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RESUMEN

Se cuantifico la cantidad de isotiocianatos presentes en extractos vegetales alcoholicos
y acuosos de Mashua (Tropaeolum tuberosum), Mostaza (Raphanus raphanistrum L.)
y Mastuerzo (Tropaeolum majus). Los solventes utilizados para su extraccion fueron
etanol al 96% Yy agua destilada. El analisis estadistico utilizado fue un disefio factorial
AXB. El extracto hidroalcoh6lico de Raphanus raphanistrum L. obtuvo la mayor
concentracion de isotiocianato (535,410 ug/ml) y porcentaje de rendimiento (30,67%).
Luego se evalud su capacidad nematicida in vitro frente a nematodos del género
Meloidogyne en el estadio J2 a diferentes concentraciones (100, 50, 75, 50, 25, 15, 10,
y 5%v/v), un testigo absoluto (agua destilada) y un testigo quimico (Metam sodio
1ul/1L de agua destilada) por 48 horas. La concentracién con mayor efecto y menor
tiempo fue la del 100% que redujo la poblacién en 93,33+2,89% en las dos primeras
horas de exposicion y el 100% de mortalidad a las cuatro horas. La evaluacién del
dafio provocado en los nematodos se realizd mediante microscopia Optica,
observandose los dafios internos (abultamientos de coloracién negra) y externos
(desprendimiento de su epidermis). Los resultados obtenidos de este experimento
fueron satisfactorios, demuestran que existen nuevas alternativas para la creacion de
nematicidas de origen organico que no producen dafios al ambiente y tiene el mismo

efecto que un nematicida de origen sintético.

Palabras clave: Isotiocianatos, extractos vegetales, Meloidogyne J2, nematicida, in

vitro
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ABSTRACT

The amount of isothiocyanates present in alcoholic and aqueous plant extracts of
Mashua (Tropaeolum tuberosum), Mustard (Raphanus raphanistrum L.) and
Mastuerzo (Tropaeolum majus) was quantified. The solvents used for extraction were
96% ethanol and distilled water. The statistical analysis used was an AXB factorial
design. The hydroalcoholic extract of Raphanus raphanistrum L. obtained the highest
concentration of isothiocyanate (535,410 ug / ml) and percentage yield (30.67%).
Same as its in vitro nematicide capacity was assessed against nematodes of the genus
Meloidogyne at stage J2 at different concentrations (100, 50, 75, 50, 25, 15, 10, and
5% v / v), an absolute control (water distilled) and a chemical control (Metam sodium
1ul /1L of distilled water) for 48 hours. The concentration with the greatest effect and
the shortest time was 100%, which reduced the population by 93.33 £ 2.89% in the
first two hours of exposure and 100% mortality at four hours. The assessment of the
damage caused to the nematodes was carried out by optical microscopy, observing the
internal damages (black-colored bulges) and external damages (detachment of its
epidermis). The results obtained in the experimentation were satisfactory,
demonstrating that there are new alternatives for the creation of nematicides of organic
origin that do not cause damage to the environment and have the same effect as a

nematicide of synthetic origin.

Keywords: Isothiocyanates, plant extracts, Meloidogyne J2, nematicide, in vitro

Xiii



INTRODUCCION

La agricultura es la principal fuente de economia de un pais. Proporciona alimentos,
materias primas y genera empleos en la poblacion. Las actividades agricolas producen
efectos positivos como la conservacion del suelo y una gestion sostenible de los
recursos naturales. Los cultivos producidos no estan exentos de plagas o
enfermedades. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos productos para combatirlos debe

ser responsable y amigable con el ambiente (Warwick, 2011).

Los nematodos son organismos fitoparasitos, estos producen dafios en las raices de las
plantas y causan alteraciones en su desarrollo. Las pérdidas en la produccion agricola
mundial ocasionada por nematodos son de 115.000 millones de délares anuales. Entre
los cultivos afectados se encuentran las hortalizas, leguminosas y frutales.
Meloidogyne es un nematodo abundante y perjudicial en la agricultura. En Ecuador, el
80% de la poblacion de este género se encuentra distribuido en las tres regiones. Los
agricultores controlan Meloidogyne con nematicidas y fumigantes. Sus costos son

elevados y a su vez toxicos para el ambiente (Cantufia, 2013).

En la agricultura organica se contrarresta las plagas (nematodos) con el uso de plantas,
que tienen efectos nematicidas, bactericidas, fungicidas entre otros. Sus compuestos
se extraen con diferentes solventes como agua y alcohol. Uno de los 6rdenes mas
utilizados es las Brassicales. En este orden se encuentran plantas como: Mashua
(Tropaeolum tuberosum), Mostaza (Raphanus raphanistrum L.) y Mastuerzo
(Tropaeolum majus). Estas especies contienen Isotiocianatos, compuesto principal
que provoca la muerte en los nematodos. Este, es producido por la hidrdlisis de los
glucosinolatos que se encuentran en abundancia en los 6rganos y semillas de las
plantas. El isotiocianato también es el compuesto principal de los nematicidas de
origen sintético. A diferencia de los nematicidas comerciales los extractos de plantas
no provocan dafos al ambiente, sus costos de produccién son bajos y el efecto en las
plagas es similar (Ramirez, Grijalva, Navarrete, & Guerrero, 2015). Esta
investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de extractos vegetales en la

reduccion de poblaciones del género Meloidogyne.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Tema de investigacion

“Evaluacion del contenido de Isotiocianatos de los extractos vegetales de Mashua
(Tropaeolum tuberosum), Mostaza (Raphanus raphanistrum L.) y Mastuerzo
(Tropaeolum majus) y su actividad nematicida in vitro para el control de

Meloidogyne.”

1.2 Justificacion

Los nematodos son invertebrados, con aspecto de gusano, causan enfermedades en
seres humanos y animales. Estos, se encuentran ampliamente distribuidos en gran
numero y en varios habitats, dependen del agua para su supervivencia (Armendariz,
Quifa, Rios, & Landazuri, 2015). En las plantas, el ataque de los nematodos
fitopatdgenos provoca dafios en las raices y en los 6rganos aéreos. Los sintomas del
ataque, en las raices son agallas, ramificaciones excesivas y pudriciones, los mismos
que afectan a la nutricion de las plantas y alteraciones de las funciones fisioldgicas de
las mismas (Cantufia, 2013). Los nematodos han provocado pérdidas de produccion
agricola mundial de aproximadamente 115.000 millones de dolares anuales. En el
Ecuador, se encuentran presentes en todas las regiones. Los cultivos con mayores

pérdidas economicas son las hortalizas, leguminosas y frutales.

Los nematicidas son productos quimicos utilizados para el control de nematodos,
protegen e incrementan el rendimiento y calidad de la cosecha (Llerena, 2010). En el
Ecuador, el uso de los nematicidas se incrementa constantemente, su costo es elevado,
requiere la utilizacion de equipos adecuados y provocan dafios al ambiente. El
componente principal de estos productos es el isotiocianato, el mismo que se encuentra
en las plantas del orden de las Brassicales, como la mashua, la mostaza y el mastuerzo.
El precursor de este compuesto son los glucosinolatos (GL's), inactivos contra los

microorganismos, que al ser hidrolizados dan origen a los isotiocianatos (ITC's).



