Rev. Proteccion Veg. Vol. 28 No. 1 (2013): 74-76

NOTATECNICA

Efecto in vitro de concentraciones del NEMACID® sobre huevosy juveniles
de Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood
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RESUMEN: Para d mango de nematodos, se desarroll6 en Cuba d producto NEMACID®, que posee como
ingrediente activo metabolitos obtenidos a partir de los efluentes de la fermentacion liquida de Lecanicillium
lecanii (Zare & Gams) formulado con sulfato de amonio. El objetivo de este ensayo fue determinar € efecto
del NEMACID® sobre los huevos y juveniles (J,) de Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood.
En @ ensayo se utilizaron como controles agua destilada, sulfato de amonio ((NH,),SO,; 1,69 mg.ml?) y
Dazomet (19.1000ml1); y se evaluaron cinco concentraciones de NEMACID® (18,75; 3,75; 1,875; 0, 1875y
0,01875mg.ml*). Los valores de LC, ) y LC,,, se calcularon usando € méodo Probit. Las evaluaciones se
llevaron a cabo a las 24 horas, contabilizandose € nimero de J2 inmdviles y huevos no eclosionados ddl total.
Los resultados corroboraron la accion nematicida del producto que provoco € colapso del contenido interno
de los juveniles y resulté imposible su recuperacion posterior. EI NEMACID® a la concentracion de 18,75
mg.ml-* produjo mayor efectividad sobre la eclosion delos huevosy mortalidad delos juveniles que é Dazomet
(control). El sulfato de amonio, producto que acompafia al hongo en @ proceso de fermentacidon y forma
parte delaformulacion final dd NEMACID®, no produjo afectacion ahuevosy juveniles. Las concentraciones
de NEMACID® de 3,75 mg.mi* einferiores no resultaron satisfactorias en @ tratamiento de los huevos, donde
el porcentaje de inhibicidn de la eclosion de los mismos estuvo por debajo ded 50. Mientras que en juveniles, la
concentracion de 3,75 mg.ml* dd producto ocasioné mortalidad por encima del 70%, sin diferencia significativa
con d producto Dazomet.
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In vitro effect of different concentrationsof NEM ACID® on eggsand juveniles of Meloidogyne
incognita (K ofoid and White) Chitwood

ABSTRACT: NEMACID® was developed in Cuba for root knot nematode management. This product
contains the effluents from liquid fermentation of Lecanicillium lecani (Zare and Gams) as active ingredient,
and is formulated with ammonium sulfate. The objective of thistest was to determine the effect of NEMACID®
on eggs and juveniles (J,) of Meloidogyne incognita (Kofoid and White) Chitwood. In the test, five
concentrations of NEMACID® (18,75; 3,75; 1,875; 0,1875 y 0,01875mg.ml%) were evaluated using distilled
water, ammonium sulfate (NH,),SO,; 1,69mg.ml**) and Dazomet (1g.1000ml*) as controls. The CL, and
CL,, were calculated using Probit analysis. The evaluations were done at 24h, when the total number of non
moabile juveniles and non hatched eggs from the total were counted. The result corroborated the nematicide
action of the product by producing the collapse of theinternal content in juveniles with an impossible recovery.
NEMACID® at aconcentration of 18,75 mg. mi** showed a higher effect on egg hatching and juvenile mortality
than Dazomet (control). The ammonium sulfate, a product accompanying the fungus in the fermentation process
as part of thefinal formulation of NEMACID®, did not affect eggs or juveniles. Concentrations of NEMACID®
equal to 3,75mg.ml"t or lower did not affect the eggs, with a percentage of hatching inhibition below 50%.
Meanwhile, in juveniles, the concentration of 3.75mg.ml* caused a mortality over 70%, without significant
differences with Dazomet.
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Por las caracteristicas socio-productivas, tecnolé-
gicas, ecologicas Yy las especies botanicas utiliza-
das, los sistemas de produccién protegida de hortali-
zas son muy vulnerables en Cuba a los nematodos
formadores de agallas (Meloidogyne spp.) (1). El ma-
nejo de esta plaga es complejo, debido a factores como,
la polifagia de las especies principales, sus cortos ci-
clos de vida que conllevan a la existencia de varias
generaciones al afio, la virulencia de algunas poblacio-
nes, altas tasas de reproducciény existencia de me-
canismos de supervivencia, entre otros atributos (2).

En las Gltimos décadas, diversos grupos de investi-
gacion desarrollaron en Cuba varias tacticas para el
manejo de poblaciones de Meloidogyne spp. entre las
que se destacan el uso de biodesinfeccion, plantas
trampas, injerto herbaceo y agentes de control biolégi-
co, entre otras (1).

Esos estudios propiciaron que se cuente en la
actualidad con efectivos bionematicidas que se pro-
ducen a escala comercial o estan en desarrollo (3).
Entre ellos se cuenta con el producto NEMACID®
desarrollado por el Instituto Cubano de Investigacio-
nes de los Derivados de la Cafia de Azlcar (ICIDCA), a
partir de efluentes de la fermentacion de Lecanicillium
lecanii (Zare & Gams) (4).

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto
in vitro de diferentes dosis de NEMACID® sobre la
eclosion de huevos y supervivencia de juveniles
infestivos de Meloidogyne incognita (Kofoid y White)
Chitwood, para estimar la menor dosis factible del
producto que sera empleada en estudios posteriores.

