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RESUMEN

Meloidogyne incognita [K & W] es considerada una plaga que ataca a cultivos de importancia
econémica al afectar la produccion debido al dafio ocasionado a las raices (agallas). En la
actualidad existen alternativas que minimizan la poblacion de nematodos como es el uso de
extractos vegetales a partir de plantas que tienen efectos nematicidas. La presente
investigacion se realizd con el objetivo de evaluar la efectividad de extractos vegetales de
neem (Azadirachta indica), chocho (Lupinus mutabilis), papaya (Carica papaya), quinua
(Chenopodium quinoa) y hierba luisa (Cymbopogon citratus) frente a M. incognita in vitro.
Para ello se obtuvieron los nematodos de raices de tomate rifion con presencia de agallas con
nematodos juveniles J2, y se aplicO los extractos de las especies vegetales mencionadas
anteriormente. Se aplic6 un disefio completamente al azar con medidas repetidas en el tiempo.
La unidad experimental fue una caja Petri en la que se colocd las dosis con 50 juveniles
infectivos y las observaciones se realizaron a las 3, 6, 24, 48 y 72 horas. Los resultados
obtenidos determinaron que todos los extractos evaluados tuvieron efecto nematicida a partir
de las 24 horas de exposicion, llegando a tener 100% de efectividad a las 72 horas; sin
embargo el mejor extracto fue de chocho alcanzando una mortalidad del 100% de juveniles a
las 24 horas con dosis de 2.5y 1.25 g/ml. La dosis letal media la obtuvo el extracto de chocho
del cual se necesita una dosis baja de 0.0891 y 0.0557 g/ml para tener la mortalidad del 50%
de nematodos.

Palabras clave: nematodos, extractos botanicos, cantidad, letalidad, tiempo.

ABSTRACT

Meloidogyne incognita is considered a pest that attacks crops of economic importance
affecting production due to infection suffered by the roots (galls). Currently there are
alternatives that minimize the population of nematodes such as the use of plant extracts from
plants that have nematicidal effects. In this research, the effectiveness of plant extracts of
neem (Azadirachta indica), chocho (Lupinus mutabilis), papaya (Carica papaya), quinoa
(Chenopodium quinoa) and hierba luisa (Cymbopogon citratus) versus M. incognita in vitro
was evaluated, in which was done by obtaining kidney tomato roots that have the presence of
galls with juvenile nematodes J2, then the extracts were obtained each differently. The
experimental design was a completely random design with repeated measurements over time.
The experimental unit was a Petri box in which the doses were placed with 50 infective
juveniles and the observations were made at 3, 6, 24, 48 and 72 hours respectively. The
results obtained were that all the extracts evaluated obtained nematicidal effect from 24 hours
of exposure reaching 100% at 72 hours; However, the best extract was chocho, reaching a
mortality of 100% of juveniles at 24 hours with doses of 2.5 and 1.25 g/ml. The mean lethal
dose was obtained by the corn extract which requires a low dose to have the mortality of 50%
of nematodes.

Keywords: nematode, botanical extracts, quantity, lethality, time.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Los nematodos fitoparasitos son organismos que atacan a diferentes cultivos y provocan
pérdidas econdmicas por la baja produccién agricola (Duran y Guzman, 2017). Dentro de
estos se encuentra la especie Meloidogyne incognita [Kofoid & White] Chitwood,
considerado entre los principales patogenos de plantas (Kayani et al., 2013), que al infectar las
raices produce falta de vigor y crecimiento, clorosis, decrecimiento en las tasas de respiracion
y fotosintesis, baja calidad y cantidad del producto afectando el rendimiento y elevando los
costos de produccion de los cultivos (Duran y Guzman, 2017; Mukhtar et al., 2014).

La poblacién de nematodos parasitos puede ser minimizada a traves de métodos alternativos
al control quimico, como es el uso del control bioldgico, realizar practicas culturales
adecuadas, cultivos resistentes y aplicacion de nematicidas de origen vegetal ya que sus
compuestos no son resistentes en condiciones de campo y son transformados por la luz,
oxigeno y microorganismos con facilidad en productos menos toxicos para el medio ambiente
(Taniwiryono et al., 2009).

En la actualidad los nematicidas botanicos son una alternativa para la agricultura organica por
la gran variedad de compuestos que se encuentran en las distintas partes de las plantas como
iso-tiocianatos, tiofenicos, glucosidos, fendlicos, acidos grasos, triglicéridos, sesquiterpenos,
alcaloides, esteroides, diterpenos, flavonoides y saponinas que son fatales para los nematodos
y pueden excluir a nematicidas quimicos usados en la agricultura convencional (Oka,

2010; Ibrahim et al-, 2014)-

En estudios realizados en laboratorio por Revelo (2003) para el control de Meloidogyne
incognita, se determind que a una concentracion de 0.2 ml de extracto de neem (Azadiractina
indica A.Juss) en 100 ml de agua se inhibe la ovoposicién y se regula el crecimiento
poblacional de este nematodo.

Por otro lado, estudios en campo demostraron que hay una disminucion de indices de
agallamiento por Meloidogyne spp., empleando la biodesinfeccion del suelo con follaje de
neem en condiciones semi controladas (Gomez et al., 2006). De igual manera Vazquez (2010)
menciona que los biopreparados de neem son eficientes contra nematodos por su baja
persistencia y accion toxica con la entomofauna benéfica y entomopatogenos del suelo.

El grano de chocho (Lupinus mutabilis Sweet) contiene alcaloides como la lupanina siendo su
mayor constituyente (11.5%), seguido por la esparteina (2.5%) en extracto purificado. Estos
componentes le confieren accion fungica, insecticida, bactericida y nematicida debido a la

1



inhibicidn de la sintesis de proteina. En estudios realizados in vitro en larvas de Meloidogyne
incognita, se observd que este extracto tiene un efecto del 93.3% de mortalidad sobre larvas
J2 de este nematodo (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias [INIAP], 2008).

La planta de quinua (Chenopodium quinoa Willd) tiene pequefias semillas revestidas por una
membrana que contiene alrededor del 4% de una mezcla compleja de glucdésidos triterpénicos
y amargos denominados saponina (Ahumada et al., 2016). Esta sustancia posee propiedades
fungicida, bactericida, molusquicida y nematicida y su funcionalidad depende de la
complejidad de la estructura y conformacion (Cheok et al., 2014).

1.2. Problema

Meloidogyne incognita es la especie de nematodos parasitos con alta importancia a nivel
mundial debido a que atacan a varios cultivos de importancia econémica, ya que provoca
disminucion de la rentabilidad de los productos agricolas (Neeraj et al., 2017). Estos
nematodos tienen una amplia distribucion a nivel mundial por su capacidad de reproduccion,
tolerancia a condiciones adversas y sobrevivencia durante varios afios en el suelo (Cepeda,
2016; Duceppe et al., 2017).

Las medidas de control adoptadas por los agricultores estan basadas en productos quimicos
para reducir poblaciones presentes en el suelo; sin embargo, presentan problemas como
generacion de poblaciones resistentes por la falta de la rotacion de dichos productos, aparicién
de plagas secundarias, elevados costos, residualidad y dafios medioambientales, efectos
adversos en la salud de las personas, presencia de residuos en los productos y la reduccién de
los organismos benéficos presentes en el ecosistema (Dalton et al., 2013; Martinez, 2010).

Los dafios que ocasiona Meloidogyne incognita en los cultivos tienen consecuencias en el
desarrollo de las plantas y por ende las cosechas presentan bajo rendimiento por la afectacion
del sistema radicular. Para mitigar este problema, el agricultor utiliza el control quimico que
es costoso y contamina el ambiente, por lo que es necesario evaluar otras alternativas como
extractos vegetales con dosis efectivas para reducir la poblacion de nematodos.

1.3. Justificacién

Agrios (2005a) y Guzman y Castafio (2010) mencionan que Meloidogyne spp. parasita mas de
2000 especies vegetales con reduccion de su rendimiento y pérdidas alrededor del 60% en
berenjena (Solanum melongena L.), 33% meldn (Cucumis melo X) y tomate (Solanum
lycopersicum L.), 87% yuca (Manihot esculenta C.), 47% café (Coffea arabica L.), 50%
naranjilla (Solanum quitoense L.), 31% en banano (Musa paradisiaca L.) y 60% en guayaba
(Psidium guajava L.). Los sintomas primarios son nodulaciones o agallas en la raiz seguido
por los sintomas en la parte aérea de la planta como clorosis y marchitamiento de hojas,
disminucion del crecimiento, aborto de flores, baja calidad y cantidad de frutos y cuando
existe un ataque muy severo la planta muere (Bridge y Starr, 2007).



Los semioquimicos se utilizaron en los programas de manejo integrado de plagas (MIP), con
la ventaja de no ser toxicos para los humanos y pueden ser aplicados a patégenos que
ocasionan problemas en los cultivos (Pernal et al., 2005; Saleh y Chittka, 2006). Los
metabolitos secundarios tienen actividad biolégica debido a que poseen compuestos fendlicos,
azufrados, iridoides, esteroides, alcaloides y terpenoides de origen vegetal que actlian sobre
diferentes organismos plaga (Mareggiani, 2001).

Un cambio creciente enfocado en la agricultura es el uso de productos de origen bioldgico
para el control de plagas, teniendo algunas ventajas frente a los pesticidas quimicos como son:
alta especificidad frente a patdgenos, inocuidad frente a seres vivos, ausencia de efectos
toxicos, son biodegradables y evitan resistencia al producto (Fang y Zhihui, 2015; Marchiaro
etal., 2017).

Zareena y Vanita (2014) sugieren utilizar técnicas y métodos compatibles para mantener la
poblacion de nematodos por debajo del umbral de dafio econdmico y que contribuyen a
disminuir la formacion de agallas y masas de huevos en las plantas. En ensayos de laboratorio
con extracto de torta de neem a 500 ml/m?, se evidencio la reduccion del 70.3% de agallas
presentes en la raiz y 59.3% en masa de huevos.

La actividad biologica del neem es muy variada por los compuestos que se encuentran en las
diferentes partes de la planta y tiene efectos tales como fagodisuasion, regulacion de
crecimiento, inhibicion de la ovoposicion y esterilizacion en insectos y nematodos
(Mareggiani, 2001). En ensayos bajo condiciones semicontroladas con desechos de neem a
concentraciones de  138.47 gramos de desecho de neem en macetas con Solanum
lycopersicum L. redujeron significativamente el indice de agallamiento de M. incognita que
resulto en 2.4 veces en comparacion del testigo que obtuvo en 5.0 (Rodriguez et al., 2012).

Experimentos realizados con extracto acuoso de neem y Trichoderma harzianum en
laboratorio por Bafios et al. (2016) evidenciaron diferencias significativas en un 61.5% en la
reduccion en el indice de agallamiento de Meloidogyne spp. en plantulas de tomate.

Experimentos in vitro realizados con hierba luisa (Cymbopogon citratus [DC] Stapf) por
Patidar et al. (2016) mencionan que el aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus
[DC] Stapf) y palmarosa (Cymbopogon martini [Roxb] W. Watson) con dosis de 500 y 250
ppm a 12 horas de exposicion tienen actividad nematicida; sin embargo, se obtuvieron
mejores resultados con el aceite de C. citratus [DC] Stapf al producirse la muerte de juveniles
de M. incognita al 100% a 500 ppm a 24 horas de exposicién, también estos aceites redujeron
maés del 50% la eclosion de huevos.

Estos resultados muestran la importancia de utilizar otras alternativas en el control de
nematodos, como es la utilizacion de extractos de plantas que poseen un efecto nematicida y
nematostatico en la poblacion de Meloidogyne incognita de ciertos cultivos. Por lo cual, en
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este proyecto se determind la dosis adecuada de extractos vegetales para evaluar su
efectividad en los nematodos que presentan problemas en cultivos de importancia economica
en el pais.

1.4 Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la efectividad de extractos vegetales frente a Meloidogyne incognita bajo condiciones
in vitro.