Estos, son muy eficientes contra nematodos, bacterias, hongos e insectos. En Ecuador
las pérdidas por nematodos en el cultivo de tomate de arbol son de aproximadamente
un 90%. Los nematodos reducen la vida util de la planta hasta un 50% (tres afios a uno
y medio) (Ramirez, Grijalva, & Navarrete, 2015). Segun, estadisticas del Ministerio
de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP), el consumo del tomate de
arbol desde el afio 2012 se increment6 notablemente. El fruto forma parte de los

productos andinos mas utilizados en la alimentacién a nivel nacional.

Los extractos vegetales son utilizados en la agricultura ecologica, para contrarrestar
plagas y enfermedades, entre sus beneficios se destacan: la baja toxicidad para el suelo,
rapida biodegradacion, bajos costos y facil elaboracion que son ventajas con respecto
a los pesticidas sintéticos, y un factor importante de estudio (Browny Morra, 1997).

1.3 Objetivos

1.3.1. Objetivo General

o Evaluar el contenido de Isotiocianatos de los extractos vegetales de
Mashua (Tropaeolum tuberosum), Mostaza (Raphanus raphanistrum L.)
y Mastuerzo (Tropaeolum majus) y su actividad nematicida in vitro para

el control de Meloidogyne.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Cuantificar la concentracion de isotiocianatos en los extractos vegetales de
Mashua (Tropaeolum tuberosum), Mostaza (Raphanus raphanistrum L.)
y Mastuerzo (Tropaeolum majus).

e Evaluar el efecto nematicida del extracto vegetal con mayor concentracion
de isotiocianatos para el control de Meloidogyne.

e ldentificar los dafios ocasionados por el extracto vegetal con mayor

concentracion de isotiocianatos en Meloidogyne.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos

2.1.1. Nematodos

2.1.1.1. Generalidades

Los nematodos son organismos pluricelulares, son el grupo mas abundante de animales
en la tierra ocupan hébitats acuéticos como terrestres, no presentan segmentacion,
sistema circulatorio ni respiratorio. Estos, se mueven lentamente a través de los
espacios que se forman entre las particulas del suelo, aprovechan la humedad para
desplazarse mediante movimientos ondulantes. Todos tienen alguna forma de estilete
o0 arpén oral, que les permite perforar la pared de las células de la planta hospedera
para poder alimentarse. No todos los nematodos del suelo son dafiinos para la
agricultura, también existen nematodos que regulan los ciclos de nutrientes, como los
nematodos entomopatogenos que son agentes de control biolégico de plagas
(Peregrin, 2013).

Los nematodos fitoparasitos tienen un ciclo de vida similar de cuatro etapas o estadios
(J). Estos, ponen huevecillos que se incuban y se desarrollan en larvas, las mismas que
aumentan de tamafio hasta llegar a la etapa de diferenciacion en hembras y machos
adultos. En condiciones éptimas de temperatura, humedad y dependiendo de la planta
hospedante el ciclo dura de 3 a 4 semanas. En algunas especies de nematodos la
primera 0 segunda etapa no puede infectar a la planta. Sin embargo, Meloidogyne,
empieza a infectar en su segundo estadio (J2), el dafio que produce es de accion
mecanica directa, al perforar la pared celular y secretar saliva con enzimas. Estas,
producen abultamientos en las raices denominadas agallas, alteran la produccién de
auxinas (reguladores de crecimiento) y modifican el genoma (Hernandez-Ochandia
etal., 2012).



La planta infectada disminuye su productividad, desarrollo y muere, en el caso que no
reciba el tratamiento adecuado. También, queda expuesta al ataque de otros
microorganismos patdgenos como hongos, bacterias y virus que ingresan a través de
las heridas. En la etapa adulta los machos son vermiformes de 1, a 1,5 mm de largo
mientras que las hembras tienen forma de pera de 0,40 a 1,30 mm. Las hembras
depositan 500 huevos aproximadamente recubiertos por una cubierta gelatinosa
protectora que permite su incubacion inmediata o la conservacion del mismo por varios

meses incluso afios (Agrios, 2010; Hernandez-Ochandia et al., 2012).

2.1.1.2. Control de plaga

Los métodos de control utilizados para reducir las pérdidas por Meloidogyne, se basan
en el uso de nematicidas y fumigantes cuyo uso en exceso, resulta costoso, e implica
riesgos ambientales. Como afirma Cantuifia (2013) los efectos de los nematodos
fitoparasitos sobre los cultivos son subestimados por los agricultores. Los sintomas
suelen confundirse con desordenes nutricionales, estrés hidrico, problemas de
fertilidad del suelo, asi como con otras infecciones secundarias causadas por hongos y

bacterias, cuya entrada puede estar facilitada por un nematodo.

De acuerdo a, Peregrin (2013) el control de nematodos se realiza mediante el uso de
fumigantes quimicos, como el bromuro de metilo y el 1,3-dicloropropeno +
cloropicrina. Estos, a pesar de su efectividad para eliminar, son toxicos para el
ambiente y la biota, por estas razones estan prohibidos en varios paises. El objetivo
principal de los agricultores es mantener poblaciones bajo el umbral de dafio y
minimizar las pérdidas de sus cultivos. El control de las enfermedades causadas, por
Meloidogyne, es dificil debido al amplio rango de hospedadores, periodos cortos de
generacion y altas tasas de reproduccion. A finales del siglo XX Meloidogyne no era
tomado en consideracion debido a la disponibilidad de fumigantes de amplio espectro,
con la restriccion de estos surge mayor preocupacion ambiental y sanitaria. En este
contexto se han desarrollado investigaciones que buscan nuevas alternativas de

control, que no provoquen alteraciones ambientales.



Los nematicidas mas comunes usados en la actualidad son:

e 1’2-dibromo-3-cloropropano. (DBCP, Nemagdn, Nematan): Compuesto
granulado, utilizado con maquinas distribuidoras de abonos, puede
aplicarse pulverizando en el suelo con una solucion concentrada, o
mezclandolo con el agua de riego.

e Dicloropropano - dicloropropeno (D-D): Se inyecta el producto en la tierra
arada a una profundidad de 25 cm y de 38 — 40 cm entre cada surco debe
regarse el suelo ligeramente después de su aplicacion y no removerlo
durante tres semanas minimo, luego de seis semanas esta listo para
sembrar.

e Metil ditiocarbamato de sodio (VAPAM): para la aplicacién del producto
la tierra debe estar preparada, rompiendo los terrones y dejandola bien
suelta hasta la profundidad de 20 — 25 c¢cm, la dosis es de 500 litros por
hectarea.

e Cloropicrina: Regar la solucion con suficiente agua para mojar la superficie
deseada hasta una profundidad de 3-6 cm, puede ser sembrado a los 25 dias
de aplicacion.

e Dibromuro de etileno (1-2 Dibromoetano): es un fumigante de suelo
liquido, volatil generalmente diluido en disolventes hidrocarburados, y se
aplica a una profundidad de 15 a 20 cm.

