filtrado con papel
de filtrado rapido, para desechar el tejido vegetal y
se elimind el solvente mediante rotoevaporacion al
vacioa45 °C.

Para la obtencion de los nematodos se recolectaron
plantas de tomate con sintomas de agallamiento. Las
raices fueron lavadas y secadas al aire. Posteriormente
se seleccionaron los nodulos que fueron
desmenuzados en una licuadora y por tamizado, se
obtuvo la suspension de los nematodos en agua.
Mediante la técnica de los cortes perineales y las
claves y descripciones de Taylory Sasser (1978) fue
comprobado que el nematodo correspondia a la
especia M. incognita.
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aun son insuficientes los conocimientos relativos a
la accion de extractos vegetales para el control de
Meloidogyne spp. en tomate por lo que el objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto de
extractos acuosos de hojas de Tagetes ternifolia
Kunth, Tagetes erecta L. y extractos etandlicos
de semillas de Melia azedarach L. en el control
de M. incognita, en el cultivo del tomate.

Efecto de extractos vegetales sobre M.
incognita, “in vitro”

Se evaluo el efecto de cinco concentraciones de los
extractos: 0,01, 0,03, 0,06, 0,08 y 0,10% (p/v). Con
una balanza analitica Sartorius (precision=
0,00001 g) en su preparacion fue pesada la cantidad
requerida de los aceites, para un volumen de mezcla
de 100 mL. Posteriormente, se adicion6 0,5 mL de
etanol 96 % y el emulsionante Lauryl éter sulfato de
sodio enuna proporcion 1:1 conrelacion al extracto,
se agreg6d agua destilada estéril hasta enrasar a
100 mL. Como control se utilizaron los mismos
componentes, excepto el extracto, y el emulsionante
a lamayor concentracion (0,10%).

Para el bioensayo fueron colocados 25 especimenes
(1) de M. incognita en capsulas Petri estériles con
25 mL de medio de cultivo sélido Zanahoria-
Dextrosa-Agar (jugo de zanahoria, 50 mL; 15 gde
dextrosay 12 g agar, en 1 L de agua, suplementado
con 50 mg de estreptomicina, cloranfenicol y
clortetraciclina mas 40 mg de carbendazim y 0,1 mL
de tiabendazol).

Una vez depositados los nematodos en las capsulas
Petri, se procedi6 a asperjar 0,24 mL de los extractos
con laayuda de un microaspersor manual de 10 mL
de capacidad. Después, las capsulas fueron
colocadas en incubadora a 25 °C, en oscuridad
constante. Se utilizdo un disefio completamente
aleatorizado con 16 tratamientos (cinco
concentraciones de cada uno de los tres extractos
mas el tratamiento control) y cuatro repeticiones. Cada
capsula Petri con 25 J, constituy6 una repeticion.

Se evalud la mortalidad de los nematodos a las 72 h,
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con el auxilio de un microscopio estereoscopico
Olympus, con un aumento de 40X, asumiendo como
muerto aquel individuo carente de movilidad absoluta
o con deformaciones (Quevedo et al., 2010). Los
datos del porcentaje de mortalidad fueron
transformados mediante la expresion aseno(p)” y
sometidos a un andlisis de varianza de clasificacion
simple, para la comparacion de las medias se utilizo
la Prueba de Tukey (SAS Institute, 2004).

Efecto de extractos vegetales sobre M.
incognita, en invernadero

El ensayo se desarroll6 en el invernadero de la
Universidad Nacional de Loja. En bolsas de
polietileno de 3 kg con un sustrato a base de suelo,
arena y humus de lombriz (relacion 1:1:1), se
trasplantaron las plantulas de tomate de la variedad
“Acerado”, de 30 dias de edad. Después del
trasplante, en las semanas dos y cuatro el sustrato
fue inoculado con 1 000 juveniles (J,) de M. incognita
(2 000 en total). Los extractos fueron aplicados en
las semanas cuatro y siete a concentraciones de 0,06,
0,08 y 0,10 % (100 mL de la mezcla) en la zona de
larizosfera de las plantas.

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con

RESULTADOSY DISCUSION

Efecto de extractos vegetales sobre M.
incognita, “in vitro”

El analisis de varianza mostrd diferencias altamente
significativas entre los tratamientos. Como se aprecia
en la Tabla 1 todas las variantes provocaron una
mortalidad superior al 40 %, y dependid no solo de
la especie vegetal utilizada, sino también de la
concentracion, ya que a medida que esta aumento,
se obtuvo una mayor mortalidad del nematodo.