1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar la tasa de mortalidad corregida de juveniles de Meloidogyne incognita en
contacto con extractos vegetales.

e Establecer la dosis adecuada de los extractos vegetales para el control de M. incognita.

e Definir la mortalidad de M. incognita frente al tiempo de exposicion a los extractos
vegetales.

1.5 Hipotesis
» Ho: Los extractos vegetales no seran eficientes para controlar Meloidogyne incognita.
« Ha: Al menos uno de los extractos vegetales sera eficiente para controlar Meloidogyne
incognita.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. Nematodos

La palabra nematodo, proviene de los vocablos griegos “nema” que significa “hilo” y “eidés”
U “oidos”, que significa “con aspecto de”, definidos como animales filiformes con cuerpo sin
segmentos y mas o menos transparentes cubiertos de una cuticula hialina (Guzman et al.,
2012). Los nematodos son gusanos filiformes del grupo de nematelmitos, poseen simetria
bilateral y miden entre 1 a 3 mm de longitud (Agrios, 2005).

Los nematodos fitoparasitos son considerados gusanos microscépicos incoloros que se ubican
en las raices de la planta, tienen forma filamentosa o globosa cuando son adultos, se conocen
alrededor de 4105 especies, las cuales causan pérdidas anuales entre 11 a 14% de la
produccidn en cultivos de importancia econdmica mundial (Pefia et al., 2018).

De acuerdo al género, tienen en la regioén anterior el estilete que tiene forma de una aguja
hipodérmica, usado para perforar o penetrar las células de las plantas y a través de él extraer
los nutrientes (Figura 1). Ademas, su sistema de alimentacion consta de: boca, es6fago e
intestino, su reproduccion en la mayoria es bisexual, en algunas especies es partenogenética
(Perry y Moens, 2006).

Figura 1l
Estilete de nematodos fitoparasitos.

Fuente: Guzman et al. (2013)



2.1.2. Género Meloidogyne.

Los nematodos del género Meloidogyne, estan considerados como los principales patégenos
de vegetales (Kayani et al., 2013) en este género se agrupan mas de 98 especies entre las
cuales se encuentran Meloidogyne incognita [Kofoid & White] Chitwood, M. arenaria [Neal]
Chitwood, M. javanica Chitwood y M. hapla Chitwood (Jones et al., 2013; Karssen et al.,
2013). Este grupo de nematodos polifagos que se encuentran distribuidos en todo el mundo
por su capacidad de parasitar, reproducirse y alimentarse de células vegetales vivas de las
raices de las plantas induciendo agallas o nudos en el sistema radicular (Perry et al., 2009).

2.1.3. Meloidogyne incognita

M. incognita son nematodos del nudo de la raiz, endoparéasitos obligados y sedentarios de
diversas especies de plantas, se encuentran distribuidos en varios paises y es considerado el
parasito mas perjudicial de los cultivos en el mundo (Trudgill y Blok, 2001).

2.1.4. Taxonomia
Segun Adams et al. (2009) M. incognita tiene la siguiente clasificacion taxondmica.

Reino: Animalia

Phylum: Nematoda

Clase: Secernentea

Orden: Tylenchida

Subfamilia: Tylenchoidea

Familia: Meloidogynidae

Género: Meloidogyne

Especie: Meloidogyne incognita [Kofoid & White] Chitwood

2.1.5. Morfologia

La morfologia de M. incognita Chitwood varia de acuerdo al ciclo de vida del mismo asi
como a las caracteristicas determinadas por diformismo sexual del nematodo (Karssen y
Moens, 2006; Bridge y Starr 2007).

a. Huevos: tienen un color marrén oscuro con un periodo de incubacion que varia entre 20-
30 dias y su eclosion esta influenciada por la temperatura.

Juvenil: estos nematodos presentan cuatro fases de desarrollo juvenil.

b. J1 tiene forma de hilo y se desarrollan en el interior de los huevos. Al eclosionar los
huevos el juvenil avanza a la fase J2 que se introducen en el suelo y migran hacia las
raices frescas que estan alrededor de su cabeza e insertan su estilete en ellas, para migrar
a traves de los tejidos corticales y de esa forma establecer un sitio de alimentacion
permanente en la region de diferenciacion de los tejidos vasculares, luego el juvenil es
capaz de pasar a la tercera etapa.

En la etapa J3 este juvenil es mas robusto, y muda a una etapa J4 en el que se diferencian
los 6rganos sexuales masculinos y femeninos (Figura 2).



Figura 2
Ciclo de vida de Meloidogyne incognita.

J4 (female)

J4 (Male)

Fuente: Abad et al. 2008

Adulto: en esta fase las hembras (Figura 3) se quedan en las células radicales y se hinchan
creciendo en grosor hasta adquirir forma de pera y miden entre 0.4 a 1.3 mm de largo y 0.27 a
0.75 mm de ancho, ademés ponen alrededor de 500 huevos. La hembra es de color blanco con
un cuerpo redondeado y cuello pronunciado. Cuando las hembras estdn completamente
desarrolladas, los anillos de la cuticula son visibles en la region de la cabeza y la parte
posterior, donde un patron cuticular o patron perineal permite la diferenciacion entre especies
(Figura 4).

Figura 3
Hembra de Meloidogyne incognita hinchada y tefiida en la raiz.

* N
o

Fuente: Bridge y Starr (2007).



Figura 4
Morfologia de la hembra de Meloidogyne incognita.
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Los machos tienen tamafio de gusano de, 1.2 a 1.5 mm de largo y de 30 a 36 mm de diametro
y salen de la raiz como adulto filiforme que vive libre en el suelo. El ciclo de vida de M.
incognita se completa alrededor de 25 dias a 27 °C, pero se alarga a temperatura mas baja o
mas alta. Una vez que la hembra alcanza la madurez, con o sin fertilizacion por el macho,
produce huevos que son depositados en una masa gelatinosa protectora dentro o fuera del
tejido radicular, dependiendo de la posicion de la hembra (Bridge y Starr, 2007)

El principal sintoma de la infeccién causada por M. incognita es la formacion de agallas en la
raiz de las plantas hospederas (Figura 5). El establecimiento de sitios de alimentacion del
nematodo perjudica el sistema radicular en la absorcion de nutrientes y agua debido al
bloqueo de los haces vasculares lo cual reduce el rendimiento de la planta (Abad et al., 2003).

Figura 5
Sintomas del ataque de M. incognita en raices de Solanum lycopersicum.




2.1.6. Manejo integrado de plagas

El Manejo Integrado de Plagas (MIP), es un conjunto de operaciones y labores agricolas que
de manera coordinada y oportuna protegen los cultivos con el objetivo de evitar pérdidas
econémicas en los productores y proporcionar proteccion a largo plazo y minimizar los
efectos toxicos en el medio ambiente (Martinez, 2010; Vivas, 2017).

2.1.6.1. Control cultural de plagas

El control cultural de plagas es una de las técnicas mas antiguas y efectivas que se conocen y
consiste en la utilizacion de practicas agricolas con el objetivo de interrumpir ciclos
reproductivos de las plagas y reducir la disponibilidad de alimento y dafio en los cultivos.
Dentro de estas practicas existen varios procedimientos que se deben realizar como son:
destruccién del hospedero para evitar la multiplicacion del patdgeno, plantas resistentes y
vigorosas, interrupcion del ciclo de desarrollo, formacion de microclimas desfavorables para
la plaga, establecimiento de fechas de siembra, preparacion del suelo, riego, cosecha y
aplicacion de fertilizantes quimicos y organicos. La aplicacion de este control depende de la
fisiologia y fenologia de las plantas (Martinez, 2010; Cisneros, 2010).

2.1.6.2. Control bioldgico

El uso de control bioldgico se remonta desde la antigiiedad en donde se usaba los animales de
forma intencional para controlar otros organismos, pero desde el siglo XX este tipo de control
se establecié como una rama de la ecologia y se consolido las bases cientificas para evitar
desastres econdmicos y ambientales en el mundo (Cabrera et al., 2012).

El control biol6égico es un componente del manejo integrado de plagas que consiste en la
utilizacion de enemigos naturales, agentes bioldgicos, parasitoides y depredadores presentes
en el medio ambiente, que se encuentran protegiendo los ecosistemas agricolas y pueden
reducir el dafio de los organismos no deseados (Montoya y Cancino, 2004), siendo estos una
opcién econdmica y ecoldgica importante en el manejo integrado de nematodos (Kumar et al.,
2012).

Guédez et al. (2016) mencionan que, el control biologico esta definido por el uso de uno o
méas organismos benéficos llamados enemigos naturales que mantienen en equilibrio a las
poblaciones de otros, a niveles bajos, que se encuentran perjudicando la produccién. El uso
del control biolégico como alternativa para reducir plagas presentes en los cultivos tiene
importantes ventajas porque su aplicacion no deja residuos toxicos, es amigable con el
ambiente y no presenta resistencia (Martinez, 2010).

2.1.6.3. Control fisico

Este tipo de control consiste en el uso de factores fisicos como: calor, frio, humedad, energia.
Quizas los factores mas utilizados en agricultura corresponden al agua caliente y la
solarizacion. Estos son utilizados principalmente para el tratamiento de semillas y en
semilleros, aunque el calor sirve para controlar nematodos al colocar plastico sobre el suelo.



Dentro de los medios fisicos encontramos aquellos de tipo correctivos que es la aplicacién
correcta de componentes MIP y efectuar los ajustes necesarios en el programa de manejo del
cultivo y los de tipo preventivos son las medidas que se trata de tomar para evitar que las
poblaciones de las plagas lleguen a niveles criticos; estos provocan cambios en la actividad
fisiolégica del patdgeno al modificar su ambiente y hacerlo desfavorable, lo que impide
funciones vitales del organismo (Cisneros, 2010).

2.1.6.4. Control quimico

El manejo de plagas se ha realizado también a través de la aplicacion de productos quimicos
de amplio espectro debido al control; sin embargo, el uso irracional de estos productos a
provocado un impacto negativo por la contaminacion del ecosistema, suelo, agua y seres
humanos, como de igual forma las plagas han desarrollado resistencia y se ha eliminado la
fauna benéfica (Tello, 2017).

Los plaguicidas han favorecido a la proteccion de los cultivos, controlan plagas y
enfermedades, de igual manera han ayudado a la salud del hombre y los animales en el control
de ectoparasitos y ectores de enfermedades, en la actualidad se dispone de insecticidas,
fungicidas, nematicidas, rodenticidas, herbicidas, etc. Existen productos quimicos que son
estables y dejan residuos toxicos en los productos agricolas lo que representa un riesgo para la
salud y contribuyen a la contaminacion del medio ambiente (Cisneros, 2010).

2.1.6.5. Plaguicidas boténicos

Los plaguicidas botanicos son derivados de varias partes o ingredientes activos de las plantas.
Durante los ultimos afios el uso de estos derivados de plantas medicinales ha sido una
alternativa efectiva en la produccién agricola frente a productos quimicos. Estos productos
vegetales son eficientes, biodegradables, menos costosos y toxicos para las personas (Leng et
al., 2011).

Las plantas contienen una serie de compuestos fitoquimicos tales como saponinas, taninos,
alcaloides, di y triterpenoides, etc, los cuales presentan alta actividad plaguicida. Debido al
efecto nocivo que tienen los extractos de plantas en los patégenos, se puede manifestar de
diferentes formas, toxicidad, mortalidad, inhiben el crecimiento, supresion de reproduccion y
reduccion de la fertilidad y la fecundidad (BenJannet et al., 2001).

2.1.6.6. Extractos vegetales

Las plantas son conocidas por ser ricas en principios activos por su concentracién y presencia
en distintas partes de la planta y segun la etapa de desarrollo. Algunos de ellos, suelen
activarse como compuestos de defensa 0 aumentar su concentracion, ante estimulos externos.
Los efectos indirectos incluyen interferencia en la productividad de la agricultura, de los
agroecosistemas y en la biodiversidad local (Pomilio, 2012; Marchiaro et al., 2017).