(Gil, 2000)

2.1.1.3. Problemética

Los nematodos agalladores de raices son los mas abundantes en los cultivos agricolas
a nivel mundial. EI género Meloidogyne es considerado como uno de los mas
perjudiciales en la agricultura. Las pérdidas econdmicas anuales a nivel mundial son
de alrededor de 1.000 billones de délares. En Ecuador la densidad poblacional total de
este género es del 80% y se encuentran distribuido en las tres regiones costa, sierra 'y
oriente (0 - 2800 m.s.n.m). Estos, son hospederos en diversos cultivos de gran
importancia alimenticia y economica del pais (arveja, banano, cafe, fresa, haba,

lenteja, maiz, tomate de arbol, tomate rifién, entre otros) (Trivifio et al., 2004).



Los nematodos se encuentran entre los principales responsables en pérdidas de los
cultivos: provocan muerte en las raices por alteraciones en el sistema de conduccion
(disminuye el transporte de fluidos y nutrientes), reducen el crecimiento y rendimiento
de las plantas (Rodriguez, 2007). Los estudios realizados por: (Ramirez, Grijalva,
Navarrete, & Guerrero, 2015) dan a conocer que en Tungurahua existe una amplia
diversidad de géneros de nematodos. EI amplio rango de temperaturas y la diversidad
de climas de cada zona de produccion influyen en el aumento de esta plaga, infestan a
la mayoria de los cultivos, y dejan pérdidas econdmicas considerables para los

agricultores.

2.1.2. Extractos naturales con efecto nematicida

En la evolucion las plantas desarrollaron mecanismos naturales de proteccion contra
las plagas, la mano del hombre no fue necesaria para su cuidado. Estas, tienen la
capacidad de sintetizar metabolitos secundarios relacionados con los mecanismos de
defensa. A partir de las plantas se obtienen extractos, aceites esenciales, resinas y
polvos, para ello se utilizan disolventes que permiten conseguir compuestos de interés
(Hernandez, 2007). Segun, Talib & Mahasneh (2010) las platas son consideradas
principales fuentes de productos quimicos activos. De todas las especies de plantas del
planeta (250.000-500.000), solo el 10% se ha estudiado quimica y farmacol6gicamente
por su potencial y valor medicinal. Estudios han constatado que las plantas
desarrollaron mecanismos de defensa contra el ataque de nematodos, bacterias,
hongos, insectos y herbivoros o en la atraccién de polinizadores y dispersores de

semillas (Giancarlo, Ventura, Esparza, Dean, & Villar, 1996).

Los principales compuestos con efecto nematicida son los isotiocianatos, producidos
por la hidrolisis de los glucosinolatos por accion de la enzima mirosinasa. Los
glucosinolatos, se encuentran en las plantas del orden de las Brassicales. La extraccion
de estas sustancias es de vital importancia, para el desarrollo de nuevas alternativas de
biofumigacion. Estos, pueden sustituir a los productos quimicos que no son amigables
con el ambiente (Armendariz, Quifa, Rios, & Landazuri, 2015). Por ejemplo,
Hernandez (2007), utilizé varios extractos vegetales, 1os mismos que inhibieron el

crecimiento de hongos fitopatégenos y disminuyeron las pudriciones en frutos de



papaya. Los investigadores sugieren realizar mas investigaciones sobre extractos

vegetales, para identificar y aislar los compuestos activos que presentan los mismos.

2.1.3. Mashua (Tropaeolum tuberosum), Mostaza (Raphanus
raphanistrum L.) y Mastuerzo (Tropaeolum majus)

2.1.3.1. Composicion fitoquimica

La Mashua (Tropaeolum tuberosum), Mostaza (Raphanus raphanistrum L.) y el
Mastuerzo (Tropaeolum majus) son plantas pertenecientes al orden Brassicales. Estas
son portadoras de glucosinolatos, acidos organicos, compuestos fendlicos y sulfaricos.
La caracteristica principal de las plantas de este orden es su eficiente sistema defensivo
interno que utiliza contra patdgenos de varios tipos. Estos son fuente de investigacion
para la creacion de bioplaguicidas a partir de las mismas (Giancarlo et al., 1996;
Lazzeri et al., 2013).

Tropaeolum tuberosum es cultivada en suelos de la region andina (Bolivia, Perl
Ecuador, Colombia). Estas plantas crecen en suelos pobres de nutrientes, sin necesidad
de fertilizantes y pesticidas para su desarrollo (Orellano & Valverde, 2017). Segun,
Quispe, Mansilla, Chacon, & Blas (2015) Tropaeolum tuberosum es tolerante a bajas
y altas temperaturas. Su mecanismo de defesa la hace objeto de estudio por la
capacidad nematicida, insecticida y fungicida. Ademas, posee un alto contenido de
vitamina C (75mg/100g), proteinas (14-16g/100g) y glucosinolatos (0,27-50,74
pumol/g). Entre los principales glucosinolatos presentes se encuentran:
metoxibencilglucosinolato, 4-hidroxibencilgluscosinolato y bencilglucosinolato
(Ramallo et al., 2004). De acuerdo con Cortes, (2011) los glucosinolatos, los
compuestos fendlicos y las antocianinas presentes en extractos de estas plantas inducen
a la supresion de la proliferacion de células cancerigenas. También recomienda el uso

de estos en la agricultura y la medicina en varias concentraciones.

Raphanus raphanistrum L. es una planta silvestre que se desarrolla naturalmente en
todo el mundo, con excepcion de la Antartida, es considerado como maleza para los

cultivos de trigo, crece en condiciones desfavorables como: suelos infértiles y



deficiencia de agua (Davila, Vasquez, & Pomboza, 2018; Wang et al., 2017). En
cada etapa de desarrollo de la planta el contenido de glucosinolatos (glucoiberina,
glucorafanina, glucosamina, glucobrassicina), son variables. Por ejemplo, en la etapa
de floracion puede alcanzar 1942,4 umol por planta. Los GL's, se distribuyen en toda
la planta desde las semillas hasta la parte aérea (tallos y hojas) (Malik, Norsworthy,
Culpepper, Riley, & Bridges, 2008; Ridley & Ellstrand, 2009).

Tropaeolum majus tiene origen en los andes de Sudamérica. Actualmente se encuentra
distribuida en todo el mundo, es utilizado en la medicina popular. El isotiocianato
presente en sus hojas y flores le atribuye propiedades antiinflamatorias, antifingicas
antibacterianas y antisépticas (Aguilar, Avalos, Rojas, Marquillo, & Ayala, 2017).
Ademas, de los isotiocianatos posee compuestos como: antocianinas, vitamina C, y
compuestos fendlicos (flavonoides y taninos) los mismos que presentan accion
antioxidante asociadas a caracteristicas de color, sabor y astringencia (Lino et al.,
2015). Segun, Silva, Quezada, Filio, Solano, & Ramos (2017) el mastuerzo es muy
investigado en la medicina. El glucotropaeolina presente en este, se hidroliza en bencil
isotiocianato. El bencil isotiocianato induce a la muerte celular de células cancerigenas

de mama y ovarios, sin dafar las células sanas.