Paraello se utilizaron huevosy juveniles de segun-
do estadio (J,) de una poblacién de M. incognita raza
2, identificada y caracterizada morfol4gica, fisioldgica
y molecularmente (5) y conservada en los aisladores
biol6gicos del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA), en hospedantes (Solanum lycopersicum L.
cultivar Campbell 28). La extraccion de los huevos y
juveniles se hizo con hipoclorito de sodio (6).

El lote de NEMACID evaluado fue el Nimero 4/07
producido en un fermentador de 500L* a partir de
efluentes de la fermentacion de la cepa No. 3166 de L.
lecanii. Para la evaluacién del producto NEMACID®,
se emplearon como controles negativos agua destila-
day Sulfato de Amonio ((NH,),SO,; 1,69 mg.ml*), este
Ultimo producto acompafa el proceso de fermenta-
ciony esta presente en el producto formulado. Como
control positivo se empledé Dazomet (1g.1000ml?; 3,5
dimetiltetrahidro —2-tio-2H 1.3.5 tiadiazin), dosis equi-
valente a 400kg.ha!(dosis que se emplea enla pro-
duccién). EI NEMACID® se empled a una concentra-
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cion inicial de 37,5mg.ml?, equivalente a la dosis de
30kg.ha* (solucion final de 800L en agua).

Para los ensayos se emplearon placas plasticas
de 24 pocillos, donde se situaron los huevos o juveni-
les utilizando 4 réplicas (pocillos) por tratamiento. Cada
pocillo contenia 100l de agua destilada con los hue-
vos o juveniles, 900ul de agua destilada y 1000ul de la
solucion muestra. Las evaluaciones se realizaron a las
24h. Se contabilizé el nimero total de huevos o juveni-
lesy de ellos los afectados. En el caso de los juveni-
les inmoéviles se transfirieron a vidrios reloj con agua
unas dos horas y luego se montaron en portaobjetosy
se observaron en microscopio 6ptico con 400 y 1000
aumentos, para ratificar si estaban muertos.

Losvaloresde LC_ y LC_, se calcularon usando el
método Probit, programa Polo (LeOra Software, Berkely,
California). Los datos de eficacia y mortalidad se com-
pararon a través de una Comparacion Multiple de Pro-
porciones utilizando el software CompaProWin 2.0.

EI NEMACID® (18,75 mg.ml?) produjo los mayo-
res valores de eficacia sobre huevos y mortalidad en
juveniles de M. incognita sin diferir estadisticamente
de los exhibidos en el testigo positivo (Dazomet- 0,01
mg.ml*). Se produjeron diferencias significativas entre
los tratamientos de NEMACID®); el sulfato de amonio
no produjo efecto sobre juveniles y huevos, por lo que
se puede atribuir la mortalidad de los juvenilesy lano
eclosion de los huevos al ingrediente activo del
NEMACID® (Tabla 1).

Las concentraciones de 3,75 mg.ml?! de
NEMACID® e inferiores no resultaron satisfactorias
en el tratamiento de los huevos, donde el porcentaje
de inhibicidn de la eclosion de los mismos estuvo por
debajo del 50. Mientras que en juveniles, la concentra-
cion de 3,75 mg.ml? del producto ocasioné mortalidad
por encima del 70%, valor que resulta satisfactorio.

En los huevos tratados con las diferentes concen-
traciones NEMACID®, se pudo constatar que la capa
exterior de éstos colapso, efecto que pudo estar rela-
cionado con la presencia de metabolitos y enzimas
(enzimas proteoliticas y lipoliticas) (7) en el producto
provenientes del hongo L. lecanii.

Los juveniles muertos mostraron desorden de los
drganos internos y se observaron vacuolas y zonas
oscuras. La organizacion interna no mostré recupera-
cién posterior, luego que los juveniles fueran transferi-
dos aaguay resulté evidente su muerte por larigidez
gue mostraron. Estos resultados corroboraron la ac-
cién nematicida que fue atribuida al producto (8).
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TABLA 1. Efecto de concentraciones de NEMACID® sobre la eclosién de los huevos y mortalidad en juveniles./
Effects of NEMACID® concentrations on egg hatching and juvenile mortality.

Huevos Juveniles de segundo estadio
Variante Experimental no Eficacia Mortalidad

(mg.ml™) Total eclosionados (24h) Total Muertos (24 h)

(%). (%).

Dazomet (0,01) 20 17 85a 50 40 80ab
NEMACID® (18,75) 22 20 90a 52 49 9a
NEMACID® (3,75) 23 10 43b 53 40 75b
NEMACID® (1,875) 20 3 15¢c 50 15 30c
NEMACID® (0,1875) 21 2 9c 50 5 10d
NEMACID® (0,01875) 23 1 4c 52 2 4d
Control (NH,),S0, (0,168) 22 0 Oc 50 0 0d
Control H,O 20 0 Oc 50 0 0d

ESx 0,163 0,171

Letras desigua es en la misma columna indican diferencia significativa (p<0,05).

Conrelacion alaconcentracion medialetal (LC,)
el valor medio fue de 1,94 mg.ml* con un intervalo de
confianza de 1,22 — 3,12 mg.ml!y la concentracion
letal 90 (LC,)) el valor medio fue de 26,41 mg.ml* con
unintervalo de confianza entre 13,37 — 76,49 mg.ml*,
respectivamente. Dichos valores permitieron determi-
nar la dosis adecuada para los experimentos en condi-
ciones semicontroladas y de campo, la cual debera
ser de 30kg.ha*, para obtener resultados favorables
en el manejo de poblaciones de M. incognita.
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