Algunas plantas liberan o poseen compuestos con efectos importantes en el control de
nematodos fitoparasitos. Mas de 2000 especies de plantas poseen propiedades plaguicidas y
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los compuestos no pueden ser inactivados por las plagas, las concentraciones son menores,
por lo que son menos toxicos, cumplen una rapida biodegradacion, poseen multiples modos
de accién, menos costosos y por Ultimo son derivados de recursos renovables (Vinueza et al.,
2016; Nava et al., 2012). Entre la amplia gama de compuestos con actividad nematicida,
algunos de estos se puede citar a los extractos de neem (Azadirachtina indica A. Juss), papaya
(Carica papaya L.), chocho (Lupinus mutabilis Sweet), quinua (Chenopodium quinoa Willd)
y hierba luisa (Cymbopogon citratus Spreng).

e Neem (Azadirachtina indica A. Juss)

Azadirachta indica A. Juss., también conocido como ‘“Nim”, “Neem”, “Margosa”, o “arbol
del paraiso”, es un arbol perteneciente a la familia Meliaceae, de origen indu, tiene uso
ornamental, repelente de plagas y como alimento forrajero en animales (Reyes et al., 2003).
Es un arbol muy versétil de gran importancia en el &mbito forestal, medicinal, que es
empleado en el tratamiento de distintas enfermedades por sus propiedades antivirales y
antimicrobianas; también se emplea para la produccion de abonos, insecticidas, nematicidas y
fungicidas (Fernandez et al., 2016; Truijillo et al., 2008; Sunday y Atawodi, 2009).

El neem, tiene la capacidad de adaptarse a condiciones adversas tales como altas
temperaturas, suelos aridos y &cidos; es fuente de pesticidas naturales que contiene
tetrapenoides que se encuentran en la corteza, hojas, frutos y semillas, la actividad biol6gica
del extracto se debe a que posee alrededor de 18 compuestos, entre los cuales se destacan con
mayor concentracion la azadirachtina A, salanina y nimbina (Acosta y Candano, 2018).

El neem contiene diversos compuestos (Figura 6) como alcaloides, esteroides, taninos,
terpenoides, flavonoides, polifenoles y saponinas con actividad insecticida y nematicida de
facil biodegradacion, muy baja residualidad en el suelo y en productos vegetales (Szwako et
al., 2017; Akpuaka et al., 2013).

Figura 6
Estructura de compuestos bioactivos de neem.

Azadirachtina Nimbina

Fuente: Biswas et al. (2002)
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e Hierba luisa (Cymbopogon citratus Spreng)
C. citratus, es una planta herbacea perteneciente a la familia Poaceae, y su principal
compuesto es el citral en un 70-80% utilizado para la sintesis de compuestos aromaticos y
vitamina A (Figueirinha et al., 2008; Puatanachokchai et al., 2002). Tiene varias aplicaciones
en la agricultura, salud y alimentacion por su composicion quimica en las hojas (Sousa et al.,
2010).

La hierba luisa usada en té, infusion y extractos preparados con hojas frescas 0 secas se usa en
medicina como reparador digestivo, antitusivo, expectorante, analgésico y es efectivo en
resfriados (Negrelle y Gomes, 2007).

Algunas especies de plantas como Cymbopogon citratus, contienen aceites esenciales
principalmente aldehidos (Figura 7) y demas compuestos como hidrocarburos, terpenos,
alcoholes, cetonas y ésteres, ademas posee propiedades nematicidas (Fabiyi et al., 2018).
Figura7

Estructuras quimica de aldehidos presentes en aceites esenciales de C. citratus: 1) Mirceno,
2) Geraniol, 3) Nerol, 4) Geranial, 5) Neral y 6) Citral
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Fuente: Arai y Coello (2020)

Dentro de aldehidos principales con més concentracion se encuentra el citral formando entre
el 70 y 85 % aproximadamente, el citral es una mezcla de geranial (41%) y neral (30%),
también contiene otros aldehidos como mirceno (15%), geraniol (5%) y nerol en niveles mas
bajos junto con otros compuestos volatiles (0 + 5%), ademas estos componentes se consideran
toxicos de células metabolicas (Figura 8) (Arai y Coello, 2020).
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Figura 8
Formacion del citral a partir de geranial y neral presentes en la hierba luisa.
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Fuente: Shah et al., 2011)

e Papaya (Carica papaya Linneo.)
El origen de la papaya se ubica en las tierras bajas de América Tropical especialmente en
Mesoamérica, la planta de esta especie es perenne de vida corta y puede alcanzar hasta 9
metros de altura, su tronco es herbaceo, hueco y sin ramas, tiene hojas con un peciolo grande
y las semillas alcanzan su madurez cuando la baya esta madura (Figura 9) (Jiménez, 2002).

Figura 9

Fuente: Jiménez (2002)

Las diferentes partes de la planta de papaya contienen varios compuestos quimicos como:
proteina, grasa, minerales, tiamina, rivoflamina compuestos volatiles, acidos linoleico y
oleico, lipidos, acidos grasos de semilla, carpaina, caricina, enzimas, alcaloides, glucosa,
latex-papaina y entre otros (Taruny Yash, 2015).

Dorado (2017) mencionan que las semillas de papaya son comestibles y se han empleado
como adulterantes de la pimienta negra debido a su apariencia y sabor picantes, ademas,
poseen compuestos bioactivos como el bencil isotiocianato y también tienen propiedades
utilizadas para el control de plagas que atacan los cultivos.
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e Chocho (Lupinus mutabilis Sweet)

El chocho (Lupinus mutabilis) es una planta leguminosa originaria de los Andes, caracterizada
por tener un elevado contenido de proteina y &cidos grasos, entre otros, por lo que es
considerada en una excelente alternativa para la nutricion, las semillas poseen en su estructura
alcaloides quinilizidinicos que confieren cierto grado de toxicidad y sabor amargo, los
alcaloides presentes en la semilla son esparteina, lupanina (Figura 10), lupinidina, entre otros
que son empleados para controlar ectoparasitos y parasitos intestinales de animales
domeésticos. También los agricultores utilizan el agua de coccion del chocho como biocida
para el control de plagas que ocasionan dafio en las plantas (Jacobsen y Mujica, 2006).

Figura 10
Estructura molecular de los alcaloies lupanina'y esparteina.
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Fuente: Zamora et al. (2009)

Los alcaloides, terpenoides y fenilpropanoides forman parte de los metabolitos secundarios,
estos compuestos actian como medio de defensa ante plagas e insectos, ya sea matando o
inhibiendo la reproduciendo de los microorganismos, ademas sintetizan enzimas que degradan
la pared celular del patégeno (Sharapin, 2000).

e Quinua (Chenopodium quinoa Willd)

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es una especie perteneciente a la familia
Amaranthaceae, originaria de la region sur de América principalmente de paises como Perd,
Ecuador, Chile, Bolivia y Colombia (Andrews, 2017). La quinua se ha clasificado en
variedades dulces y amargas debido al contenido de saponinas (Figura 11), un metabolito
secundario que sintetiza la biosintesis del acido acético hasta llegar a convertirse en
sapogenina triterpénica o esteroidal y al unirse a otros compuestos combinados de azucares
forman alrededor de 30 saponinas diferentes que se encuentran presentes en tallos, hojas,
semillas, panojas y flores y la cantidad de estos compuestos depende de las condiciones
edéficas y climaticas (Vega et al., 2010; Szakiel et al., 2011; Apaza et al., 2016).
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Figura 11
Estructura general de una saponina de C. quinoa
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Fuente: Ortega et al. (2016)

En la actualidad el uso que se les da a las saponinas presentes en las semillas de quinua
(Chenopodium quinoa) se ha diversificado, se emplean para el control de plagas presentes en
los cultivos de tomate, papa y haba por sus propiedades de biocontrolador y bioplaguicida de
hongos fitopatdgenos del género Aspergillus y Fusarium (Tenorio et al., 2010).

e Procesos de extraccion
Los procesos de extraccion consisten en incorporar las substancias activas de una planta a un
solvente, que generalmente suele ser agua o alcohol. La extraccion se puede realizar en frio o
en caliente, y el producto final puede ser una solucion concentrada en funcién de la sustancia
de origen y se dividen de acuerdo al disolvente utilizado. Segun Reyes et al. (2011); Mena et
al., (2015) y Oliveros et al. (2011) la extraccion se divide en:

Extraccion con agua
e Infusion. - son procesos simples de extraccién con agua, en donde se agrega agua
caliente o fria al material molido y luego se filtra.
e Destilacion por arrastre con vapor de agua. - Para realizar la destilacién se usan
alambiques de caracteristicas variables y adaptadas a cada tipo o caso especifico.
e Decoccidn. — este método de extraccion con agua en donde el material se hierve por un
tiempo de quince minutos.

Extraccion con solventes organicos
e Maceracion. - Es una extraccion a temperatura ambiente, en donde se remoja el
material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente ya sea agua o alcohol,
hasta que penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier
recipiente con tapa en donde se colocan el material vegetal con el disolvente y se deja
tapado en reposo por un periodo de dos a catorce dias con agitacién esporadica.
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Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera el solvente en un
evaporador rotatorio y se obtiene el extracto.

e Lixiviacion o percolacion. - se puede realizar con disolventes organicos en frio para
preservar los compuestos termolabiles que pudiera contener el material, consiste en
colocar el material fragmentado en un embudo o recipiente cdnico y hacer pasar un
disolvente adecuado a través de este.

e Extraccion Soxhlet. - es un método en caliente, que se emplea solventes con puntos de
ebullicion bajo, para evitar la degradacion de la muestra ideal para obtener los
extractos crudos de las plantas.

e Digestion. - este proceso se agrega solvente caliente al material vegetal molido, la
temperatura del solvente permite una mayor extraccion de seis compuestos ya que la
solubilidad de la mayoria de las especies aumenta con la temperatura.

e Fluido supercritico. - es una técnica limpia de separacion de sustancias de caracter
liposoluble, mediante el uso de co-solventes para mejorar la extraccion vy
fraccionamiento de aceites vegetales.

e Mecanismo de accion

Las plantas tienen la capacidad de protegerse de las plagas sintetizando una gran variedad de
metabolitos secundarios relacionados con los mecanismos de defensa, que han mostrado un
efecto antimicrobiano, entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles, terpenos,
aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos (Cowan, 1999).

Sus mecanismos de accion son variables; como la toxicidad de los fenoles en
microorganismos asi como la ruptura de la membrana a través de los compuestos lipofilicos
por parte de los terpenos y aceites esenciales. De los alcaloides se ha postulado que se
intercalan con el ADN, y de las lectinas y polipéptidos se conoce que pueden formar canales
i6nicos en la membrana microbiana o causar la inhibicion competitiva por adhesion de
proteinas microbianas a los polisacaridos receptores del hospedero (Medina et al., 2014;
Hernandez et al., 2018).

Los extractos vegetales pueden ser utilizados para el control de plagas con la ventaja de no
provocar contaminacion, debido a que estas sustancias se degradan rapidamente en el medio,
de esta forma las plantas con potencial biocida constituyen un componente importante de
control en el manejo integrado de plagas (lannacone y Lamas, 2002).

2.2. Marco legal

La presente investigacion se encuentra basada en los articulos, leyes y normas vigentes por la
Constitucion Nacional de la Republica del Ecuador bajo el régimen del Plan Nacional de
Desarrollo (PND) 2017-2021 “Toda una vida” con los objetivos 3, 5y 6 de “Garantizar los
derechos de la naturaleza para las actuales y futuras generaciones” e “Impulsar la
productividad y competitividad para el crecimiento econdémico sostenible de manera
redistributiva y solidaria” y “Desarrollar las capacidades productivas y del entorno para
lograr la soberania alimentaria y el Buen Vivir Rural ™.
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Los cuales hacen énfasis en la conservacion, recuperacion y promueven las buenas practicas
que ayudan a reducir la contaminacion del medio ambiente, también fomentan la produccién
de manera eficaz y limpia evitando el efecto del uso inadecuado de productos que afectan la
salud de los seres vivos. Mediante la soberania alimentaria se logra la seguridad de consumir
alimentos sanos que mejoran y mantienen la salud humana. Por este objetivo se realizo la
busqueda de alternativas amigables con el ambiente mediante el uso de extractos vegetales de
neem, chocho, quinua, papaya y hierba luisa para reducir un patdégeno importante que ataca a
los cultivos de importancia econdmica del pais como es el nematodo agallador Meloidogyne
incognita.