2.1.3.2. Actividad nematicida

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios aniénicos orgénicos. Se encuentran
almacenados en las vacuolas de las plantas. Al sufrir dafios se hidrolizan por accion de
la enzima mirosinasa, dando lugar a compuestos como: isotiocianatos, nitrilos,
tiocianatos y cianuros organicos (Figura 1). La formacion de estos productos
dependera de factores como el pH, la temperatura y la presencia de agentes reductores.
(Bressan et al., 2009; Leo6n, Rincon, & Jiménez, 2016; Winde & Wittstock, 2011;
Wu, Zhou, & Xu, 2009). De acuerdo con Clarke (2010), las concentraciones de
glucosinolato son variables, dependen de la especie y el érgano de la planta que se ha
realizado la extraccion. Ademas, afirma que en las semillas se encuentran la mayor
cantidad de dicho compuesto y existen alrededor de 100 glucosinolatos diferentes

clasificados en 4 grupos (alifatico saturado, alifatico insaturado, aromatico e indolilo).
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Figura 1. Hidrdlisis de glucosinolatos por la enzima mirosinasa para la formacién de

isotiocianatos (Wu et al., 2009).

El glucosinolato al ser hidrolizado por la mirosinasa da lugar a una aglicona
inestable. Si las condiciones de pH son acidas forman derivados de nitrilo por el
contrario al ser neutras daran origen a los isotiocianatos (Rincon, 2014). Los
isotiocianatos son compuestos volatiles, se encuentran presentes en las plantas
cruciferas y son el principal mecanismo de defensa por sus propiedades
antibacterianas, antimicéticas, antivirales, anticancerigenas, quimiopreventivas y
antiparasitarias sin generar resistencia a los microorganismos. Ademas, de aportar
el sabor picante caracteristico de estos compuestos (Liu et al., 2018; Nowicki, Rodzik,
Herman-Antosiewicz, & Szalewska-Palasz, 2016; Wu et al., 2009). Existen también
ITC's de origen sintético utilizados en cultivos agricolas como el Metam sodio, para
el control de las plagas. Sin embargo, son contaminantes potenciales para el ambiente
y al ser de amplio espectro eliminan organismos beneficiosos para el suelo (Martinez
et al., 2014). Segun, Nowicki et al. (2016) los ITC's de origen vegetal no son toxicos
para el ambiente y son una alternativa prometedora para el desarrollo de nuevos
tratamientos contra enfermedades.

El mecanismo de accion del isotiocianato es poco conocido. Sin embargo, algunos
autores reportan que interfiere por quelacion las enzimas con radical metalico, e

impide la absorcion del oxigeno en la respiracion celular provocando la muerte;
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inactiva las enzimas intracelulares por la degradacion oxidativa de los puentes
disulfuro; desacopla la fosforilacion oxidativa; e inhibe las enzimas metabdlicas por
accion del radical tiocianato (Nowicki et al., 2016; Martinez et al., 2014; Poma &
Paz, 2017).

2.2 Hipotesis

2.2.1. Hipétesis nula

El extracto vegetal con mayor contenido de Isotiocianatos no posee actividad

nematicida para el control de Meloidogyne.

2.2.2. Hipotesis alternativa

El extracto vegetal con mayor contenido de Isotiocianatos posee actividad nematicida

para el control de Meloidogyne.

2.3 Sefalamiento de variables

2.3.1. Variable dependiente

Concentracién y tiempo de exposicién del extracto.

2.3.2. Variable independiente

Porcentaje de mortalidad en nematodos del género Meloidogyne en el estadio J2

expuestos al extracto vegetal con mayor concentracion de isotiocianatos.
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CAPITULO I

MATERIAL Y METODOS

3.1. Recolecciény secado del material vegetal

De los campos de cultivo de la Universidad Técnica de Ambato, campus Querochaca,
ubicado en el cantdn Cevallos, perteneciente a la provincia de Tungurahua se colecto
el material vegetal como: las hojas y flores de las especies de Mostaza (Raphanus
raphanistrum L.) y Mastuerzo (Tropaeolum majus), mientras que para la Mashua
(Tropaeolum tuberosum) solamente se tomé los tubérculos para el estudio en cuestion.
Las materia vegetal antes mencionada fue seleccionada en base a los estudios de
(Manrique et al., 2013; Vargas, Sanchez, & Jiménez, 2016) donde afirman que
dichos 6rganos son los que poseen un alto contenido de glucosinolatos, mismos que

seran transformados en isotiocianatos con efecto nematicida.

3.2. Preparacion del material vegetal

El material vegetal se limpio y lavé con agua destilada para eliminar las impurezas
como polvo e insectos, seguidamente se colocaron en un secador de bandejas (Grander,
China) a 40 °C hasta secarlo totalmente, no se establecié un tiempo de secado fijo,
debido a que cada material vegetal toma distintos lapsos de tiempo para completar el
proceso, a continuacién, el material seco fue triturado en un molino de martillos
(Webwer Bros & White, Hamilton). Donde el peso de las muestras se registro y

almacenaron en fundas plasticas herméticas con su respectivo etiquetado.

3.3. Extraccion del material vegetal

Se realizaron dos tipos de extracto: hidroalcohdlicos (1/20) y acuosos para cada
muestra vegetal.

Para el extracto hidroalcohdlico se utiliz6 una proporcion 1/20 con relacion al material
vegetal — disolvente, es decir el peso del material vegetal es multiplicado por el factor

de dilucidn (20), donde el valor obtenido sefiala la cantidad de etanol al 96% y agua
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destilada dispuestos a afiadir para la extraccion, mientras que para la extraccion acuosa
el 100% del solvente fue con agua destilada.

Previo a los calculos realizados el material vegetal fue pesado en la balanza analitica
(OHASUS, PA214) y mezclado con el disolvente en un vaso de precipitados (PYREX
+ 0,05 ml) acorde al volumen a utilizar, llevandolo a la plancha de calentamiento
(Super Nouva Multiplace, Thermo Scientific) a 100 °C, se mantuvo en agitacion
constante durante 30 min a partir de su ebullicion. Finalmente, con un lienzo los
extractos fueron filtrados y almacenados en botellas &mbar, para su posterior
refrigeracion a 4 °C, los solidos resultantes producto del filtrado se desecharon.

3.4. Concentracioén de los extractos

El extracto fue agregado en el baldén de vidrio del rotavapor (IKA RV8, USA),
montando el equipo, para calentar el extracto a 65 °C con ayuda del bafio Maria y una
agitacion constate de 200 rpm, hasta concentrar las muestras y disminuir la mayor

cantidad de disolvente. Se repitio el ensayo con cada uno de los extractos.