Los valores mas altos, similares estadisticamente,
correspondieron a las concentraciones mayores de
T. terniflora y M. azedarach; mientras que los mas
bajos, igualmente sin diferencia estadistica entre ellos,
se obtuvieron a las concentraciones menores de las
dos especies del género Tagetes.

Los resultados obtenidos en el ensayo corroboran
los informes de diversos autores sobre el efecto

10 tratamientos y cuatro repeticiones. A las 13
semanas se determino el indice de agallamiento, con
la escala de 10 grados de Bridge y Page (1980), asi
como la poblacion del nematodo (juveniles/100 cm?
de sustrato y juveniles/10 g de raices). La
determinacion de la poblacion en el sustrato se realizo
mediante la técnica de platos calados, modificacion
del método de Baerman (Duncan y Phillips, 2009).

Para la poblacion de nematodos en las raices fueron
lavadas y troceadas las mismas en segmentos de
aproximadamente 1 c¢cm, después de lo cual se
tomaron 10 g que fueron desmenuzados en una
licuadora doméstica, con la que se alternaron tres
ciclos de licuado-reposo de 5 s. El material finamente
dividido se hizo pasar por tres tamices superpuestos
de 250, 125 y 38 um, haciendo un lavado con una
ducha a baja presion durante 1 min en cada tamiz.
La suspension obtenida del ultimo tamiz se colectd
enun vaso de precipitacion y se enraso hasta 40 mL
para la cuantificacion.

El conteo se realizo con el auxilio de un microscopio
Olympus a un aumento de 100 X. Los datos de
poblacion se transformaron segtin la expresion (x-+1)
y posteriormente, sometidos a un analisis de varianza
de clasificacion simple. En la comparacion de las
medias se utilizo la Prueba de Tukey (SAS Institute,
2004).

nematicida de plantas del género Tagetes sobre
Meloidogyne spp. (Tsay et al., 2004; Murga, 2007).
Estas plantas producen tiofenos, compuestos
poliacetilénicos que poseen una fuerte actividad
biocida, por lo que son muy eficaces para la supresion
de poblaciones de nematodos en el suelo (Marotti et
al., 2010).

Estos resultados justifican el creciente interés que en
los ultimos afnos ha despertado la especie
M. azedarach para su uso en la proteccion vegetal
contra los nematodos fitoparasitos. Sus extractos,
ricos en aldehidos, alcoholes y acidos carboxilicos
mostraron actividad nematicida sobre M. incognita.
Ademas, los extracto de esta especie estimula las
defensas de las plantas, ayudando al hospedante a
combatir la infestacion por el nematodo en forma
indirecta (Cavoskietal., 2012).
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Igualmente, el efecto de la concentracion en la
mortalidad de Meloidogyne spp. observado en este
ensayo, ratifica lo sefialado por otros autores para

diversos extractos vegetales (Arboledaet al., 2010;
Quevedoetal., 2010).

Tabla 1. Mortalidad de M. incegnitn, tratado con los tres extractos en estudio, en
condiciones “in vitre™ (72 h)

Tratamientos Mortalidad {%40)
. Concentraciin Medias Meadias
E specie (%o} originales transformadas
I erecta 0.01 43.33 03786 i
0.03 48,33 03029 f=h
0,06 56,67 04160 bed
0.08 58,33 0,4203 be
0.10 61.67 04204 b
I taniflora 0.01 40,00 036861
0.03 45,00 03834 zh
0.06 50,00 0.3976 g
0.08 38,33 0.4203 bc
0.10 68.33 04467 a
W azedarach 0.01 48.33 03929 fzh
0.03 51.67 0.4023 def
0.06 35,00 04115 cde
0.08 58,33 0.4203 be
0.10 71,67 04552 a
C ontrol 0,00 02235
E 5x 0.0054*
C V. (%) 2.61

MMedias con letrasizuales no difieren s gnificativamente segin Tulcey (p= 0.03)

Efecto de extractos vegetales sobre
M. incognita spp, en invernadero

Los resultados de la evaluacion del indice de
agallamiento se muestran en la Figura 1. Como puede
apreciarse, en los tratamientos con los extractos a las
tres concentraciones ensayadas se lograron indices
de agallamiento inferiores a los obtenidos en el control.

m 0,06% d

En concordancia con los ensayos anteriores, también
se observo un efecto de la concentracion sobre los
valores del indice de agallamiento. Siempre los indices
mas bajos correspondieron a los tratamientos donde
se utiliz6 una mayor concentracion de los extractos.
En ese sentido, es de destacar que en la mayor
concentracion de todos los extractos, los indices de
agallamiento obtenidos fueron inferiores a dos.