La investigacion realizada también se encuentra basada en los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) de las Naciones Unidas como el objetivo 12 “Garantizar modalidades de
consumo y produccion sostenible”, enfocada en el consumo y la produccién mundial
mediante el uso responsable de los recursos naturales mitigandola degradacion
medioambiental que pone en peligro los sistemas de desarrollo sostenible y la supervivencia
en el planeta. Los impactos que ha tenido el ambiente también se deben a la produccién
agricola porque lo que esto genera residuos, degrada la tierra, disminuye la fertilidad del
suelo, el uso insostenible del agua; estos problemas afectan directamente la capacidad de los
recursos naturales para suministrar los alimentos.

De igual manera esta basada en los principios de la produccion organica vegetal, en el articulo
20 “Del manejo de plagas” hace énfasis en el manejo de malezas, plagas y enfermedades debe
ser realizado considerando labores mecanicas, fisicas (luz, sonido, vapor) o bioldgicas
(semioquimicos, aleloquimicos, controladores bioldgicos) y preparaciones biodindmicas a
partir de estiércol de animales y residuos de plantas.
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO

3.1. Descripcion del area de estudio

La presente investigacion se realizd, en el Laboratorio de Nematologia- Estacion
Experimental “Santa Catalina” del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), ubicada en la parrogquia Cutuglagua, cantén Mejia, provincia de Pichincha.

3.1.1. Ubicacion geografica

Las caracteristicas geograficas que tiene el lugar en el que se realizé la presente investigacion
se muestran en la Tabla 1 y en la Figura 12 se indica el mapa de ubicacion del experimento.
Tabla 1

Datos geogréficos del &rea de estudio

Datos Geograficos

Provincia Pichincha

Canton Mejia

Parroquia Cutuglagua

Lugar Estacion Experimental “Santa Catalina
Latitud 00° 22'57.33" S

Longitud 78°33'18.46" O

Altitud 3064 m.s.n.m.

Fuente: INIAP (2014)

Figura 12
Mapa de ubicacion del sitio del experimento.
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3.1.2. Caracteristicas climaticas

La temperatura promedio anual determinada por la Estacion Meteoroldgica Izobamba, EESC-
INIAP (2017) de laboratorio es de 13.8 °C en donde se instal6 el experimento. Sin embargo,
el experimento se llevo a cabo en condiciones controladas de laboratorio a una temperatura de
27 °C.

3.2. Materiales y métodos

Los materiales, equipos, insumos y herramientas que se utilizaron en la presente investigacion
se encuentran mencionados en la Tabla 2.

Tabla 2

Listado de materiales, equipos, insumos y herramientas a utilizar en el manejo del
experimento.

Materiales

Equipos

Agua destilada

Libreta de campo

Cajas Petri

Embudos

Papel filtro

Contador de Nematodos
Vasos de precipitacion
Frascos de vidrio 1000
mi

Baldn de destilacion
Pipeta y puntas
Tamices 74 y 25 micras

Camara fotogréafica
Estereomicroscopio ZEISS
Computadora

Incubadora INDUCELL

Licuadora Osterizer

Balanza UWE

Agitador magnético Talboys
Rotavapor “RS 3000-V” SELECTA
Centrifuga INTERNATIONAL
CENTRIFUGE

Espectrofotometro Visocolor PF-11
Refrigeradora 4 °C

Insumos

Extractos

Hojas de neem (Azadirachta indica A. Juss)
Semillas de papaya (Carica papaya Linneo.)
Semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd)
Semillas de chocho (Lupinus mutabilis Sweet)
Hojas de hierba luisa (Cymbopogon citratus Spreng)
Herramientas

Pescador de nematodos

3.2.1 Factores en estudio
En la presente investigacion los factores en estudio estuvieron constituidos por: Extractos
vegetales, dosis de los extractos y tiempo.
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A. Extractos Vegetales
e Nivel 1: Neem

e Nivel 2: Chocho

e Nivel 3: Quinua

e Nivel 4: Papaya

e Nivel 5: Hierba luisa

B. Dosis C. Tiempo
Nivel 1: 0.05 g/ml Nivel 1: 3 horas
Nivel 2: 0.25 g/ml Nivel 2: 6 horas
Nivel 3: 0.50 g/ml Nivel 3: 24 horas
Nivel 4: 1.25 g/ml Nivel 4: 48 horas
Nivel 5: 2.50g/ml Nivel 5: 72 horas

Para conocer el efecto de los extractos vegetales también se tomo en cuenta el testigo absoluto
(Agua destilada), cabe mencionar que los datos obtenidos del testigo absoluto se utilizaron
para ingresar en la formula de Abbott en la variable del porcentaje de mortalidad y no se
realizé ninguna comparacion de los extractos vegetales con el testigo.
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3.2.2. Tratamientos
Para la presente investigacion los tratamientos estuvieron conformados por la suma de los tres factores, como se observa en la Tabla 3. La
codificacion representa el tratamiento y este tuvo cinco repeticiones en la evaluacion. Cada extracto fue evaluado con las cinco dosis (g/ml)
y en los cinco tiempos (horas) que se mencionan en dicha tabla.

Tabla 3
Ndmeros de tratamientos que se evaluaron en la presente investigacion.
Codificacion Extracto Dosis Tiempo Codificacién Extracto Dosis Tiempo
(g/ml) (horas) (g/ml) (horas)
D1R1 Neem 0.05 3 D1R1 Papaya 0.05 3
D2R1 Neem 0.25 6 D2R1 Papaya 0.25 6
D3R1 Neem 0.50 24 D3R1 Papaya 0.50 24
D4R1 Neem 1.25 48 D4R1 Papaya 1.25 48
D5R1 Neem 2.50 72 D5R1 Papaya 2.50 72
Codificacion Extracto  Dosis Tiempo Codificacion Extracto  Dosis Tiempo
(g/ml) (horas) (g/ml) (horas)
DiR1 Quinua 0.05 3 Di1R1 Hierba luisa 0.05 3
D2R1 Quinua 0.25 6 D2R1 Hierba luisa 0.25 6
D3R1 Quinua 0.50 24 D3R1 Hierba luisa 0.50 24
D4R1 Quinua 1.25 48 D4R1 Hierba luisa 1.25 48
D5R1 Quinua 2.50 72 D5R1 Hierba luisa 2.50 72
Codificacion Extracto Dosis Tiempo
(g/ml) (horas)
D1R1 Chocho 0.05 3
D2R1 Chocho 0.25 6
D3R1 Chocho 0.50 24
D4R1 Chocho 1.25 48
D5R1 Chocho 2.50 72
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3.2.3. Disefio experimental

La Figura 13 muestra que se utilizd un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo
factorial 5x5 y con medidas Repetidas en el Tiempo con cinco repeticiones. En la figura para
cada extracto fue incluido el agua destilada como testigo esto fue para obtener resultados para
la variable porcentaje de mortalidad. Pero no fue tomada en cuenta como tratamiento, ya que
no se hicieron comparaciones con el testigo absoluto.

Figura 13
Distribucién de los tratamientos en el laboratorio.
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3.2.4. Caracteristicas del experimento

e Tratamientos: 25

e Repeticiones: 5
Numero de unidades experimentales: 125
Area total del ensayo: 1m?

3.2.5. Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (Tabla. 4) con el programa Infostat, la prueba de medias se
realizo en base a Fisher con un nivel de significancia del 5%.

Tabla 4
Anélisis de varianza (ADEVA) del Disefio Completamente al Azar con Medidas Repetidas en
el Tiempo con cinco repeticiones.

Fuentes de Variacion Grados de libertad
Extracto 4
Dosis 4
Tiempo 4
Extracto*Dosis 16
Extracto*Tiempo 16
Dosis*Tiempo 16
Extracto*Dosis*Tiempo 64
Error experimental 501
Total 624

3.2.6 Variables a evaluarse
La evaluacion de las variables se realizé a cada tratamiento a las 3, 6, 24, 48 y 72 horas.

3.3.1. Porcentaje de mortalidad corregida de juveniles de Meloidogyne incognita

Se colocaron 50 infectivos juveniles (J2) de M. incognita en una caja Petri con cada una de las
respectivas dosis de los tratamientos descritos anteriormente. Para esta variable se siguié la
metodologia propuesta por Patidar et al. (2016) misma que propone realizar observaciones a
las 3, 6, 24, 48 y 72 horas después de la exposicion de los tratamientos a los nematodos. Para
determinar el porcentaje de mortalidad corregida se utilizo la formula de Abbott (1925). En la
férmula se tomo en cuenta al testigo absoluto.

% mortalidad tratamiento — Yomortalidad testigo

% Mortalidad egida = 100
/e Mortalidad corregida 100% — Y%mortalidad testigo *

Cabe mencionar que en esta variable se tomd en cuenta los tres factores en estudio como la
dosis, tiempo para cada extracto. Los resultados de los extractos se analizaron por separado,
pero al final se realiz6 un apartado de la comparacion entre los tres factores.
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3.3.2. Determinacion de la dosis letal media para cada extracto a las 48 y 72 horas.

Esta variable fue analizada mediante el Modelo Estadistico LOGIT en el programa estadistico
RStudio version 4.0.3 (2020), a partir de los datos de la variable de mortalidad corregida. Esta
variable determina la cantidad de dosis de extractos que se necesita para matar el 50% de la
poblacion de nematodos en un tiempo determinado.

3.3 Manejo del experimento
Los extractos vegetales evaluados fueron 5 con 5 dosis por extracto mas 1 testigo absoluto y 5
repeticiones, obteniendo 130 unidades experimentales.

3.3.3. Obtencion de los extractos vegetales.

La preparacion de los extractos vegetales de quinua (Chenopodium quinua Willd), chocho
(Lupinus mutabilis Sweet) estuvieron a cargo del Laboratorio de Nutricion y Calidad de la
Estacion Experimental “Santa Catalina” (INIAP), para lo cual se empled la metodologia
reportada por Cuadrado et al. (2015).

3.3.3.1. Extracto de chocho (Lupinus mutabilis Sweet)
Para la obtencidn del extracto de chocho se realiz6 el siguiente procedimiento (Figura 14):

a) Se pesaron 1 kg de semilla de chocho despues se realizd una molienda hasta obtener
harina (Figura 14a).

b) Se pesaron 200 g de harina en un recipiente, al cual se afiadié una solucion de 50 ml
de &cido clorhidrico 2Normal (HCI 2N) y se afor6 a 800 ml con agua destilada (Figura
14b).

c) La mezcla se coloco bajo agitacion por una hora en un magnetizador (Figura 14c).

d) La mezcla obtenida se filtro al vacio en un embudo con papel filtro (Figura 14d).

e) El contenido se colocd en un baldn de destilacion en donde se paso por un rotavapor
que separaba los alcaloides del agua. El rotavapor con agua estuvo a una temperatura
de 90 °C y la potencia de -2.5 a -3.0 bar, este procedimiento se realizé hasta que se
destile el agua (Figura 14e).

f) Los alcaloides fueron centrifugados durante 20 minutos a 2500 rpm (revoluciones por
minuto) para separar las proteinas de los alcaloides (Figura 14f).

g) Finalmente se recogi6 el sobrenadante (alcaloides) para guardarlo en un ambiente frio
a 4 °C (Figura 14q).
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Figura 14
Procedimiento para la obtencién del extracto de chocho.