3.5. Determinacion de los sélidos totales solubles

En el porta muestras de la balanza de humedad (KERN MLS 50-3) se afiadieron 3 g
del extracto concentrado, a su término se registro el valor obtenido, mismo utilizado

para la determinacion de solidos totales solubles aplicando la siguiente expresion:

SST =100% — % H
Donde:
H=humedad
SST= solidos totales solubles
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3.6. Cuantificacién de isotiocianatos

El isotiocianato contenido en el extracto se destilo con vapor de agua, recogiéndolo en
una solucion de nitrato de plata (AgNO3), en exceso. Determinando el excedente de

la solucion de AgNO3 por volumetria con el patrén de tiocianato aménico.

El contenido de isotiocianato se calcul6 con la siguiente formula matematica:

Isotiocianato <K£g> = 9915 (Vo—-V1)xNx10/M
Donde:

Vo= volumen de solucion patron de tiocianato de amonio necesario para la
determinacién del blanco (ml); V1= volumen de solucién de tiocianato de amonio
necesario para la titulacion de la muestra en ml; N= normalidad de la solucion patron

de tiocianato amonico y M= peso de la muestra.

3.7. Aislamiento e identificacion de nematodos

Las muestras de suelos y raices se recolectaron, de invernaderos con cultivos de tomate
Lycopersicon esculentum, ubicados en el sector de Izamba en la ciudad de Ambato
(Tungurahua — Ecuador) mismas que se homogenizaron y extrajeron por el método de

Baermann utilizado por (Agrios, 2010) descrito a continuacion:

Se coloca un embudo de vidrio de tamafio mediano suspendido con pinzas a un soporte
universal, en la parte inferior se ajusta una manguera de hule, cerrandola en la parte
inferior con una pinza de presion para impedir el paso del agua. En el interior del
embudo se coloca una malla y sobre la misma una porcién de papel filtro previamente
amoldada al embudo. A continuacion, se aflade 100 g de la muestra de suelo
incluyendo los restos de raices, se agrega agua destilada hasta cubrir totalmente la
muestra y tras 24 horas de reposo se recolecta el agua filtrada con los nematodos en la

manguera de caucho aflojando previamente la pinza de presion.

Para la identificacion de Meloidogyne en el estadio J2, se realizaron observaciones y

mediciones con la ayuda de un microscopio (Leica DM2000 LED, Alemania), mismo
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que cuenta con el software para realizar mediciones morfométricas de los nematodos,
que luego fueron comparadas con ilustraciones y valores de varios autores basandose
en parametros estandares para identificacion como son: caracteristicas del estilete,
longitud del cuerpo y regidn hialina de la cola (Eisenback, Hirshmann, Sasser, &
Triantaphyllov, 1983; Ratko, 2018).

3.8. Evaluacion y muerte de nematodos

El extracto con el mejor porcentaje de rendimiento y el mayor contenido isotiocianato
fue seleccionado. Basado en la metodologia experimental de (Salazar & Guzman,
2014) el extracto se evalud en 7 concentraciones diluidas en agua destilada ( 100%v/v,
75%v/v, 50%vlv, 25%vlv, 15%v/v, 10%v/v y 5%v/v), un testigo absoluto (agua
destilada) y un testigo quimico (Metam sodio 1pl/1L de agua destilada).

En tubos de centrifugacion de 1,5ml (Eppendorff, Alemania) se afiadieron 120
nematodos contenidos en 400ul de agua, y a su vez 400ul del extracto con las
diluciones establecidas, repitiendo el proceso para el testigo absoluto como para el
testigo quimico por triplicado. Los nematodos mezclados con las soluciones fueron
trasladados a 26°C en la incubadora (Memmert, Alemania) durante el tiempo de
evaluacion de su muerte, mismo que estuvieron 48 horas, simulando de esta forma sus
condiciones de origen, como es la temperatura del suelo y la exposicién luminica,

factores que pueden alterar los resultados segun (Salazar & Guzman, 2014).

Para la evaluacion se extrajeron 20 nematodos al azar cada 2, 4, 6, 8, 24 y 48 horas,
donde se observaron, y con la ayuda de una aguja de diseccion se verifico su muerte,
considerando muertos a los que se encontraron inmoviles, este procedimiento se lo
realiz6 en un estereoscopio (Leica DM1000, Alemania) contabilizando los individuos
vivos y muertos para su posterior analisis del porcentaje de mortalidad. Seguidamente
se evaluaran los dafios producidos por el extracto en los nematodos muertos bajo el
microscopio dptico (Leica DM2000 LED, Alemania), afiadiendo a los mismos una
gota del reactivo 1 del Kit de tincion de nematodos (PlantSphereLabs, Ecuador), que

permitio la visualizacion del dafio producido en la estructura.
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Con base en (Rosado-Aguilar, 2008 & ller, 2017) el porcentaje de mortalidad es

evaluado con la siguiente expresion :

. nimero de nematodos muertos
%Mortalidad = - X 100
numero total de neméatodos

Ademas, se utilizo el porcentaje de mortalidad corregida de Abbott:

. . %MT — % MC
%Mortalidad corregida = 100 — 9% MC x 100
— 70

(Abbott, 1925)

3.9. Disefio Experimental

Para el andlisis estadistico de los resultados se realizé un disefio factorial AXB, para
observar las interacciones entre los factores, donde las variables son el mejor extracto
vegetal a diferentes concentraciones, y el porcentaje de mortalidad de los nematodos
Meloidogyne expuestos al extracto en diferentes tiempos. Se compararé el efecto que
ejercen las diferentes concentraciones del extracto en cada uno de los ensayos
mediante analisis de varianza en caso de existir diferencia significativa se realizara la

prueba de comparacién mdaltiple de Tukey.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis de resultados

41.1 Cuantificacion de isotiocianato

Se cuantifico el isotiocianato presente en extractos acuosos e hidroalcohdlicos en tres
especies de plantas como son: Tropaeolum tuberosum, Raphanus raphanistrum L. y
Tropaeolum majus. En la tabla 1 se presenta los resultados de los extractos con
diferentes concentraciones expresados como isotiocianato de alilo en microgramos por
mililitro (ug/ml). Ademas, se evidencia que el extracto hidroalcohdlico de Raphanus
raphanistrum L. contiene la concentracion mas elevada (535,410 ug/ml). Este, extracto
fue seleccionado para evaluar el efecto sobre los nematodos. La familia Brassicaceae,
es considerada como fuente importante de metabolitos, entre ellos los glucosinolatos
que por el producto de la hidrélisis dan origen a los isotiocianatos, los cuales se han
asociado con la eliminacién de patdgenos (Molina-vargas & Bentura-castellanos,
2009).

La cantidad de isotiocianatos depende de factores como: la especie, la edad de la
planta, el 6érgano y el solvente utilizado en la extraccion (Ledn et al., 2016). Por
ejemplo: el contenido de ITC's en el extracto de flores de mastuerzo fue diferente del
extracto de hojas (Tabla 1). Segun, Chirinos & Chota (2018) las hojas y las flores son
los 6rganos contiene la mayor cantidad de isotiocianato. También, el contenido de

isotiocianatos es variable segun la especie.