=0,08%d »0,10%d

35 -

25 -

15 -

indice de agallamiento

05 -

Control T. erecta

T. temiflora M. azedarach

Especies/concentraciones

Figura 1. Efecto de los extractos vegetales sobre el agallamiento en raices de tomate por
M. incognita, en condiciones de invernadero
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Los analisis estadisticos realizados con los datos de
poblacion mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos. En relacion con la poblacion de
nematodos en el suelo (Tabla 2) puede observarse
que en todos los tratamientos con extractos, los valores
obtenidos difirieron estadisticamente de los del control.
Igualmente, las poblaciones dependen no solo de la
especie de planta, sino también de la concentracion
utilizada, lo cual corrobora los resultados obtenidos
invitro. Sélo en el caso de la especie T. erecta no se
presentaron diferencias significativas entre las
poblaciones de las tres concentraciones.

Es de significar que las poblaciones mas bajas se
obtuvieron con la especie T. terniflora, aunque el
valor obtenido a la menor fue similar al de la

concentracion mas alta de M. azedarach. En todos
los casos, aunque la reduccion de la poblacion con
relacion al control fue apreciable, la poblacion de
juveniles del nematodo fue superior a lo indicado por
Ornaty Sorribas (2008) como limite de tolerancia
para esta especie de nematodo en tomate, 0,55 ) /g
de suelo.

Conrelacion a la poblacion en las raices, en lamisma
puede apreciarse que también en este caso todos
los tratamientos con extractos difirieron
estadisticamente del control, en el cual hubo una
poblacion mas elevada. En el caso de M. azedarach
los tres valores obtenidos fueron similares y solo
superados por el logrado con la mayor concentracion
delaT. terniflora.

Tahla 2. Efecto de los extractos v egetales en estudio sobre la poblacion de M
incognifn, en bolsas con plantas de tomate

Nematodos100 cm” de -
Especies Comcentracion suelo Nematodos10 g de raices
2q) Medias Medias Medias Medias
originales [transformadas|origmales [transformadas
Control 1335,00 3%12a 1676.67 4084 a
I erectn 0.06 67767 26,03 cd T88.00 808D
0.08 613,00 2481 ed 373,33 2380 ¢
0.10 361.67 23,72 d 332,00 1825d
I terniflora 0,06 39500 19 90 ef 713,00 26,64 be
0,08 320,00 17.87 f= 619,33 2486 ¢
0.10 233,00 1334 2 116,00 10,77 e
M wedarach 0.06 B8333 3130 b 406,67 20,144
0,08 0733 2661c 356,00 13.80d
0.10 430,00 20,76 e 331,33 13.21d
E&x 0.36% 1.04%*
CV. (%) 6,00 7,78

Medias con leras 1zual es no difieren sizmficativam ente semm Tukey (= 0.03)

Relacionado a las especies del género Tagetes, existen
diversos informes previos sobre la reduccion que
provocan en el indice de agallamiento y la poblacion
de los nematodos en el suelo, sin manifestarse efectos
fitotoxicos en el cultivo del tomate. Estas especies
imposibilitan completar el ciclo de vida de
Meloidogyne spp. y su capacidad de producir huevos
es nula o escasa (Murga, 2007).

CONCLUSIONES

1. Losextractos acuosos de hojas de T. ternifolia
y T. erecta, y extractos etandlicos de semillas de M.
azedarach provocaron una alta mortalidad sobre los
juveniles (J,) de M. incognita, en condiciones “in
vitro”, efecto que dependio no solo de la especie

Los resultados obtenidos constituyen el primer
informe de la accion nematicida de las tres especies
en estudio sobre el fitonematodo M. incognita en el
Ecuador, y representan un aporte a la fundamentacion
del conocimiento ancestral sobre los usos de estas
plantas en la region (Solano, 2009), a la vez que
pueden contribuir al disefio de estrategias de manejo
mas eficientes y menos agresivas al medio ambiente
(Collangeetal., 2011).

vegetal sino también de la concentracion utilizada.
2. Losextractos de T. ternifolia, T. erectay de

M. azedarach provocaron una reduccion,
dependiente de la concentracion, en el indice de
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agallamiento y de las poblaciones de los juveniles (J,)
de M. incognita, en los suelos y raices del tomate
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