<3

Nota. Las imagenes muestran el procedimiento realizado en la obtencién del extracto chocho
(Lupinus mutabilis Sweet).

h) Para conocer el contenido de alcaloides totales se realiz6 una titulacion en la se

prepard una solucion de Hidroxido de Sodio al 1 Normal (NaOH 1N), el cual se peso
2g de NaOH y se aforé a 500 ml con agua destilada y se colocé en la plancha del
agitador magnético hasta disolver el hidroxido (Figura 15).

En un vaso de precipitacion se puso 3 ml de alcaloides y se afiadieron 3 gotas de
fenolftaleina para ver el cambio de coloracion, la solucion de hidréxido se colocé en
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una pipeta y se fue colocando poco a poco en los alcaloides hasta ver el cambio de
coloracion.

Figura 15
Titulacion de los alcaloides del extracto de chocho.
g _ -

Una vez realizada la titulacion, se procedié a reemplazar los datos obtenidos (Tabla 5), en una
férmula de cuantificacion de alcaloides totales propuesta por Von Baer (1979).

Tabla 5
Contenido total de alcaloides presente en el extracto de chocho

Datos Unidades de medida

4.7 ml ml gastados en la titulacion
3.0804 ¢ densidad de 3 ml de alcaloides
0.1 Eqg 0.1 Normalidad del NaOH

248 g Peso equivalente de la lupapina

Cuantificacion de alcaloides totales
47ml x0.1Egg =248 gx 1kt __ 0.0378g

_ . % 100 = 3.78 % total de alcaloides
LIt x Eq g % 3.0804 g x 1000 ml

3.3.3.2. Extracto de quinua (Chenopodium quinoa Willd)
Para la obtencidn del extracto de quinua se sigui el siguiente procedimiento (Figura 16):
a) Se pesd 50 g de semilla de quinua amarga y se colocaron en 1000 ml de una solucién
de etanol (50 % V/V) (Figura 16a).
b) Se colocd la solucion de etanol en el recipiente con las semillas de quinua y se puso
bajo agitacion en un magnetizador durante una hora (Figura 16b).
c) Filtracion de la muestra al vacio con ayuda de un embudo y papel filtro y nuevamente
se enjuagaron las semillas con la solucion de etanol para seguir filtrando (Figura 16c).
d) Para separar las saponinas del alcohol fue necesario pasar por destilacion en el
rotavapor en donde el agua debia estar a una temperatura de 80 °C y de -2.5 a -3.0 bar
de potencia y esperar a la destilacion total de alcohol (Figura 16d).
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e) Se centrifugaron a 2500 rpm (revoluciones por minuto) las saponinas durante 15
minutos para separar proteinas presentes en la quinua y se recogio el sobrenadante en
un frasco de vidrio para guardarlo en un ambiente frio a 4 °C (Figura 16e).

Figura 16

Procedimiento para la obtencmn del extracto de quinua.
- =——_

Rotavapor

e Calibracién de saponinas
La calibracion de saponinas muestra la cantidad total de saponinas presentes en la quinua
(Figura 17):
a) Se coloco 1 ml de saponinas en un balén de 10 ml (Figura 25), y se aford con una
solucion de etanol y agua destilada (50 % V/V) (Figura 17a).
b) Se tomd 1 ml de saponinas diluidas y se colocé en un tubo de ensayo y se afiadi6 3.5
ml de reactivo de color 1:3 (16%) (100 ml anhidrido acético + 300 ml de &cido
sulfarico, el reactivo de color es para que las saponinas reaccionen y cambien de color
es decir se tornen de color negro). Cuando se estuvo colocando el reactivo de color en
los tubos de ensayo la gradilla debia estar en un recipiente con agua fria para evitar
quemaduras (Figura 17b).
c) Se agito los tubos de ensayo en el agitador vortex por 3 segundos y se dejo reposar por
30 minutos las muestras para ver el cambio de color (Figura 17c y d).
d) Una vez cumplidos los 30 minutos, se colocaron las muestras en el espectrofotdmetro
para realizar lecturas a 528 nm y en absorbancias.
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e) Finalmente, al obtener los datos se conocid el contenido total de saponinas presentes
en el extracto de quinua (Figura 17e).

Figura 17
Procedimiento de calibracion de saponinas.

La Tabla 6, muestra el resultado de la evaluacién de tres muestras de saponinas en el

espectrofotémetro.

Tabla 6

Resultados obtenidos de la lectura de saponinas en el espectrofotometro.
N° de muestra Contenido Lectura espectrofotometro

1 0.254 Absorbancias

2 0.260 Absorbancias

3 0.280 Absorbancias

El procedimiento del célculo de saponinas fue realizado para cada muestra de forma
individual siguiendo el procedimiento descrito por Monje, C. y Yarko, Al. (2006) “Saponin
from Quillaja bark (Sigma Aldrich)”.

Formula

y = 1.815x + 0.016

_ y—0016
© 1.815
0.254 — 0.016 mg
x = =0.1311—
1.815 ml
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u.1311m—{*'
x= —mm %X 100 = 0.2622 0.2622 % 10 = 2.62%
50—%
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La Tabla 7 muestra los tres porcentajes obtenidos del célculo de saponinas realizado en la
férmula, los resultados se sumaron y se sacO el promedio para conocer el porcentaje total de
contenido de saponinas en el extracto de quinua.

Tabla 7
Contenido total de saponinas presentes en el extracto de quinua.

N° de muestra Contenido de saponinas %

1 2.62
2 2.69
3 2.90
Suma 8.21 +3 =2.74 % Total de saponinas

3.3.3.3. Extracto de neem (Azadiractina indica A.Juss)
Para la obtencion del extracto de neem se sigui0 el siguiente procedimiento.
a) Se pesaron 10 g de hojas de neem y se secaron en la estufa a 40 °C por un dia, luego se
maceraron con un mortero (Figura 18a).
b) La muestra se colocd en un vaso de precipitacion y se aforé con agua destilada a 1000
ml (Figura 18b).
c) Se agito la mezcla y se dejo reposar en un lugar fresco por 24 horas. Finalmente, todo
el extracto se filtré al vacio y se guardd en un ambiente frio a 4 °C (Figura 18c).

Figura 18
Procedimiento de_ obte_ncién del extracto de neem.

ez Iz

3.3.3.4. Extracto de Papaya (Carica papaya L.)
Para la elaboracion del extracto de papaya se procedi6 de la siguiente manera (Figura 19):
a) Las semillas de papaya fueron secadas en la estufa a 26 °C por 24 horas (Figura 19a).
b) De la muestra se peso 5 g de semillas secas, y se procedié a licuar con 10 ml de agua
destilada durante 30 segundos (Figura 19b).
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c) Luego se pasé el contenido por un tamiz de 74 micras y luego se aforo el extracto a
500 ml con agua destilada (Figura 19c¢).

d) Finalmente se obtuvo el extracto de semilla de papaya y se guard6 en un ambiente frio
a4 °C (Figura 19d).

Figura 19
Procedimiento para la obtencién del extracto de papaya.
r

3.3.3.5. Extracto de hierba luisa (Cymbopogon citratus Spreng.)
El procedimiento en la obtencion del extracto de hierba luisa se describa a continuacion
(Figura 20):

a) Se colocaron las hojas de hierba luisa en la estufa a una temperatura de 26°C por 5
horas (Figura 20a).

b) Una vez secas las hojas, se procedio a macerar en un mortero de porcelana (Figura
20b).

c) Se peso 10 g del polvo obtenidos y se colocé en un vaso de precipitacion con agua
destilada (100 ml). La muestra fue puesta bajo agitacion durante 24 horas (Figura
20c).

d) El extracto se filtro al vacio con ayuda de un embudo y papel filtro (Figura 20d).

e) El extracto se mantuvo en un ambiente frio de 4 °C (Figura 20e).
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Figura 20

3.3.4.

a)
b)
c)

d)

Procedimiento para la obtencién del extracto de hierba luisa.

Obtencion de in6culo de Meloidogyne incognita.
Se realizo el aislamiento de nematodos a partir de la metodologia de licuado tamizados de
Hussey y Barker (1963) (Figura 21):

Se selecciond raices de plantas de tomate rifion que tenian presencia de agallas (Figura
21a).

Las raices se lavaron con agua fria y se eliminaron los restos del suelo presente en las
mismas (Figura 21b).

Después se cortd en trozos de 1cm con un cuchillo y se coloc6 10 g de raices en una
licuadora (Figura 21c).

Luego se licuaron por 30 segundos con hipoclorito de sodio al 0.5% y se agitd por un
minuto (Figura 21d).

Después se paso por tamices consecutivos de 74 y 25 micras y se lavo a presion hasta
eliminar el hipoclorito (Figura 21e).

Luego se recogio la muestra del tamiz de 25 micras en un matraz de Erlenmeyer y se
aford con agua destilada hasta 100 ml. Finalmente, la suspension fue llevada para
observacion bajo un estereoscopio para el conteo de juveniles y huevos (Figura 21f).
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Figura 21
Procedimiento para la obtencién del indculo.

3.3.5. Toma de datos de las variables en las unidades experimentales.

Se evaluaron las variables antes mencionadas de acuerdo con el manejo del experimento.

Las unidades experimentales fueron pocillos de placas de cultivo celular, cada pocillo
contenia 50 juveniles J2 de M. incognita mas la respectiva dosis de cada extracto y el agua
destilada, teniendo un total de 5 ml (Figura 22).

Figura 22
Unidad experimental utilizada en el ensayo

) 50 juveniles J2 Extractos Agua
Unidad vegetales destilada
experimental
(pocillo)
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El ensayo fue de acuerdo al disefio experimental teniendo un total de 25 tratamientos, a los
cuales se realizd cinco observaciones a las 3, 6, 24, 48 y 72 horas respectivamente.

a)

b)

c)

d)

En primer lugar, se recogi6 el indculo de juveniles J2, y este se pas6 por un tamiz de
25 micras, la muestra se colocd en una caja contadora de nematodos y se llevo a la
observacion bajo estereoscopio para verificar la presencia de juveniles vivos.

Una vez verificado la presencia de juveniles, se procedi6 a coger con una pipeta 0.05
ml de J2 y este fue colocado en el pocillo luego se reviso y se contabiliz6 la presencia
de 50 juveniles con ayuda de un contador de nematodos.

Luego se afiadi6 las dosis con ayuda de una pipeta correspondientes de cada extracto
vegetal.

Para completar los 5 ml de cada tratamiento se afiadio agua destilada con ayuda de una
pipeta. Los pocillos fueron llevadas a una incubadora a 27 °C (Figura 23).

Figura 23
Procedimiento para la instalacion del ensayo.

La lectura fue realizada mediante un esteresmicroscopio en el cual se verificd la
muerte de juveniles cada 3, 6, 24, 48 y 72 horas respectivamente con ayuda de un
pescador de nematodos se pinchd el juvenil para ver si estaba vivo 0 muerto esto se
realizé a todos los tratamientos y testigo en cada extracto vegetal evaluado (Figura
24).
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Figura 24
Observacion de la mortalidad de juveniles de acuerdo al tiempo evaluado.

: 5 [

Nota. La figura muestra la observacion bajo estereomicroscopio el juvenil J2 vivo y muerto.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de la evaluacién de la efectividad de extractos vegetales frente a
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) in vitro, se presentan en los siguientes apartados:

4.1 Porcentaje de mortalidad corregida de juveniles de M. incognita.

En el andlisis de varianza realizado para la variable porcentaje de mortalidad corregida de
juveniles de M. incognita, se puede observar que el valor p tiene significancia (p = <0.0001),
es decir que existe diferencias significativas entre los tratamientos tanto para los extractos
vegetales y dosis y la respectiva interaccion, por lo que se acepta la hipdtesis alternativa de
que al menos un extracto fue eficiente para controlar juveniles J2 (Tabla 9).