Tabla 1. Cuantificacion de isotiocianato en extractos vegetales.

Hidroalcohélicos  Acuosos

Muestra
ug/ml ug/ml
Mastuerzo (flores) 153,683 89,235
Mastuerzo (hojas) 208,215 19,830
Mostaza (hojas) 535,410 0,00
Mashua (tubérculos) 123,938 69,405
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Los extractos en etanol obtuvieron una mejor extraccion de isotiocianatos, que se
explicaria por la polaridad entre los compuestos quimicos del solvente y el extracto.
Mientras que, en los extractos acuosos las concentraciones son bajas (mastuerzo 19,8
ug/ml), incluso en la mostaza no existe concentracion de isotiocianatos. En el proceso
de extraccion el solvente utilizado (agua) no tiene la misma capacidad del alcohol para
contener las moléculas de isotiocianato. También, Chirinos & Chota (2018)
realizaron extracciones similares con mastuerzo y encontraron que el extracto
hidroalcohdlico presentd mayor efecto en comparacion con el extracto acuoso. Este,

trabajo confirma que el alcohol es mejor solvente que el agua.

412 Porcentaje de rendimiento del extracto

Los extractos vegetales con mayor porcentaje de rendimiento fueron los
hidroalcohdlicos y entre ellos la mostaza obtuvo el mejor rendimiento (30,67%). Los
extractos acuosos no presentaron un gran porcentaje de rendimiento (Tabla 2). La
relacion entre los sélidos solubles totales, la cantidad de material vegetal utilizado, y
el volumen final de extracto liquido obtenido, son factores determinantes para el
porcentaje de rendimiento de los extractos. Ademas, la extraccion de los principios
activos de las plantas depende de factores como la polaridad del solvente y el material
vegetal (Moya & Pérez, 2017). EIl porcentaje de rendimiento en los extractos
hidroalcohdlicos es mayor en comparacion con los acuosos, debido a que la mayoria
de compuestos presentes en los extractos tiene mayor afinidad con el alcohol (Garcia
& Sanchez, 2013). Sin embargo Arranz (2010) menciona que a pesar de que se utilice
cualquier tipo de disolvente, la extraccion siempre sera incompleta, ya que muchas de
las moléculas bioactivas se quedan en los residuos de la extraccion, siendo otro factor

que influye en el rendimiento de los extractos.
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Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de los extractos liquidos.

% Rendimiento De Solidos Extraidos (p/v)

Extractos

Extractos Extractos
Hidroalcoholicos Acuosos
Mastuerzo (flores) 21,70 3,76
Mastuerzo (hojas) 26,15 8,94
Mashua (tubérculos) 27,20 12,48
Mostaza (hojas) 30,67 6,77
4.1.3 Identificacion del género Meloidogyne

La identificacion de Meloidogyne en el estadio J2 se realiz6 en base a comparaciones
de mediciones morfoldgicas como: longitud total, longitud de la porcion hialina y
tamafio del estilete. Los valores experimentales de las mediciones (Tabla 3) fueron
comparadas con datos bibliograficos de Eisenback et al., (1983) y Peraza-Padilla et
al., (2014). En los cultivos donde se colectaron las muestras se observo marchitez en
la parte aérea de la planta (sintomas de nematodos), el desarrollo del fruto no se
encontro afectado. También se observo la presencia de nddulos o agallas en las raices
(Figura 2A). Segun, (Agrios, 2010; De Medeiros et al., 2017; Hernandez-Ochandia
et al., 2012) Meloidogyne en la etapa o estadio J2 tiene gran movilidad provocando
el mayor dafio en las plantas. La invasion ocurre desde el ingreso por la punta de la
raiz, hasta las células vasculares en desarrollo, provocando las agallas. Este, es uno
de los principales sintomas para detectar nematodos en los cultivos. En la
experimentacion las raices se analizaron bajo el estereoscopio, observandose la
presencia de estos individuos (Figura 2B y 2C). El aislamiento e identificacion de este

género fue facilitado por la abundancia de estos (Figura 3).
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Tabla 3.Morfologia de Meloidogyne en el estadio (J2).

Caracteristicas Dimensiones (um)

morfoldgicas (Peraza-Padilla et al., 2014)* Eisenback et al., 1983* Observaciones**

429,2+26,8 416,2+27,2

Longitud del cuerpo (405,0-480,0)  (372,0-462,0) (250-400) 306,43£28,78
Longitud del estilete (11;’1 g’i%%) (fjgii%%) (15-24) 12,53 +£1,72
Longitud de la 10,6+1,4 11,0+£2,0

porcion hialina (9,0-14,0) (6,0-14,0) (15-24) 11,04+1,90

Fuente: *Comparacion bibliografica.
**Qbservaciones en laboratorio

HUEVOS

JUVENILES

LA
v
r

o -
NEMATODO *
HEMBRA

Figura 2. A. Noédulos en las muestras de raices provocados por nematodos. B. Raices
visualizadas bajo el estereoscopio infestadas por nematodos. C. Huevos y juveniles de
nematodo hembra abierta.
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Figura 3. Imagenes de Meloidogyne (J2) reportados en bibliografia y nematodos utilizados
en el experimento. A. Cuerpo entero de J2 (Garcia & Sanchez-Puerta, 2012). B.
Nematodo identificado. C. Cabeza de J2 (Coyne & Claudius-cole, 2007).

414 Actividad nematicida del extracto

La actividad nematicida fue evaluada al exponer a juveniles de Meloidogyne (J2) a
diferentes concentraciones del extracto de mostaza por 48 horas (Figura 4). En todas
las concentraciones se observé reduccion del nimero nematodos a partir de las dos
horas de exposicion. Los individuos expuestos al testigo absoluto (agua) se
mantuvieron con vida en todo el periodo de evaluacion. El extracto al 100% de
concentracion provoco la reduccion de la poblacion, en un 93,33+2,89% en las dos
primeras horas de exposicion. A las cuatro horas fueron eliminados por completo
(Tabla 4). El porcentaje de mortalidad del extracto del 100% fue muy cercano al efecto

del control quimico (100% a las dos horas). En los extractos vegetales se encuentran
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compuestos toxicos para los nematodos. Entre ellos el compuesto con mayor efecto
nematicida es el isotiocianato (Malik et al., 2008). El isotiocianato, es utilizado en
nematicidas comerciales como Metam sodio (isotiocianatos sintéticos) por su
efectividad en cultivos agricolas. Sin embargo, causan dafios al ambiente y a la
microfauna del suelo (Geng et al., 2016).

El efecto del extracto de mostaza se evidencid hasta en la concentracién mas baja (5%).
La actividad nematicida inicio a partir de las dos horas de exposicién (1,70+2,89%).
En el transcurso del tiempo el porcentaje de mortalidad incremento, hasta provocar la
muerte total de la poblacién en las 48 horas de evaluacion. En la investigacion de
Vilchis, Lopez, Powers, & Belmont (2013) utilizaron extractos acuosos de Raphanus
raphanistrum L. en huevos de Meloidogyne. El efecto se mantuvo hasta 12 dias
después de su aplicacion, reduciendo la cantidad de estos en un 50%. Al parecer el

efecto nematicida de los extractos no se pierde con el paso del tiempo.