Tabla 8

Analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad corregida de juveniles de M. incognita.
Fuente de variacion Grados de Grados de Valor F Valorp

libertad libertad
F.vV Error

Extracto 4 496 3992.27 <0.0001
Dosis (g/ml) 4 496 3064.91  <0.0001
Tiempo 4 496 17822.86  <0.0001
Extracto:Dosis (g/ml) 16 496 217.38  <0.0001
Extracto: Tiempo 16 496 961.24  <0.0001
Dosis (g/ml): Tiempo 16 496 171429  <0.0001
Extracto: Dosis (g/ml): Tiempo 64 496 176.72  <0.0001

En la evaluacion realizada de los cinco extractos vegetales se puede definir que el extracto de
chocho fue el mejor debido a su alta eficiencia en la mortalidad de nematodos juveniles de M.
incognita (100%), con las dosis de 2.5 y 1.25 g/ml a las 72 horas, ademas es importante
sefialar que el resto de dosis también alcanzaron altos porcentajes en la tasa de mortalidad
(Anexo 5).

Al término de las 72 horas de exposicion de los nematodos con los extractos de neem, hierba
luisa y papaya, alcanzaron la mortalidad total de los 50 juveniles J2 evaluados con la dosis
mas alta (2.5g/ml). Cabe mencionar que la efectividad de los extractos a este tiempo da a
conocer la importancia del uso de esta alternativa para reducir la poblacion de patégenos que
atacan a los cultivos.

La dosis de 2.5g/ml dentro de la evaluacién de cada extracto fue mejor ya que alcanz6 tasas
del 100% en juveniles muertos, seguido por la dosis de 1.25g/ml que en chocho y quinua
Ilegaron a obtener el total de nematodos muertos. Por su parte, con los extractos de hierba
luisa, papaya y neem alcanzaron porcentajes de 85, 76 y 35% a las 72 horas.

La dosis 0.5g/ml fue mejor para chocho seguido por quinua (77%), hierba luisa (66%) en
cambio papaya y neem presentaron bajos porcentajes de mortalidad (10 y 3%). La dosis
0.25g/ml a diferencia del extracto de chocho, también los demas extractos de quinua, hierba
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luisa, papaya y neem alcanzaron promedios de 52, 43, 5y 2%. Por ultimo, la dosis 0.05g/ml
obtuvo porcentajes de 33, 5, 1y 0.76% para quinua, hierba luisa, neem y papaya.

Es importante mencionar que los mejores extractos fueron chocho y quinua quizé esto se
debid a la mayor concentracion de compuestos por la forma que se extrajo los extractos; sin
embargo, el extracto de hierba luisa es mejor debido a la eficiencia obtenida y sobre todo la
forma de extraccion es mediante maceracion y filtracion, procedimiento que puede ser
replicado por los agricultores, ademas es una planta que es parte de los sistemas de
produccidn dentro de la region andina.

4.1.1 Extracto de neem (Azadiractina indica A.Juss)

En la Figura 26 se muestra el porcentaje de mortalidad corregida de juveniles J2 frente al
tiempo de exposicion con el extracto de neem. Se observa un comportamiento sigmoidal de la
mortalidad con el extracto a través del tiempo que fue mas notorio con las dosis de 1.25 y
2.50 g/ml y cuya pendiente empez0 a observarse a partir de las 6 horas después de la
aplicacion (DDA).

Figura5
Porcentaje de mortalidad de M.incognita con el extracto de neem.
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Tiempo

Se alcanza una mortalidad del 100% a las 72 horas después de la aplicacion del extracto con
la dosis mas alta (2.50 g/ml), mientras que con las otras dosis no alcanza el 50% de
mortalidad durante todo el experimento. Las mortalidades promedio obtenidas con la dosis
méaxima fueron 62.25%, 95.75% y 100% a las 24, 48 y 72 horas DDA respectivamente.
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Los resultados de la mortalidad (100%) de juveniles a las 72 horas con una dosis de 2.5 g/ml
del extracto de neem, pudieron deberse a la concentracion de compuestos que existen en las
hojas, ya que en estudios realizados por Akpheokhai et al. (2012) se indica el efecto que
tienen los extractos realizados con hojas de Azadirachta indica (neem) a una dosis de 50 000
mg/kg alcanzaron una mortalidad entre 93 y 94% de los juveniles de M. incognita al décimo
dia de exposicion.

De igual forma los resultados alcanzados en la mortalidad de juveniles a las 48 horas a una
dosis de 2.5 g/ml es alrededor del 95% (Anexo 4); esto concuerda con Moosavi (2012) que
sefiala que a partir de este tiempo se consiguen tasas altas de mortalidad (58%) con extractos
de hojas de neem a una concentracion de 1 g de hojas/10 ml de agua destilada, por otra parte,
es necesario sefialar que la toxicidad de los extractos aumenta en la medida en que existe una
mayor concentracion y tiempo de exposicion (Akpheokhai et al., 2012).

La mortalidad (62.25%) alcanzada a las 24 horas con el extracto de neem con la dosis 2.5g/ml
fue corroborada por parte de Ochoa et al. (2019) los cuales sefialan que la azadiractina (el
compuesto principal del neem) tuvo efecto en juveniles de M. incognita alcanzando una
mortalidad del 54.5% con una concentracion de 12000 ppm a las 24 horas de exposicion.

También Ferraz y Freitas (2008) mencionan que el efecto nematicida que tiene el neem se
debe a la presencia de compuestos que se encuentran en las diferentes partes de la planta
como son: azadiractina, nimbina, salanina y nimbidina.

La azadiractina es un triterpeno que tiene efectos positivos en la agricultura sobre insectos
patdgenos. Este compuesto inhibe la sintesis y liberacion de hormonas también provoca la
muda incompleta en insectos inmaduros y en hembras provoca la esterilidad (Perez, 2012).

Barros et al. (2014) muestran la importancia del uso de compuestos organicos volatiles (COV)
en la agricultura para tener un efecto nematicida mediante biofumigaciéon del suelo con
extractos de neem. Los mismos autores sefialan que los COV afectan la movilidad,
patogenicidad y reproduccion de M. incognita, ademas estos compuestos pueden retenerse en
el agua y volverse toxica para los nematodos.

4.1.2 Extracto de chocho (Lupinus mutabilis Sweet)

Cuando se realiza el andlisis de los resultados obtenidos al emplear el extracto de chocho,
podemos indicar que el mismo muestra alta eficiencia en el porcentaje de mortalidad de
juveniles J2 con las dosis 0.25, 0.50, 1.25 y 2.5 g/ml de extracto de chocho (Figura 27).
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Figura 6
Porcentaje de mortalidad de M.incognita con el extracto de chocho.
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Las dosis 2.5 y 1.25g/ml a las 24 horas alcanzan una mortalidad del 100% de juveniles; sin
embargo, la dosis mas baja (0.05g/ml) no tiene efecto durante este tiempo, esta dosis empieza
a presentar mortalidad de M. incognita a partir de las 6 horas, llegando a tener un porcentaje
de 14.72% de mortalidad a las 72 horas de exposicion.

La tercera dosis 0.50g/ml también present6 eficiencia en el porcentaje de mortalidad de
nematodos a las 24 horas con una mortalidad del 95% y a las 48 horas se obtuvo la mortalidad
total de los juveniles. De igual manera la dosis 0.25g/ml obtuvo efecto positivo en la muerte
del 100% de nematodos a las 72 horas.

La tasa alta de mortalidad (100%) alcanzada en la evaluacién con el extracto también se debe
al contenido de alcaloides que fue de 3.78% (Tabla 5); Villacrés et al. (2005) sefialan que en
ensayos in vitro realizados con extracto de chocho con el 2% de contenido totales de
alcaloides presentaron propiedades nematicidas sobre larvas de M. incognita alcanzando una
mortalidad del 93% respectivamente.

El efecto conseguido por el extracto de chocho se debe a la presencia de alcaloides que
contienen las semillas, asi autores como Jacobsen y Mujica (2006) mencionan que de los
alcaloides identificados, la lupanina es el mayor componente, seguido por la esparteina,
lupanidina, que son utilizados para controlar parasitos intestinales en animales domésticos, de
igual manera el agua de coccion del chocho es empleada por los agricultores como laxante en
animales y biocida para reducir las plagas presentes en las plantas.
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4.1.3 Extracto de quinua (Chenopodium quinoa Willd)

En la Figura 28 se observa que varia la tasa de mortalidad del extracto de quinua en las
diferentes dosis durante diferentes tiempos, pero podemos recalcar que la dosis con mayor
eficacia (100%) fue de 2.5y 1.25 g/ml dentro de las 72 horas.

Figura7
Porcentaje de mortalidad de M.incognita con el extracto de quinua.
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Las dosis mas altas (2.5 y 1.25 g/ml) presentaron una mortalidad total de nematodos a las 48
horas de exposicion. Las dosis bajas (0.50, 0.25 y 0.05 g/ml) a las 72 horas presentaron un
porcentaje de 77, 52 y 33% respectivamente.

El extracto de quinua fue el segundo extracto con alta eficiencia en la mortalidad de
nematodos debido al contenido de saponinas (2.74%); estos compuestos estan presentes en la
planta de quinua que sirve como defensa ante el ataque de patdgenos; debido a este efecto se
ha utilizado las saponinas en el control fingico de Fuxarium oxisporum ya que estas inhiben
la lisis celular y provocan la muerte del hongo (lIto et al., 2007).

El extracto de quinua (saponinas) alcanzo la mortalidad de nematodos a partir de las 48 horas
con dosis de 2.5y 1.25 g/ml llegando al 100% de juveniles muertos a las 72 horas (Anexo 4);
por lo que Nuafez (2017) sefiala que al utilizar residuos de lavado de quinua (Chenopodium
quinoa Willd) a una concentracion del 100% obtuvo una tasa de mortalidad de nematodos de
Globodera pallida del 94.44% en un tiempo de exposicion de 240 minutos, a manera como se
reduce la concentracion del bionematicida también reduce la mortalidad. Estas
concentraciones las replicé en campo en cultivo de papa (Solanum tuberosum L), la cual se
evidenci6 una reduccion significativa de la poblacion a 2 nematodos/100 g de suelo al realizar
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tres aplicaciones de los residuos a la siembra, rascadillo y aporque a diferencia del testigo que
incremento la poblacion.

De igual manera Elbadri et al. (2008) indican que la toxicidad en nematodos aumenta a
medida como el tiempo avanza en la exposicidn de juveniles con extractos de hojas y semillas
de Chenopodium album L. Bosc ex Moq los resultados alcanzan altas tasas de mortalidad del
96% a partir de las 72 horas utilizando concentraciones de 500 ppm en laboratorio.

4.1.4 Extracto de papaya (Carica papaya Linneo)

La Figura 29 indica como el extracto de papaya empieza a mostrar resultados eficaces al
aplicar las dosis a partir de las 24 horas, llegando a un 100% de mortalidad a las 72 horas con
2.5 g/ml. Mientras que 1.25 g/ml alcanza una media de 76.89 a las 72 horas las demas dosis
presentan bajos resultados de mortalidad durante los tiempos establecidos en la presente
investigacion.

Figura 8
Porcentaje de mortalidad de M.incognita con el extracto de papaya.
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El extracto de papaya alcanz6 la mortalidad total (100%) de juveniles a las 72 horas; sin
embargo a las 24 horas de exposicion alcanzé una media de 81.85% (Anexo 3). La dosis mas
alta (2.5g/ml) este resultado es casi similar al obtenido por Gémes et al. (2020) los cuales
alcanzaron una mortalidad cerca del 80% en juveniles a las 12 horas de exposicién con
extracto de semillas de papaya a una dosis de 500 mg/L. También la aplicaciéon de semillas
maceradas de papaya en biofumigacion del suelo alcanz6 en un 100% en la reduccion de
agallas y huevos de M. incognita en plantas de tomate utilizando una dosis de 4 g/100 ml.

Nagesh et al. (2002) sefialan que las semillas de papaya tienen compuestos como el bencil-
isotiocianato (BIT) siendo el principal constituyente, el cual ha tenido efecto nematicida en el
control y reduccion de nematodos (M. incognita) a las 24 horas con dosis de 25 ppm. Este
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constituyente es una sustancia bioactiva presente especialmente en las semillas de papaya y
tiene aplicaciones en el control de patdgenos (Barroso et al., 2016).

Gomes et al. (2020) investigaron sobre la biofumigacion del suelo con semillas de papaya
macerada (49/100ml) y el efecto de los compuestos organicos volatiles COV que poseen las
semillas. Los resultados muestran la reduccion de agallas y numeros de huevos de M.
incognita en un 100% en raices de tomate, también los COV mataron el 80% de juveniles
después de horas de exposicion. Los COV de papaya tienen un enfoque sostenible en el
control de nematodos como el acetato de vinilo, fenilacetaldehido y bencilacetonitrilo que
causan mortalidad, reducen la infectividad y la reproduccién de nematodos sustituyendo a
nematicidas quimicos.

4.1.5 Extracto de hierba luisa (Cymbopogon citratus Spreng)

En la Figura 30 se observa como el extracto de hierba luisa a una dosis de 2.5g/ml alcanza una
tasa de mortalidad del 100% a las 72 horas de exposicion. Este extracto empieza a mostrar
tasas de mortalidad a partir de las 24 horas con las dosis 1.25, 0.50, 0.25 y 0.05g/ml; aunque
estas no alcanzan en su totalidad del 100% de mortalidad de juveniles J2.

Figura 9
Porcentaje de mortalidad de M.incognita con el extracto de hierba luisa.
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El efecto nematicida (mortalidad 100%) en juveniles obtenido con el extracto de hierba luisa
fue a las 72 horas con dosis de 2.5g/ml, cabe mencionar que a las 24 horas ya habia alcanzado
un promedio de 81.93 en la muerte de nematodos. Fabiyi et al. (2018) argumentan que la
mortalidad se incrementa de acuerdo al tiempo. Estos autores alcanzaron una mortalidad del
36% en el primer dia de exposicion y llegaron al cuarto dia con mas del 50% de juveniles
muertos con dosis de 90mg/ml. Estos resultados de mortalidad (51%) son similares a los
obtenidos a las 48 horas con la dosis de 0.50g/ml de extracto.
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Bakr (2018) utiliz6 extracto de hierba luisa a una concentracion del 1% en el cultivo de
tomate rifdn (Solanum lycopersicum Linneo) para ver el efecto nematicida y obtuvo
resultados significantes en la reduccion de agallas (83%) en las raices, en nimero huevos
(77%) y el numero total de juveniles presentes en 250 g de suelo fue de 135 J2 de 3000
nematodos inoculados de Meloidogyne javanica.

Dutta et al. (2014) y Ganjewala (2008) sefialan que la efectividad del extracto de hierba luisa
se debe a la presencia de monoterpenos en la planta como son: citral, citronelal, linalol,
geraniol, aldehidos, entre otros.

En estudios realizados por Ortega et al. (2016) mencionan que el geraniol y neral compuestos
de hierba luisa inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas in vitro como también en campo
en hojas de espinaca y lechuga; estos terpenos dafian la membrana celular e interrumpen los
mecanismos celulares la multiplicacion y difusion celular.

Los aldehidos, cetonas, fenoles y alcoholes al ser expuestos frente a patdgenos provocan
citotoxicidad es decir deterioran las membranas celulares y los drganos, estos compuestos
actGan como prooxidantes sobre proteinas y el ADN y también producen especies reactivas de
oxigeno que paralizan la vacuolizacion interna de los nematodos (Ntalli et al., 2010 y Aissani
et al., 2018). Los aldehidos aromaticos aparte de causar toxicidad a los nematodos también
ocasionan lesiones en la cuticula externa del patdégeno (Caboni et al., 2013).

La biodesinfeccion del suelo a base de extractos vegetales es una estrategia agroecoldgica que
ayuda a la liberacion de los compuestos toxicos volatiles teniendo efecto en el control de
patdgenos, nematodos, etc. Esta practica se debe realizar para recuperar la fertilidad en suelos
desgastados y desinfectar el suelo antes de realizar la implementacion de un cultivo (Porcuna,
2013).

4.2 Determinacion de la dosis letal media para cada extracto a las 48 y 72 horas.

La Tabla 12, indica DL50 necesaria para alcanzar la mortalidad del 50% de nematodos
expuestos a extractos vegetales. El extracto de chocho fue el mejor seguido por quinua, hierba
luisa, papaya y neem.

Tabla 12
Dosis letal media de los extractos a las 48 y 72 horas en la mortalidad de los juveniles de M.
incognita.
Extracto Tiempo (horas)  Dosis (g/ml)
Chocho 48 0.0891

72 0.0557
Quinua 48 0.393

72 0.134
Hierba luisa 48 0.623

72 0.311
Papaya 48 1.05

72 0.833
Neem 48 1.46

72 1.29
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Se necesita una mayor cantidad de dosis de extractos a las 48 horas para tener el mismo efecto
en la mortalidad del 50% de la poblacién que a las72 horas pero utilizando menor cantidad de
extractos.

La exposicién de los nematodos frente al tiempo es importante ya que se puede conseguir el
mismo efecto utilizando menos dosis con una diferencia de 24 horas.

Los nematodos al ser animales microscopicos pueden ser disminuidos al menos en un 50% de
su poblacién mediante el uso de una DL50 de extracto de chocho (alcaloides). Este método
también ha sido empleado en especies bioindicadoras de Salmo gairdneri con el uso de
extracto de chocho a 589.54 ppm (DL50) en los cuales se observaron efectos en todas las
edades de las truchas como irritacion de la mucosas, problemas del sistema respiratorio,
paralisis y finalmente la muerte (Jarrin, 2003).

En otras investigaciones realizadas por Afiamuro (2016) determind la Concentracion Letal
Media (CL50) de alcaloides (lupanina) extraidos del extracto de semillas de Lupinus mutabilis
en el control de larvas de Thrips tabaci, encontrandose que se necesita 19.57 ppm para
alcanzar un 50% de mortalidad.

Es importante mencionar este apartado sobre la comparaciones entre los factores. Cabe
mencionar que los resultados obtenidos en la Tabla 13 muestra eficencia de los extractos y las
dosis a las 72 horas de evaluacion.

Las dosis y el tiempo de exposicion muestran cuando se tiene un efecto nematicida con cierta
concentracion de compuestos y verificar la mortalidad de patégenos. La dosis 2.5 g/ml en
todos los extractos mataron a los juveniles a la 72 horas de evaluacion.,

A las 72 horas de exposicion se definid que el extracto que mejores resultados presento fue el
extracto de chocho seguido por quinua, hierba luisa, papaya y neem. Los resultados del
extracto de chocho y quinua se debe a la concentracién de alcaloides y saponinas. El extracto
de hierba luisa contienen terpenos que son toxicos en juveniles.

El extracto de chocho con las dosis 2.5, 1.25, 0.50 y 0.25 g/ml alcanzaron altas tasas de
mortalidad del 100% a las 72 horas. El extracto de quinua y hierba luisa con dosis de 2.5y
1.25 g/ml alcanzaron una letalidad en nematodos al término de las 72 horas. También el
extracto de neem y papaya con 2.5 g/ml alcanzaron la muerte total de J2 a las 72 horas de
exposicion. La dosis 0.50 g/ml en quinua y hierba luisa obtuvieron mas de 65% en tasas de
mortalidad.

La dosis de 0.25 en quinua alcanzé el 52% de mortalidad, en el extracto de hierba luisa un
43% vy el extracto de papaya y neem alcanzaron tasas bajas cerca del 6%. el resultado de la
dosis 0.05 g/ml en quinua fue mejor (33%) seguido por chocho (14%) los demas tratamientos
presentaron resultados menores al 5%.

En esta tabla no consta el testigo absoluto que fue el agua destilada, ya que no fue
considerado un trtamiento en la investigacion. Este fue utilizado para tener datos e incluir en
la férmula de Abbott. Pero es necesario mencionar que el agua destilada no tenia ningun
tratamiento por tal motivo la mortalidad de los juveniles fue menor a 10 J2 a diferencia de los
demas tratamientos que si alcanzaron mortalidad.
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Tabla 13
Eficiencia de los extractos a las 72 horas en la mortalidad de los juveniles de M. incognita.

Extracto  Dosis Medias E. Rango

(g/ml) E
Chocho 25 100.00 0.00 A
Chocho 1.25 100.00 0.00 A
Neem 25 100.00 0.00 A
Chocho 0.5 100.00 0.00 A
H. luisa 25 100.00 0.00 A
Chocho 0.25 100.00 0.00 A
Papaya 25 100.00 0.00 A
Quinua 25 100.00 0.00 A
Quinua 1.25 100.00 0.00 A
H. luisa 1.25 85.77 1.46 AB
Quinua 0.5 7792 173 ABC
Papaya 1.25 76.89 0.94 ABC
H. luisa 0.5 66.38 0.86 ABCD
Quinua 0.25 5238 0.97 BCDE
H. luisa 0.25 4397 0.96 BCDEF
Neem 1.25 35.77 4.70 BCDEFG
Quinua 0.05 33.33 251 BCDEFG
Chocho 0.05 1472 176 BCDEFG
Papaya 0.5 1092 157 BCDEFG
Papaya 0.25 5.46 0.66 CDEFG
H. luisa 0.05 517 0.96 DEFG
Neem 0.5 3.25 0.50 EFG
Neem 0.25 2.03 0.76 FG
Neem 0.05 1.22 0.50 FG
Papaya 0.05 0.76 0.31 G

Esta evaluacion de los extractos vegetales permitié conocer que al término de las 72 horas es
suficiente para alcanzar una mortalidad significante en nematodos fitoparasitos con dosis de
2.5, 1.25 y 0.50 g/ml. Estos resultados ayudarian a considerar una opcién para disminuir la
poblacion de juveniles que ocasionan dafios en las raices de cultivos.

El tiempo de evaluacion es un factor primordial ya que se puede conocer como el efecto
nematicida de los extractos se va incrementado en patogenos.

La reduccidon de los nematodos agalladores con estrategias innovadoras como el uso de
extractos vegetales a corto plazo (72 horas) ayudan a evitar el uso de nematicidas quimicos en
suelos agricolas. Estas estrategias contribuyen a mantener un suelo libre de metales pesados y
rico en microorganismos benéficos, también reduce los costos de produccion y sera un
beneficio a largo plazo para los agricultores.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La evaluacion in vitro determind que los extractos vegetales de chocho (Lupinus mutabilis
Sweet), quinua (Chenopodium quinoa Willd)), hierba luisa (Cymbopogon citratus Spreng),
papaya (Carica papaya Linneo) y neem (Azadiractina indica A. Juss) alcanzaron tasas
significantes en la mortalidad (100%) de nematodos, con los resultados obtenidos se
considera el uso de nematicidas botanicos como una alternativa en la produccion agricola para
la reduccion de nematodos fitoparasitos.

El extracto de chocho alcanzé resultados positivos a las 72 horas de evaluacion en la muerte
total de nematodos con las dosis 2.5, 1.25, 0.50 y 0.25 g/ml esto se debe a la presencia de
alcaloides en el extracto; estos compuestos toxicos se encuentra las semillas de chocho y
forman parte de la defensa vegetal contra patdgenos, insectos y animales. Estos alcaloides
inhiben actividades fundamentales como la sintesis de proteinas y sistema nervioso central las
cuales resultan fatales para estos microorganismos.

Las tasas de mortalidad se incrementan de acuerdo al tiempo de exposicion y la cantidad de
g/ml de extracto que a mayor dosis se obtuvo mayor letalidad. De igual manera es importante
la concentracion de compuestos de las diferentes partes de las plantas, la forma de extraccion
y adquisicion de las plantas como es el caso de hierba luisa, quinua, chocho cultivos que
forman parte de los sistemas productivos locales.