Extracto de Mostaza (Raphanus raphanistrum L.)

100 = o)
+
90
80
70
T 60
S
£ 50 ¥
o
>
S 40
30 i
+
20
10 4
0 t - - - - -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
Tiempo (horas)
©—100% 75% 50%
25% 15% 10%
+—-5% =— CONTROL = CONTROL QUIMICO

Figura 4. Efecto del extracto de mostaza (Raphanus raphanistrum L.) en la mortalidad de
Meloidogyne (J2).
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% Mortalidad

El efecto nematicida de los extractos vegetales también se reporta en otras
investigaciones. Por ejemplo, Salazar & Guzman (2014) sefialan que los extractos
hidroalcohdlicos de Quassia amara y Brugmansia suaveolens eliminaron nematodos
del genero Meloidogyne. Las concentraciones mas altas de los extractos ocasionaron
el 89% y 78% de mortalidad en 48 horas de exposicion, respectivamente. Ademas
Chango (2015), incorporé en suelos biomasa de Sinapsis alba para el control de
Meloidogyne, y disminuy0 la poblacion de nematodos en un 50,56%. Estos, resultados
corroboran el efecto nematicida de las especies de este orden (Brassicales). También,

ller (2017) analiz6 la mortalidad de estos con aceites esenciales de diferentes plantas.

Los resultados obtenidos en la investigacion y los trabajos citados confirman el efecto
biocida de las plantas en la disminucién de Meloidogyne. Con base en estos hallazgos
se sugiere utilizar extractos de plantas para eliminar patdgenos, por su alta eficacia,

menor costo de produccion y bajo impacto ambiental (De Medeiros et al., 2017).

En la Figura 5A, se muestra el efecto de las diferentes concentraciones en la mortalidad
de los nematodos, donde las concentraciones de 50, 75y 100 % estadisticamente son
iguales. Mientras que, en la Figura 5B se indica el tiempo (promedio) que los extractos
acttan y causan mortalidad en los nematodos. A las 24 y 48 horas ocasionan el mayor

porcentaje de mortalidad y no hay diferencias estadisticamente significativas.

100 F F F 100
90 £ 90 E E
80 D 80 D
70 B 70 C
o

60 c =60 L B
50 B £ 50
40 S 40
30 © 30
20 20
10 10
o A 0

0 5 10 15 25 50 75 100 2 4 6 8 24 48

Concetracion (v/v) n Tiempo (h)

Figura 5. Gréficas del analisis estadistico. A. Mortalidad en funcion a las concentraciones del
extracto B. Mortalidad en funcién al tiempo de exposicion del extracto.
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Tabla 4. Porcentajes de mortalidad de Meloidogyne (J2) expuesto al extracto de Raphanus raphanistrum L. en condiciones in vitro.

Concentracién

% de Mortalidad

(VIv) 2 horas 4 horas 6 horas 8 horas 24 horas 48 horas
100 03,33+ 2,89 Aa 100,00 £ 0,00 Ab 100,00 + 0,00 Ac 100,00 £ 0,00 Ad 100,00 £ 0,00 Ae 100,00 £ 0,00 Af
75 03,33+ 2,89 Ba 98,33+ 2,89 Bb 100,00 + 0,00 Bc 100,00 + 0,00 Bd 100,00 + 0,00 Be 100,00 + 0,00 Bf
50 85,00 £ 5,00 Ca 88,33+2,89Ch 98,33+ 2,89 Cc 100,00 + 0,00 Ce 100,00 + 0,00 Cf 100,00 + 0,00 Cf
25 58,33+5,77Da  63,33+10,41Db 80,00 + 13,23 Dc 91,67 + 2,89 Dd 100,00 + 0,00 De 100,00 + 0,00 Df
15 41,67 £ 7,64 Fa 50,00 £ 5,00 Eb 66,67 = 7,64 Ec 83,33+ 7,64 Ed 100,00 £ 0,00 Ee 100,00 £ 0,00 Ef
10 11,67 £ 2,89 Fa 20,00 = 5,00 Fb 26,67 + 7,64 Fc 66,67 = 10,41 Fd 100,00 + 0,00 Fe 100,00 = 0,00 Ff
5 1,70 + 2,89 Ga 8,33+£5,77Gb 25,00 + 5,00 Gc 51,67 £ 5,77 Gd 96,67 = 2,89 Ge 100,00 + 0,00 Gf

Control Quimico 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
Control 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Los valores corresponden a la media + la desviacion estandar.

Las letras mayusculas indican para cada concentracidn, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los tiempos.

Las letras mindsculas indican para cada tiempo, diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre las concentraciones evaluadas.
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411 Dafio provocado por el extracto en los nematodos

Meloidogyne (J2) fue expuesto a diferentes concentraciones del extracto de mostaza
(100, 75, 50, 25, 15, 10, 5%), un testigo quimico (Metam sodio) y un testigo absoluto
(agua). Los nematodos del testigo absoluto no presentaron dafios ni alteraciones en su
estructura externa e interna (Figura 6 Ay B). Ademas, la movilidad de estos continud
en el proceso de evaluacion (indicador de vida). Sin embargo, los individuos sometidos
al testigo quimico presentaron dafio en su estructura interior. Se presencid
abultamientos de color negro en un lapso de dos horas de exposicion (Figura 6C). Y a
las 48 horas se observo el desprendimiento de su epidermis provocando desintegracién
del cuerpo (figura 6D). Segun LAINCO (2017), el isotiocianato presente en Metam
sodio es corrosivo. Este, se absorbe a través de la piel provoca dafio del tejido y

Organos internos durante su exposicion.

Figura 6. Evaluacion de dafio de Meloidogyne J2. Evaluacion de dafio de Meloidogyne J2. A.
y B. Evaluacidn a las 2 y 48 horas de exposicion al testigo absoluto (agua) respectivamente.
C.y D. Evaluacion a las 2 y 48 horas de exposicion al testigo quimico (Metam sodio).
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Con los antecedentes del testigo quimico y absoluto, la evaluacion con los extractos
fue similar. Se realizaron comparaciones con los antes mencionados para comprobar
la muerte y el dafio producido en los nematodos (Figura 7). Ademas, se utilizé el Kit
de tincion de nematodos proporcionado por en laboratorio PlantSphereLabs, Ecuador.
Una gota del reactivo 1 permiti6 que el contraste y el dafio provocado en los individuos

sean mas evidentes (Figura 7C y D).

B B -

e | 9 A

»

Figura 7. Evaluacion de dafio de Meloidogyne J2 con extracto de mostaza al 100% de
concentracion. Evaluacion de dafio de Meloidogyne J2 con extracto de mostaza al 100% de
concentracion A. Nematodo aislado (48 horas de exposicion). B. Adicion de reactivo 1 (Kit
de tincién). C. y D. Dafios provocados. Flechas rojas indican dafio en el interior, flechas negras
el desprendimiento de la epidermis.

El dafio causado en Meloidogyne expuesto desde la mayor a la menor concentracién
del extracto fue similar al testigo quimico (Figura 8). En su estructura interna
presentaron los mismos abultamientos y en su parte externa el desprendimiento de la
epidermis. Raphanus raphanistrum es una fuente amplia de glucosinolatos. El
producto de su hidrolisis origina isotiocianatos con efecto nematicidas similar al de
Metam sodio (Molina, 2013; & Martinez, et al., 2014). Aunque el mecanismo de
accion no esta bien definido varios autores llegan a la conclusion que los isotiocianatos
impiden la absorcion del oxigeno, por ende la respiracion celular se dificulta y causa
la muerte del individuo (Nowicki et al., 2016; Martinez et al., 2014; Poma & Paz,
2017).
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Figura 8. Darios provocados por las diferentes concentraciones del extracto en Meloidogyne.
A. 75% B. 50% C. 25% D. 15% E.10% F.5%

4.2 Verificacion de hipotesis

Los analisis de resultados presentados permiten la afirmacion de la hipdtesis
alternativa del proyecto. Donde se deduce que el extracto vegetal con mayor contenido
de Isotiocianatos (Raphanus raphanistrum L.) posee actividad nematicida para el

control de Meloidogyne.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e La evaluacion de los extractos vegetales de Mashua (Tropaeolum
tuberosum), Mostaza (Raphanus raphanistrum L.) y Mastuerzo
(Tropaeolum majus) demostr6 el efecto nematicida para el control de
Meloidogyne en condiciones in vitro.

e El mayor contenido de isotiocianatos se obtuvo en los extractos
hidroalcohdlicos. Los extractos acuosos no presentaron una cantidad
considerable. El extracto de mostaza obtuvo la concentracion mas alta de
isotiocianato (535,410 pg/ml).

e El extracto con mayor concentracion de isotiocianatos (Raphanus
raphanistrum L.) redujo la poblacion de Meloidogyne J2. La
concentracion del extracto al 100% v/v obtuvo el mayor efecto en el menor
tiempo de exposicion (93,33 + 2,89), similares a los resultados del testigo
quimico (100,00 + 0,00). Sin embargo, todas las concentraciones
presentaron resultados favorables al eliminar a los individuos en las 48

horas de evaluacion.

e Se identifico los dafios en el interior y exterior de Meloidogyne J2 por el
extracto vegetal de mostaza comparandolos con los dafios producidos con
el testigo quimico, observandose similitudes entre si, en las imagenes
expuestas se presencia el desprendimiento de su epidermis y abultamientos
en el interior, efectos que son propios de los nematicidas, cabe recalcar que

el blanco no tuvo ningln dafio manteniéndose vivos en las 48 horas.
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5.2 Recomendaciones

Es importante mantener las condiciones del hébitat de origen de los
nematodos como son: la temperatura, la exposicion a la luz y el pH. Al ser
evaluados en condiciones in vitro estos factores alteran los resultados en el

porcentaje de mortalidad.

La mayoria de las plantas contienen beneficios que ain no son evaluados,
recomiendo realizar mas estudios con extractos vegetales que permitan

resolver problemas en todos los campos de investigacion.

Continuar con los estudios de plantas implementandolas en cultivos
infestados por nematodos, no solo de la misma especie, ademas de utilizar
otro tipo de 6rganos y solventes para la elaboracion de nuevos extractos.
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ANEXOS

Anexo |. Material vegetal colectado para el analisis, tubérculos de mashua, hojas

y flores de mastuerzo.
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Anexo 1. Concentracidn del extracto, evaporacion del solvente en el rotavapor.

Anexo IV. Determinacion de Solidos Solubles Totales (SST) de los extractos.
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Anexo V. Proceso de destilacion para obtener el isotiocianato presente en los
extractos.

Anexo VII. Recoleccion de nematodos utilizando la técnica Baermann.
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Anexo VIII. Seleccion de nematodos para su posterior identificacion.

Anexo IX. Analisis estadistico de las concentraciones del extracto de mostaza
mediante el disefio experimental AxB.

Analisis de la varianza

Variable N R* R? Aj CW
% DE MORTALIDAD 144 0,99 0,99 6,33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipe III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 213494,79 49 4357,04 230,06 <0,0001
REPLICAS 19,79 2 9,90 0,52 10,5947
CONCENTRACION ) 146008, 33 7 20858,33 1101,38 <0,0001
TIEMPO DE EXPOSICION 34035, 42 5 6807,08 359,43 <0,0001
CONCENTRACTON*TIEMPQ DE EX.. 33431,25 35 955,18 50,44 <0,0001
Error 1780,21 94 18,94
Total 215275,00 143

Taest:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,11543
Error: 18,9384 gl: 94
REPLICAS Medias n E.E.

P €8,44 48 0,63 A
1 68,54 48 0,63 A
3 69,27 48 0,63 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,49730
Error: 18,8384 gl: 94
CONCENTRACION Medias n E.E.

0 0,00 18 1,03 &

5 47,22 18 1,03 B

10 54,17 18 1,03 c

15 73,61 18 1,03 D

25 82,22 18 1,03 E

50 95,28 18 1,03 F
75 98,61 18 1,03 F
100 98,89 18 1,03 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,035)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,65491
Error: 18,9384 gl: 94
TIEMPQ DE EXPOSICION Medias n E.E.

2 48,13 24 0,89 &

4 53,54 24 0,89 B

6 62,08 24 0,89 o

8 74,17 24 0,89 D
24 87,08 24 0,89 E
48 87,50 24 0,89 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,035)
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=14,661282
Error: 18,9384 gl: 94
-CONCENTRACION TIEMPO DE EXPOSICION Medias

n

E.E.

0 ] 0,00
0 24 0,00
0 48 0,00
0 2 0,00
0 4 0,00
0 6 0,00
5 2 1,67
5 4 8,33
10 2 11, 67
10 4 20,00
5 6 25,00
10 6 26, 67
15 2 11,67
15 4 50,00
5 8 51, 67
25 2 58,33
25 4 63,33
15 6 66, 67
10 8 66, 67
25 6 80, 00
15 8 83, 33
50 2 85,00
50 4 88, 33
25 8 91, 67
75 2 93, 33
100 2 93, 33
5 24 96, 67
50 6 98, 33
75 4 98, 33
75 24 100, 00
75 6 100, 00
100 48 100, 00
100 24 100, 00
100 6 100, 00
75 48 100, 00
75 8 100, 00
15 48 100, 00
15 24 100, 00
10 18 100, 00
10 24 100, 00
5 48 100, 00
50 8 100, 00
50 24 100, 00
50 48 100, 00
25 24 100, 00
25 48 100, 00
100 8 100,00
100 1 100, 00

WWWWWwWWWWLWWLWWWWWWLWWLWWWWW WL WD wwwwwwwwwwwwwwwwwww
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Medias con una letra comtin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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