Las dosis con la cual se alcanzé la muerte total de los 50 juveniles evaluados fue de 2.5g/ml
en todos los extractos, sin embargo, este efecto se evidencié a las 72 horas de evaluacion. Esto
se debe a que con mayor dosis hay mayor concentracion de compuestos en los extractos, y
también al tiempo de exposicion.

La dosis 1.25g/ml también tiene efectos positivos en la mortalidad alcanzando porcentajes
altos del 100% en chocho y quinua, seguido de hierba luisa 85%, papaya, 76% Yy por Gltimo
de neem 35% . Una tercera dosis que se aproxima en alcanzar buenos resultados es de 0.5g/ml
con los extractos quinua y hierba luisa; sin embargo con chocho esta misma dosis lleg6 al
100% de mortalidad.

La DI50 fue para el extracto de chocho, seguido por quinua y hierba luisa en los cuales se
necesita una minima dosis g/ml para alcanzar la letalidad del 50% de la poblacion de
nematodos que ocasionan dafios en los cultivos de importancia econémica en el pais.

5.2 Recomendaciones
Evaluar los extractos vegetales con diferentes partes de las plantas para conocer con qué parte
de la planta puede alcanzar tasas mas altas de mortalidad en juveniles.

Realizar estudios a nivel de invernadero y campo en plantas con las dosis mas altas (2.5 y
1.25 g/ml) y también utilizando las DL50 (dosis letal media) de cada extracto y validar el
efecto nematicida que estas concentraciones producen en las plantas.
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Desarrollar ensayos con las dosis y extractos evaluados en cultivos de pimiento (Capsicum
annuum L.) y tomate rifidén (Lycopersicum esculentum M.) para verificar el indice de agallas,
nimero de huevos y la presencia de juveniles J2 en el suelo, ya que en la actualidad son
cultivos con mayor demanda y los agricultores han optado su produccién por ser cultivos de
ciclo corto.

Realizar aplicaciones en iguales concentraciones de ingrediente activo de extractos vegetales
y verificar la eficiencia en nematodos fitoparéasitos.

El futuro del uso de extractos vegetales es brillante en la produccion agricola para combatir

las plagas que causan pérdidas en los cultivos, ya que se necesita dosis bajas de estos
compuestos para ser toxico en nematodos agalladores.
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GLOSARIO

ANEXOS

Anexo 1

Eficiencia de los extractos a las 3 horas en la mortalidad de los juveniles de M. incognita

Extracto  Dosis Medias E.E Rango

(g/ml)
Chocho 2.5 1440 0.75 A
Chocho 1.25 9.20 049 AB
Chocho 0.5 720 049 AB
Chocho 0.25 560 0.40 ABCD
Papaya 2.5 400 0.38 ABCD
Quinua 2.5 240 0.38 ABCD
Papaya 0.5 240 0.38 ABCD
Papaya 1.25 240 0.38 ABCD
Neem 2.5 2.40 0.38 ABCD
Chocho 0.05 1.60 0.38 BCDE
Quinua 1.25 120 0.38 CDE
H. luisa 2.5 120 0.49 CDE
Neem 1.25 0.80 0.38 DE

H. luisa 0.5 0.00 0.00 E
H. luisa 0.25 0.00 0.00 E
H. luisa 0.05 0.00 0.00 E
H. luisa 1.25 0.00 0.00 E
Papaya 0.25 0.00 0.00 E
Quinua 0.05 0.00 0.00 E
Quinua 0.25 0.00 0.00 E
Quinua 0.5 0.00 0.00 E
Neem 0.05 0.00 0.00 E
Neem 0.25 0.00 0.00 E
Neem 0.5 0.00 0.00 E

E

Papaya 0.05 0.00 0.00




Anexo 2

Eficiencia de los extractos a las 6 horas en la mortalidad de los juveniles de M. incognita.

Extracto  Dosis Medias E.E  Rango

(g/ml)
Chocho 2.5 46.80 1.02 A
Chocho 1.25 40.00 0.63 AB
Chocho 0.5 35.60 1.33 ABC
Chocho 0.25 1440 0.75 ABCD
Papaya 2.5 7.60 0.40 ABCD
Quinua 25 5.20 0.52 ABCD
Papaya 1.25 4.80 0.80 ABCDE
Neem 2.5 480 0.80 ABCDE
Neem 1.25 3.20 049 BCDE
Quinua 1.25 3.20 049 BCDE
H. luisa 25 280 049 BCDE
Papaya 0.5 2.40 0.40 CDEF
Chocho 0.05 2.00 0.00 DEF
H. luisa 1.25 0.80 0.52 EF
Papaya 0.25 0.80 0.52 EF
H. luisa 0.05 0.00 0.00 F
H. luisa 0.25 0.00 0.00 F
H. luisa 0.5 0.00 0.00 F
Quinua 0.05 0.00 0.00 F
Quinua 0.25 0.00 0.00 F
Quinua 0.05 0.00 0.00 F
Papaya 0.05 0.00 0.00 F
Neem 0.05 0.00 0.00 F
Neem 0.25 0.00 0.00 F
Neem 0.5 0.00 0.00 F

Anexo 3

Eficiencia de los extractos a las 24 horas en la mortalidad de los juveniles de M. incognita.

Extracto Dosis Medias E. Rango
g/ml E

Chocho 25 100.00 0.00 A
Chocho 1.25 100.00 0.00 A
Chocho 0.5 96.38 0.75 AB
Chocho 0.25 9157 0.75 ABC
H. luisa 2.5 81.93 190 ABCD
Papaya 25 81.85 1.10 ABCD




Neem 25 62.25 2.80 ABCDE

H. luisa 1.25 61.04 1.36 ABCDE
Papaya 1.25 45.16 0.75 ABCDEF
Quinua 2.5 4160 0.75 ABCDEFG
Quinua 1.25 23.60 040 BCDEFGH
Neem 1.25 20.08 4.04 CDEFGH
H. luisa 0.5 11.65 0.90 DEFGH
Chocho 0.05 10.04 161 DEFGHI
H.luisa  0.25 8.03 0.75 EFGHI
Quinua 0.5 520 0.49 EFGHIJ
H.luisa  0.05 522 0.75 FGHIJ
Quinua 0.25 3.20 0.49 GHIJ
Papaya 0.5 242 049 HIJ
Papaya 0.25 2.42 0.49 HIJ
Papaya 0.05 2.02 049 HIJ
Neem 0.25 0.64 0.39 N
Quinua 0.05 0.00 0.00 J
Neem 0.5 0.00 0.00 J
Neem 0.05 0.00 0.00 J
Anexo 4

Eficiencia de los extractos a las 48 horas en la mortalidad de los juveniles de M. incognita.

Extracto  Dosis Medias E. Rango
(g/ml) E

Chocho 2.5 100.00 0.00 A
Chocho 1.25 100.00 0.00 A
Chocho 0.5 100.00 0.00 A
Quinua 25 100.00 0.00 A
Quinua 1.25 100.00 0.00 A
Chocho 025 97.10 051 AB
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Neem 2.5 9597 0.90 AB

Papaya 2.5 9383 1.13 AB

H. luisa 25 92.18 120 ABC

H. luisa 1.25 68.31 1.23 ABC
Papaya 1.25 64.20 140 ABCD

H. luisa 0.5 5144 123 BCD
Quinua 0.5 4587 1.65 BCDE
Neem 1.25 28.23 4.80 BCDEF
Quinua 0.25 2355 1.13 BCDEF
Chocho 0.05 11.62 2.33 CDEFG
H. luisa 0.25 10.29 0.50 CDEFG
Quinua 0.05 10.33 1.05 CDEFG
Papaya 0.5 576 0.77 DEFG
H. luisa 0.05 494 1.20 DEFG
Papaya 0.25 2.05 0.50 EFG
Papaya 0.05 140 0.53 FG
Neem 0.5 1.13 0.59 FG
Neem 0.25 0.48 0.30 G
Neem 0.05 024 0.24 G
Anexo 5

Eficiencia de los extractos a las 72 horas en la mortalidad de los juveniles de M. incognita.

Extracto  Dosis Medias E. Rango

(g/ml) E
Chocho 25 100.00 0.00 A
Chocho 1.25 100.00 0.00 A
Neem 25 100.00 0.00 A
Chocho 0.5 100.00 0.00 A
H. luisa 25 100.00 0.00 A




Chocho 0.25 100.00 0.00 A

Papaya 25 100.00 0.00 A

Quinua 25 100.00 0.00 A

Quinua 1.25 100.00 0.00 A

H. luisa 1.25 85.77 146 AB

Quinua 0.5 7792 173 ABC
Papaya 1.25 76.89 0.94 ABC

H. luisa 0.5 66.38 0.86 ABCD
Quinua 0.25 52.38 0.97 BCDE

H. luisa 0.25 4397 0.96 BCDEF
Neem 1.25 35.77 4.70 BCDEFG
Quinua 0.05 33.33 251 BCDEFG
Chocho 0.05 1472 176 BCDEFG
Papaya 0.5 1092 157 BCDEFG
Papaya 0.25 5.46 0.66 CDEFG
H. luisa 0.05 517 0.96 DEFG
Neem 0.5 3.25 0.50 EFG
Neem 0.25 2.03 0.76 FG
Neem 0.05 1.22 0.50 FG
Papaya 0.05 0.76 0.31 G
Anexo 6

Dosis letal media del extracto de neem a las 48 y 72 horas.

p Dosis Chi_square H Tiempo

1 50 1.46 158806 6905 48 horas
2 50 1.29 9868 429 72 horas
Anexo 7

Dosis letal media del extracto de chocho a las 48 'y 72 horas.

p Dosis  Chi_square H Tiempo

1 50 0.0891 14.2 1 48 horas
2 50 0.0557 4.93 1 72 horas
Anexo 8

Dosis letal media del extracto de quinua a las 48 'y 72 horas.

p Dosis  Chi_square H Tiempo

1 50 0.393 312 13.6 48 horas
2 50 0.134 147 6.41 72 horas
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Anexo 9

Dosis letal media del extracto de papaya a las 48 y 72 horas.

p Dosis  Chi_square H Tiempo

1 50 1.05 1038 45.1 48 horas
2 50 0.833 372 16.2 72 horas
Anexo 10

Dosis letal media del extracto de hierba luisa las 48 y 72 horas.

p Dosis  Chi_square H Tiempo

1 50 0.623 101 4.40 48 horas
2 50 0.311 40.8 1.77 72 horas
Anexo 11

Dosis letal media del extracto de neem del extracto de neem, ¢ y d) extracto de chocho, e y f)

extracto de quinua, g y h) extracto de papaya, i y j) extracto de hierba luisa.

1.00-

' 100- .
=075 75 ]
3 EU.?,
2 2
@ ]
T I~
£ £
5040 0 050-
C =
n (7]
Q Q
£ £
(1] ()
: E '
=12 =025+ !
' !
- ¢ ! ¥ 000-
10 05 0 10 05 00
log10(dosis) Ing10{dosis)
100 100
[}
ED.?E- E\U‘?f
2 3
@ d
T I~
Q Q
L L
Q 4]
218 20%
Q 4]
7] 0
[*] [+]
t £
[ [
J J
£ Eux
02
L]
c ] d
. 000-
- | | ‘ . .
10 05 0 10 05 Ol
log!0(dosis) log10{dosis)

68



10-

100+

oo =3 e

(lejoyz.enUINbSORENLY

e = o
— b= =
=1 =1

n_muoumm.vmjr__ﬂjwumotmjrr&

02-

0.00-

-10

10

logt0(dosis)

og10{dosis)

100+

100~

n_wu.Dumththmnmotmj

e =
= 5
=

e =
— e
=

ray
&

=

Lo

)
=3

]

n_muoumm.vmhmﬂn_mnmotmjrﬂrﬂ_

0.00-

0.00-

-0

Iog10{dosis)

log10(dosis)

100~

100~

e = r
— i e
=

(jej03/z LEQISIUSOHaNL)

) = )
— b= =
=

“lerewspealeiysonsnu)

0.00-

05
Iog10{dosis)

Iog10{dosis)

69



70



